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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y SIGLAS

e aCPCNP: Carcinoma de pulmdn de células no pequeias avanzado.

e AJCC: Comité americano unificado en cancer (del inglés American Joint Committee
on Cancer).

e ALK: Quinasa de linfoma anaplasico (del inglés Anaplastic Lymphoma Kinase).

e APCs: Células presentadoras de antigenos (del inglés Antigen-Presenting Cells).

e B2M: B2-microglobulina (del inglés Beta-2 Microglobulin).

e BATF: Factor de transcripcion cremallera de leucina basica (del inglés Basic Leucine
Zipper Transcription Factor ATF-Like).

e BIM: Mediador de muerte celular que interactua con Bcl-2 (del inglés Bcl-2-
Interacting Mediator of Cell Death).

e BRAF: Homologo B del oncogén viral del sarcoma murino v-RAF (del inglés B-Raf
Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase).

e BTLA: Atenuador de linfocitos By T (del inglés B and T Lymphocyte Attenuator).

e bTMB: Carga mutacional tumoral en sangre (del inglés Blood Tumor Mutational
Burden).

e C-Index: indice de concordancia de Harrell (del inglés Harrell Concordance Index).

e CCL: Ligando del motivo C-C de la quimioquina (del inglés C-C Motif Chemokine
Ligand).

e CEIm: Comité ético de investigacién en medicamentos (del inglés Comité Etico de
Investigacion en Medicamentos).

e CK2: Caseina-quinasa 2 (del inglés Casein Kinase 2).

e CPCNP: Carcinoma de pulmon de células no pequefias.

e ctDNA: DNA tumoral libre en sangre (del inglés Circulating Tumor DNA).

e CXCL: Ligando del motivo C-X-C de la quimioquina (del inglés C-X-C Motif
Chemokine Ligand).

e DDR: Respuesta al dafio en el DNA (del inglés DNA Damage Res ponse).

e dNLR: indice  neutréfilo/leucocito  derivado  (del  inglés  derived
Neutrophil/Leukocyte ratio).

e DUT: Deoxiuridina trifosfatasa (del inglés Deoxyuridine Triphosphatase).

e ECOG: Grupo cooperativo de oncologia del este (del inglés Eastern Cooperative
Oncology Group).

e EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico (del inglés Epidermal Growth
Factor Receptor).

e EMA: Agencia europea del medicamento (del inglés European Medicines Agency).

e EOMES: Eomesodermina.

e ERK: Quinasa regulada por sefiales extracelulares (del inglés Extracellular Signal-
Regulated Kinase).



FDA: Administracion de alimentos y farmacos (del inglés Food and Drug
Administration).

FGL1: Proteina homdloga al fibrindgeno 1 (del inglés Fibrinogen-Like Protein 1).
GRIm: indice inmunolégico Gutave Roussy (del inglés Gustave Roussy Immune
score).

HIF1: Factor 1 inducible por hipoxia (del inglés Hypoxia-Inducible Factor 1).

HR: Cociente de riesgo (del inglés Hazard Ratio).

IASLC: Asociacion internacional para el estudio del cancer de pulmén (del inglés
International Association for the Study of Lung Cancer).

IC: Intervalo de confianza.

ICIRS: indice de respuesta a inhibidores del punto de control inmunolégicos (del
inglés Immune Checkpoint Inhibitor Response Score).

IDO1: Indoleamina 2,3-dioxigenasa-1 (del inglés Indoleamine 2,3-Dioxygenase 1).
INOS: Oxido nitrico sintasa inducible (del inglés Inducible Nitric Oxide Synthase).
KEAP1: Proteina 1 asociada a ECH homologa a Kelch (del inglés Kelch-Like ECH-
Associated Protein 1).

KRAS: Oncogén homologo a virus de sarcoma de rata Kirsten (del inglés Kirsten Rat
Sarcoma Viral Oncogene).

LAG-3: Gen de activacion de linfocitos 3 (del inglés Lymphocyte Activation Gene-
3).

LIPI: indice prondstico inmune del pulmén (del inglés Lung Immune Prognostic
Index).

MAT: Microambiente tumoral.

MDSCs: Células mieloides supresoras (del inglés Myeloid-Derived Suppressor
Cells).

MEK: Proteina quinasa de activacion mitogénica (del inglés Mitogen-Activated
Protein Kinase).

MGMT: O-6-metilguanina-DNA metiltransferasa (del inglés O-6-Methylguanine-
DNA Methyltransferase).

mlF: Inmunofluorescencia multiple (del inglés Multiplex Inmunofluorescence).
mRNA: RNA mensajero (del inglés Messenger RNA).

mSG: Mediana de supervivencia global.

mSLP: Mediana de supervivencia libre de progresion.

NFAT: Factor nuclear de células T activadas (del inglés Nuclear Factor of Activated
T Cells).

NK: Células asesinas naturales (del inglés Natural Killer Cells).

NKT: Células asesinas naturales T (del inglés Natural Killer T Cells).

NLR: indice neutrdfilo/linfocito (del inglés Neutrophil-to-lymphocyte ratio).

PD-1: Muerte programada 1 (del inglés Programmed Death-1).

PD-L1: Ligando de muerte programada 1 (del inglés Programmed Death-Ligand 1).

10



PD-L2: Ligando de muerte programada 2 (del inglés Programmed Death-Ligand 2).
PET: Tomografia por emisién de positrones (del inglés Positron Emission
Tomography).

PI3K: Fosfatidilinositol-3 quinasa (del inglés Phosphatidylinositol-3 Kinase).

PL: Predictor lineal.

PLCG1: Fosfoinositido fosfolipasa C gamma 1 (del inglés Phospholipase C Gamma
1).

PSMB9: Subunidad beta tipo 9 del proteasoma (del inglés Proteasome Subunit
Beta Type-9).

PTEN: Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (del inglés Phosphatase and
Tensin Homolog).

ROS1: ROS proto-oncogén 1.

SHP-2: Fosfatasa de protein-tirosina Src homadloga-2 (del inglés Src Homology
Region 2-Containing Protein Tyrosine Phosphatase-2).

STAT3: Transductor de la sefial y activador de la transcripcion 3 (del inglés Signal
Transducer and Activator of Transcription 3).

STK11: Serina/treonina quinasa 11 (del inglés Serine/Threonine Kinase 11).
TGF-B1: Factor de crecimiento transformante beta 1 (del inglés Transforming
Growth Factor Beta 1).

TIGIT: Inmunoreceptor de células T y dominio ITIM (del inglés T Cell
Immunoreceptor with Ig and ITIM Domains).

TILS: Linfocitos infiltrantes de tumor (del inglés Tumor infiltrating lymphocytes).
TMB: Carga mutacional tumoral (del inglés Tumor Mutational Burden).

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a (del inglés Tumor Necrosis Factor Alpha).
TP53: Proteina tumoral p53 (del inglés Tumor Protein p53).

TYMS: Timidilato sintetasa (del inglés Thymidylate Synthase).

YWHAG: Tirosina 3-monooxigenasa/proteina de activacion gamma triptéfano 5-
monooxigenasa (del inglés Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan  5-
Monooxygenase Activation Protein Gamma).
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1.1 El desarrollo de la inmunoterapia en cancer de pulmon

1.1.1 Cancer de pulmén e inhibidores de punto de control inmunitario

El cdncer de pulmédn es la primera causa de muerte a nivel global (18-20%) vy el
segundo tumor mas frecuente en hombres y mujeres [1,2]. Segun los ultimos datos, en
2022 se diagnosticaron 2,5 millones de nuevos casos, y provocd 1,8 millones de muertes.
Este tumor representa 1 de cada 5 muertes (18,7%) por cancer [3]. El carcinoma de
pulmén de células no pequerias (CPCNP) es el mas frecuente, englobando el 80-85% de
diagndsticos. Dentro de este grupo existen dos principales histologias, el subtipo
escamoso y el subtipo adenocarcinoma, siendo este uUltimo el mas frecuente [4].
Aproximadamente un 45% de pacientes se diagnostican en estadio IV y presentan un
prondstico pobre [1,2]. Los inhibidores de punto de control inmunolégico (IPCI) han
cambiado radicalmente el tratamiento del CPCNP avanzado (aCPCNP) sin mutaciones
accionables, mientras que en el caso de pacientes con mutaciones accionables, se dispone
de tratamiento dirigidos con inhibidores de tirosina -quinasa o anticuerpos que buscan
abordar dicha mutacién [5,6]. Actualmente existen en primera linea de tratamiento
multiples esquemas que incluyen IPCl en monoterapia, en combinacidn con otros IPCI, y
en combinacion con quimioterapia [7-15].

A pesar de la mejoria en mediana de supervivencia global (mSG) y de la mediana
de supervivencia libre de progresién (mSLP), ain se desconoce cudl es el perfil de
pacientes que responden en mayor medida al tratamiento, o que pueden alcanzar
supervivencias mas prolongadas. En los ultimos afios se han propuesto multiples
biomarcadores como predictores para seleccionar poblaciones mas sensibles a los IPCls,
siendo actualmente la expresion tumoral del ligando de muerte programada 1 (PD-L1,
del inglés Programmed Death Ligand 1; CD274) el Unico que se usa en la practica clinica,
con la limitacién de la variabilidad intratumoral que presenta [16,17]. No obstante, la
expresion del PD-L1 no determina la respuesta del paciente al tratamiento con IPCls
[18,19]. De hecho, existe un subgrupo de pacientes en los que se usa IPCls en monoterapia
gue, a pesar de presentar expresion tumoral en biopsia de PD-L1 del 100% y otros
parametros asociados a una mejor respuesta a estos tratamientos, presentan progresion
de la enfermedad de forma rapida y precoz, llegando a producirse casos de
hiperprogresiones tumorales [20]. Tampoco se debe olvidar el hecho de que los IPCls
presentan riesgo de provocar efectos secundarios inmunomediados que pueden ser
graves, causar multiples comorbilidades, e incluso la muerte del paciente [21]. Por tanto,
es necesario buscar nuevos biomarcadores con los que poder seleccionar: 1) Aquellos
pacientes que mas beneficio a nivel prondstico pueden recibir del tratamiento con IPCls;
2) El esquema mds adecuado de IPCls, ya sea en monoterapia o en combinacién con
guimioterapia, con el fin de evitar fendmenos de hiperprogresion o toxicidad
desmesurada en ausencia de beneficio terapéutico.
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1.1.2 Los inhibidores de punto de control inmunitarios

El primer IPCl aprobado por la administracion de alimentos y farmacos (FDA, del
inglés Food and Drug Administration) fue ipilimumab en el afio 2010 para pacientes con
melanoma metastasico, un fdrmaco cuya diana es el antigeno 4 asociado a linfocitos T
citotoxicos (CTLA-4; CD152) [22]. Desde entonces, multiples ensayos clinicos se han
llevado a cabo con diferentes IPCls en cancer de pulmén (Figura 1). Los primeros farmacos
gue se desarrollaron en este escenario fueron aquellos dirigidos contra la proteina de
muerte programada 1 (PD-1, del inglés Programmed Death-1; CD279) y su ligando, PD-
L1. FArmacos anti-PD-1 como nivolumab [23] y pembrolizumab [24], y farmacos anti-PD-
L1 como atezolizumab [25], fueron aprobados por la FDA como terapia de segunda linea
en pacientes con CPCNP metastasico entre 2015 y 2017. Estos resultados se trasladaron
posteriormente a la primera linea, llevando a la FDA a aprobar la monoterapia con
pembrolizumab [8], atezolizumab [9], y cemiplimab [7] entre 2016 y 2021. De forma
posterior, se aprobarian combinaciones con quimioterapia y farmacos inhibidores del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) [10-13]. De acuerdo con analisis
preclinicos, la combinaciéon de IPCls con quimioterapia, lejos de ser deletérea, podria ser
sinérgica debido a la renovacion de linfocitos exhaustos, exposicidon a neoantigenos
tumorales, y a la reprogramaciéon metabdlica [26]. Los esquemas aprobados incluyen
combinaciones en tres tipos de protocolos: 1) Combinaciones de quimioterapia basada en
platino con farmacos anti-PD-1; 2) Combinacion de quimioterapia basada en platino con
anti-PD(L)1 y anti-CTLA-4; 3) Combinacién de quimioterapia con anti-PD-L1 y anti-VEGF.
Estos protocolos no se han comparado directamente, y no existe una preferencia entre
estos en las guias clinicas [27,28].

IMpower 133

Atezolizumab + CT
EMPOWER-Lung 1

CheckMate 057 KEYNOTE-042

Nivolurnab Pembrolizumab Cemiplimab
CheckMate 017 OAK IMpower 130* IMpower 010
Nivolumnab Atezolizumab Atezolizumab + CT Atezolizumab

[ ]

2016 2018 2020 2022

l 2015 2017 2019 2021
A\l

® KEYNOTE-010 IMpower 150* IMpower 110 CheckMate 816
' Pembrolizumab Atezolizumab + CT Atezolizumab Nivolumab

|

|

KEYNOTE-024 KEYNOTE-407 CheckMate 9L{\ POSEIDON
Pembrolizumab Pembrolizumab + CT Nivolumab + Ipilimumab + CT Durvalumab +
Tremelimumab + CT
NSCLC Adjuy KEYNOTE-189 CheckMate 227
NSCLE unres Pembrolizumab + CT Nivolumab + Ipilimumab
NSCLE 2+ line PACIFIC CASPIAN
Durvalumab Durvalumab + CT

“also included EGFR muatant/ALK rearranged
patients progressed to targeted therapy

Figura 1. Linea temporal donde se pueden observar los diferentes IPCls que han mostrado
resultados positivos en el contexto global del desarrollo de los IPCIs en el CPCNP. Adaptada de
Catalano et al. Cancers [29].
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Actualmente, existen muchas vias de investigacién enfocadas en la inhibicién de
otros puntos de control inmunoldgicos, destacando el inmunoreceptor de células Ty
dominio ITIM (TIGIT, del inglés T Cell Inmunoreceptor with Ig and ITIM Domains), el gen
de activacion de linfocitos 3 (LAG-3, del inglés Lymphocyte Activation Gene-3), y el
dominio de mucina-3 (TIM3), aunque aun no se ha demostrado en ensayos fase llI
aprobatorios que alguno de estos abordajes ayude a mejorar el control de la enfermedad
en pacientes con CPCNP [30-32]. Un abordaje prometedor, y que ha demostrado
superioridad a IPCl anti-PD-1 en monoterapia en pacientes con melanoma metastasico es
la combinacién de relatlimab (anti-LAG3) con nivolumab [33], aunque aun no se disponen
datos en pacientes con CPCNP. Durante los siguientes apartados revisaremos los ensayos
aprobatorios de los principales farmacos usados en primera linea de tratamiento,
subdividiendo en aquellos que usan IPCls en monoterapia y aquellos que usan
combinaciones de IPCls con otros farmacos.

1.1.3 IPCls en monoterapia como tratamiento de primera linea del aCPCNP

Tras el éxito logrado en la segunda linea de tratamiento en monoterapia, varios de
los farmacos anti-PD(L)1 se han probado en un escenario de primera linea de tratamiento
en pacientes con aCPCNP con éxito: pembrolizumab, atezolizumab y cemiplimab. Sin
embargo a nivel europeo, han quedado relegados a que su uso sea de forma exclusiva en
pacientes con una alta expresion de PD-L1 a nivel tumoral (= 50%) [27], mientras que en
a Estados Unidos también se plantea su uso en pacientes no aptos para recibir
guimioterapia basada en platino y PD-L1 positivo (21%) [28].

Pembrolizumab en monoterapia se aprobd en base al ensayo KEYNOTE-024 [8];
fue un ensayo fase Il aleatorizado en el que pacientes con aCPCNP con expresion de PD-
L1 en al menos un 50% de células tumorales se asignaron a recibir en una ratio 1:1 200
mg de pembrolizumab cada 3 semanas durante 35 ciclos frente a 4-6 ciclos de
guimioterapia basada en platino (dependiendo de la histologia escamosa o no escamosa,
combinado con pemetrexed, gemcitabina o paclitaxel). Los tumores con mutaciones en el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, del inglés Epidermal Growth Factor
Receptor) y en la quinasa de linfoma anaplasico (ALK, del inglés Anaplastic Lymphoma
Kinase) fueron excluidos. Se reclutaron un total de 305 pacientes de los que 154 se
asignaron al grupo pembrolizumab mientras que 151 pacientes se asignaron al grupo de
guimioterapia basada en platino. Tras 5 afios de seguimiento la mSLP fue de 7,7 meses en
el grupo pembrolizumab y de 5,5 meses en el grupo de quimioterapia basada en platino.
La mSG fue de 26,3 meses frente a 5,5 meses respectivamente. A 5 afios, un 12,8% de los
pacientes aun no han progresado y el 31,9% de los pacientes estaban vivos [34]. El perfil
de seguridad de estos tratamientos fue aceptable.

De forma posterior a este ensayo, otros dos farmacos han conseguido la
aprobaciéon en monoterapia para pacientes con expresion tumoral de PD-L1 >50%,
atezolizumab [9] y cemiplimab [7]. El ensayo IMpower110 [9] fue un ensayo abierto, fase
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[ll, en el que pacientes con CPCNP metastdsico con una expresién tumoral de PD-L1 >1%
recibieron de forma aleatoria en una ratio 1:1 atezolizumab 1200 mg cada 3 semanas
hasta progresién o toxicidad inaceptable, o quimioterapia basada en un doblete de platino
(con diferentes combinaciones en funcién de si la histologia era escamosa o no escamosa).
Aunque inicialmente el protocolo permitia el tratamiento de pacientes con mutaciones en
EGFR o0 ALK tras progresar a tratamiento dirigido, se realizdé una enmienda en el protocolo
para excluirles dados los datos de seguridad que sugerian que estos pacientes no se
beneficiaban de inmunoterapia en monoterapia [23,24,35]. El objetivo primario del
estudio, la mSG, se analizd de forma jerarquica de acuerdo con la expresidon tumoral de
PD-L1 en pacientes sin alteraciones en EGFR o ALK. Los pacientes se estratificaron por
expresion de PD-L1 (<1% de células tumorales frente a 21%), histologia (escamosa o no
escamosa), sexo, y situacion funcional (Grupo cooperativo de oncologia del este [ECOG,
del inglés Eastern Cooperative Oncology Group] O frente a 1). El andlisis jerarquico se
planted con un primer nivel para pacientes con alta expresion tumoral de PD-L1 (>50%),
un segundo nivel con pacientes intermedios y altos expresores de PD-L1 (25%), y un tercer
nivel con cualquier expresion de PD-L1 (21%). Si los resultados de los tres niveles
jerarquicos resultaran positivos, se pasaria a comparar la mPFS entre atezolizumab y grupo
control. Se reclutaron un total de 572 pacientes, recibiendo 285 pacientes atezolizumab y
287 pacientes quimioterapia; excluyendo los pacientes EGFR y ALK positivos quedaron 277
pacientes por grupo (554 en total). En el punto de corte que se realizd, la mSG en pacientes
altos expresores de PD-L1 fue de 20,2 meses frente a 13,1 meses en el grupo control, con
una HR de 0.59. Sin embargo, al analizar la mSG en pacientes intermedios y altos
expresores de PD-L1 fue de 18,2 meses frente a 14,9 meses en el grupo control, con una
HR de 0.72. Dado que este grupo no cruzd el nivel establecido de significancia en el analisis
jerarquico, el estudio fue negativo para este grupo, y el resto de los puntos establecidos
en el protocolo. Por tanto, atezolizumab solo se ha aprobado en pacientes con una alta
expresion tumoral de PD-L1 (250%).

El ultimo ensayo aprobatorio es el EMPOWER-Lungl [7,36]: un ensayo fase lll,
aleatorizado, abierto, en el que se incluyeron pacientes con CPCNP en estadio IV, que no
habian recibido tratamiento previo, y con expresién tumoral de PD-L1 250%. Los pacientes
fueron asignados aleatoriamente en una proporcion 1:1 para recibir monoterapia con
cemiplimab (350 mg) o quimioterapia basada en un doblete de platino (con diferentes
combinaciones en funcidn de la histologia). Se excluyeron los tumores con mutaciones
sensibilizadoras en EGFR, translocaciones de ALK o fusiones de ROS proto-oncogén 1
(ROS1). Se reclutaron un total de 710 pacientes: 356 en el grupo de cemiplimab y 354 en
el grupo de quimioterapia. Sin embargo, las biopsias tumorales enviadas a un laboratorio
central no fueron analizadas segun las instrucciones de uso del ensayo y se vieron
afectadas por fallos en los instrumentos de prueba. Este error redujo la poblacion de los
grupos a 283 pacientes en el grupo de cemiplimab y 280 pacientes en el grupo de
guimioterapia. En el momento del corte de datos, la mSLP global fue de 8,2 meses en el
grupo de cemiplimab frente a 5,7 meses en el grupo de quimioterapia. La mSG global fue
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de 26,1 meses en el grupo de cemiplimab, en comparacién con 13,3 meses en el grupo de
quimioterapia (HR 0,57). El perfil de seguridad fue similar al de otros ensayos con IPCI.

1.1.4 IPCl en combinacidon como tratamiento de primera linea del aCPCNP

Tras los buenos resultados derivados del uso de IPCls en monoterapia en pacientes
con alta expresion de PD-L1 (250%), con la preocupacion de que a pesar de presentar una
alta expresion de PD-L1, hay pacientes que no responden e incluso presentan una
supervivencia inferior a la quimioterapia basada en platino [15], se planted trasladar el
uso de los IPCl en pacientes con una expresion inferior o negativa de PD-L1 a nivel
tumoral.. Con este fin, se plantearon ensayos de combinacion de IPCls con quimioterapia,
otros IPCls, o farmacos anti-VEGF, abriéndose un amplio abanico de opciones en este
escenario.

El ensayo KEYNOTE-189 [10] fue un ensayo fase lll aleatorizado, doble ciego, en el
gue pacientes con CPCNP no escamoso metastasico, que no habian recibido tratamiento
previo, se aleatorizaron a recibir en una ratio 2:1 pembrolizumab 200 mg o placebo cada
3 semanas hasta 35 ciclos. Todos los pacientes recibieron 4 ciclos cada 3 semanas de
platino (cisplatino 75 mg/m2 o carboplatino area bajo la curva 5 mg/m2) seguido de
pemetrexed (500 mg/m2). Los pacientes se estratificaron en funcién de la expresiéon
tumoral de PD-L1 (positiva o negativa), y se excluyeron pacientes con mutaciones en EGFR
o ALK. Se reclutaron un total de 616 pacientes; 410 fueron asignados al grupo de
combinacidon con pembrolizumab, mientras que 206 fueron asignados al grupo de
combinacion con placebo. La expresién tumoral de PD-L1 estaba bien balanceada entre el
grupo tratamiento y el grupo control. Tras 5 afios de seguimiento [37], la mSLP fue de 9
meses en el grupo de pembrolizumab frente a 4,9 meses en el grupo de placebo. La mSG
fue de 19,4 meses frente a 11,3 meses, respectivamente (HR 0,56). A los 5 afios, el 29,6%
de los pacientes seguian vivos en el grupo de pembrolizumab frente al 21,4% en el grupo
de placebo, y el 7,5% de los pacientes no habian progresado frente al 0,6%. El perfil de
seguridad fue aceptable, y los efectos secundarios fueron similares a los de la
guimioterapia y los IPCl por separado.

El ensayo KEYNOTE-407 [11,38] fue un estudio fase lll, aleatorizado y doble ciego,
en el que se asignaron pacientes con CPCNP escamoso de forma aleatoria, en una ratio
1:1, para recibir 200 mg de pembrolizumab o un placebo salino cada 3 semanas, durante
un maximo de 35 ciclos. Todos los pacientes recibieron cuatro ciclos de carboplatino (area
bajo la curva de concentracion-tiempo de 6 mg/min) y paclitaxel (200 mg/m? de superficie
corporal el dia 1) o paclitaxel unido a albumina (100 mg/m? los dias 1, 8 y 15) cada 3
semanas. Los pacientes fueron estratificados segun la expresiéon tumoral de PD-L1
(negativa o positiva). Un total de 559 pacientes fueron aleatorizados: 278 al grupo de
combinacidon con pembrolizumab y 281 al grupo de combinacion con placebo. Entre las
caracteristicas basales, 20 pacientes (7,2%) presentaban metastasis cerebrales en el grupo
con pembrolizumab, frente a 24 pacientes (8,5%) en el grupo con placebo. La expresion
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tumoral de PD-L1 estaba bien balanceada entre el grupo tratamiento y el grupo control.
Tras 5 afios de seguimiento, la mSLP fue de 8 meses en el grupo de pembrolizumab frente
a 5,1 meses en el grupo de placebo. La mSG fue de 17,2 meses frente a 11,6 meses,
respectivamente (HR 0,71). A los 5 afios, el 18,4% de los pacientes seguian vivos en el
grupo de pembrolizumab frente al 9,7% en el grupo de placebo, y el 10,8% de los pacientes
no habian progresado frente al 3,5%. El perfil de seguridad fue aceptable, y los efectos
secundarios fueron similares a los de la quimioterapia y los IPCI por separado.

El primer ensayo que buscd valorar la combinacion de anti-PD-1 con anti-CTLA-4
fue el CheckMate-227 [15,39]. Este fue un ensayo abierto, fase lll, en el que pacientes con
aqui CPCNP estadio IV se asignaron de forma aleatoria en una ratio 1:1:1 recibir
nivolumab-ipilimumab (3 mg por kg de peso corporal cada 2 semanas y 1 mg por kg de
peso cada 6 semanas respectivamente), frente a nivolumab en monoterapia (dosis fija de
240 mg cada 2 semanas) en pacientes PD-L1 positivo o nivolumab en combinacién con
guimioterapia basada en un doblete de platino (cada 3 semanas hasta 4 ciclos) en
pacientes PD-L1 negativos, frente a un doblete de quimioterapia basado en platino (cada
3 semanas hasta 4 ciclos). Los pacientes se estratificaron por histologia (escamosa y no-
escamosa) y PD-L1 (negativo frente a positivo). Se asumié un modelo de riesgos
proporcionales para este ensayo. Se reclutaron un total de 550 pacientes con expresion
tumoral de PD-L1 negativa: 187 fueron asignados a recibir nivolumab mas ipilimumab, 177
a recibir nivolumab junto con quimioterapia basada en platino, y 186 a recibir Unicamente
guimioterapia basada en platino. En la cohorte con PD-L1 positivo, se incluyeron un total
de 1189 pacientes: 396 fueron asignados a nivolumab mas ipilimumab, 396 a monoterapia
con nivolumab y 397 a quimioterapia basada en platino. El objetivo principal analizado en
este estudio fue la mSG en pacientes con PD-L1 positivo, comparando Unicamente el
grupo de nivolumab mas ipilimumab frente al grupo de quimioterapia. Aunque la
combinacidn de nivolumab mas ipilimumab mostré un beneficio de 17,1 meses frente a
14,9 meses en el grupo de quimioterapia, el cociente de riesgo (HR, del inglés Hazard
Ratio) fue de 0,70 y no se cumplid el supuesto de riesgos proporcionales, por lo que el
ensayo fue negativo, y estos resultados, asi como los objetivos secundarios analizados
posteriormente, son Unicamente descriptivos. Ademas, se observd un beneficio inicial
transitorio en supervivencia con la quimioterapia, seguido de un beneficio a largo plazo
con nivolumab mas ipilimumab. El perfil de seguridad fue aceptable, siendo los efectos
adversos lo esperado para la combinacién de estos dos farmacos. Estos resultados
controvertidos llevaron a la aprobacion del esquema por la FDA en pacientes con
expresion tumoral de PD-L1 positiva [40], y su integracion en las guias americanas [28],
pero no ha sido aprobado por la agencia europea del medicamento (EMA, del inglés
European Medicines Agency) y no dispone de financiaciéon en multiples paises europeos
como Espaiia [27].

El ensayo CheckMate 9LA [13,41] logré la primera aprobacidon de un anti-CTLA-4
en este escenario con la combinacién de nivolumab-ipilimumab con quimioterapia; este
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ensayo fue fase Ill, abierto y aleatorizado, en el que se asignaron pacientes con CPCNP en
estadio IV en una proporcién 1:1 para recibir nivolumab (360 mg cada 3 semanas) mas
ipilimumab (1 mg/kg cada 6 semanas) combinado con quimioterapia basada en un
doblete de platino segun la histologia (cada 3 semanas durante 2 ciclos), frente a
guimioterapia basada en un doblete de platino segun la histologia (cada 3 semanas
durante 4 ciclos). Los pacientes fueron estratificados segun la histologia tumoral, el sexo
y la expresion de PD-L1. Entre los criterios de exclusion se incluyeron mutaciones de EGFR
y ALK sensibles a terapias dirigidas. Un total de 719 pacientes fueron incluidos: 361 en el
grupo experimental de combinacién de IPCls mas quimioterapia, y 358 en el grupo de
guimioterapia basada en platino. Entre las caracteristicas basales, las poblaciones fueron
equilibradas, con una distribucion homogénea en la expresién de PD-L1: la poblacién con
PD-L1 negativo representaba alrededor del 40% en ambos grupos, mientras que la
poblacién con PD-L1 positivo era aproximadamente del 60% (con expresidon tumoral de
PD-L1 250% en el 22% y el 29% de los pacientes en los grupos experimental y de control,
respectivamente). La histologia predominante fue no escamosa, presente en el 69% de los
pacientes de ambos grupos, mientras que el 31% tenia histologia escamosa. Con la
actualizacion de los datos a 5 afios, la mSG fue de 15,8 meses en el grupo experimental
frente a 11 meses en el grupo de control (HR 0,73). De este ensayo, hay que destacar
respecto a los previos que la adicidn de ipilimumab a la quimioterapia y el farmaco anti-
PD-1 mostrd una leve tendencia a un mayor beneficio en poblacién PD-L1 negativa que la
PD-L1 positiva (HR de 0,63 frente a 0,73), y un beneficio remarcable en pacientes con
metastasis cerebrales (mSG no alcanzada en el grupo de IPClI con quimioterapia frente a
7,9 meses en el grupo de quimioterapia a solas). El perfil de seguridad fue aceptable y
acorde con el mecanismo de accidn de cada medicamento.

El ensayo EMPOWER-Lung 3 [14,42] fue un estudio fase Ill, doble ciego y
controlado con placebo, en el que pacientes con CPCNP avanzado fueron aleatorizados en
una proporcién 2:1 para recibir cemiplimab (350 mg cada 3 semanas) o placebo durante
un maximo de 108 semanas, en combinacién con 4 ciclos de quimioterapia doble basada
en platino (seguida de mantenimiento con pemetrexed si estaba indicado). Los pacientes
fueron estratificados segun la histologia tumoral y la expresién de PD-L1. Entre los criterios
de exclusién se incluyeron mutaciones en EGFR, ALK y ROS1. Un total de 466 pacientes
fueron reclutados: 312 en el grupo de cemiplimab mds quimioterapia y 154 en el grupo
de placebo mas quimioterapia. Entre las caracteristicas basales, alrededor del 57% de los
pacientes presentaban histologia no escamosa, mientras que el 43% tenian histologia
escamosa en ambos grupos. Los grupos de PD-L1 fueron homogéneos: aproximadamente
el 30% de los pacientes tenian PD-L1 negativo, el 38% PD-L1 entre 1-49% y el 32% PD-L1
>50%. Tras 2 afos de seguimiento la mSG fue de 21,1 meses en el grupo de cemiplimab
mas quimioterapia, en comparacion con 12,9 meses en el grupo de quimioterapia sola (HR
0,65). La mSLP fue de 8,2 meses frente a 5 meses, respectivamente. El perfil de seguridad
fue aceptable y similar al de otros ensayos de combinacién de IPClI mas quimioterapia.
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El ensayo POSEIDON [43] es el segundo y ultimo ensayo en conseguir la aprobacion
de una combinacién anti-CTLA-4 con un farmaco anti-PDL1. Este ensayo fue un estudio
fase lll, abierto, en el que pacientes con CPCNP metastasicos fueron aleatorizados en una
ratio 1:1:1 a recibir tremelimumab 75 mg junto a durvalumab 1500 mg, y 4 ciclos de
guimioterapia basada en platino cada 21 dias, seguido de un Unico ciclo de tremelimumab
y durvalumab cada 4 semanas hasta progresién; frente a durvalumab 1500 mg vy 4 ciclos
de quimioterapia, seguido de durvalumab cada 4 semanas hasta progresion; frente a 4
ciclos de quimioterapia cada 21 dias (con pemetrexed de mantenimiento posterior en caso
de tumores no-escamosos). Se excluyeron los pacientes con mutaciones en EGFR y ALK.
Los objetivos primarios fueron la mSLP y la mSG para la comparacién del grupo
durvalumab-quimioterapia frente a quimioterapia; como objetivo secundario se
establecid la mSLP y mSG para la comparacion de durvalumab-tremelimumab-
guimioterapia frente a quimioterapia. Se reclutaron un total de 1013 pacientes entre los
tres brazos de tratamiento: El objetivo primario fue positivo para la mSLP en la
comparacion durvalumab-quimioterapia frente a quimioterapia con 5,5 meses frente a
4,8 meses; sin embargo, la mSG no alcanzé diferencias estadisticamente significativas
(13,3 meses frente a 11,7 meses). El objetivo secundario fue positivo con una mejoria de
la mSLP en la comparacion durvalumab-tremelimumab-quimioterapia frente a
guimioterapia con 6,2 meses frente a 4,8 meses; la mSG fue de 14 meses frente a 11,7
meses (HR 0,77). El perfil de seguridad fue aceptable y similar al de otras combinaciones
anti-PD-(L)1 y anti-CTLA-4. Este ensayo llevo a la aprobacién de esta combinacion por la
EMA.

Todos estos esquemas no se han comparado de forma directa (p. ej. la combinacién
de quimioterapia con anti-PD-(L)1 y anti-CTLA-4 frente a la combinacién de quimioterapia
con anti-PD-(L)1) y no existe una preferencia para recomendar uno sobre otro en
pacientes que presentan alta expresién tumoral de PD-L1 (250%) [27,28] puesto que todos
los ensayos de combinacién de quimioterapia con IPCl incluyen este subgrupo de
pacientes, mostrando de hecho, el mayor beneficio en mSG. Dada la situacion particular
de Espafia y de la Comunidad Valenciana, hasta hace menos de 1 afio era obligatorio
administrar IPCls en monoterapia a pacientes con una alta expresion de PD-L1, pero con
la aprobacién del esquema de cemiplimab con quimioterapia independientemente de la
expresion de PD-L1, no existe ningun factor para decidir qué esquema administrar a un
paciente cuyo tumor tenga estas caracteristicas [44]. Se han buscado diversos
biomarcadores, ademas de la expresion de PD-L1 tumoral para buscar optimizar estos
esquemas, pero como veremos en los apartados sucesivos, hasta el momento ninguno de
ellos ha logrado imponerse en la practica clinica.

1.2 Lavia PD-1/PD-L1

El desarrollo de anticuerpos que bloquean los puntos de control inmunoldgico como
terapia contra el cancer esta basado en el rol natural de estas moléculas-punto de control
como receptores coinhibitorios de la activacion de las células T. Nuestro conocimiento
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sobre receptores coestimuladores y coinhibitorios ha evolucionado desde el modelo de
“2 sefiales” para la activacidon de células T virgenes [45,46]. De acuerdo con este modelo,
la activacion dptima de linfocitos especificos para antigenos requiere un reconocimiento
especifico del antigeno por los linfocitos (“sefial 1”), asi como una sefial adicional (“sefial
2”, o sefal coestimulatoria). Posteriormente, se ha entendido que la sefial coestimuladora
negativa también existe. Los receptores que portan una seiial coinhibitoria funcionan
como inhibidores del punto de control, y tienen un rol clave en el mantenimiento de la
tolerancia periférica y la prevencién de los procesos de autoinmunidad [47-50]. La via que
afecta a B7-1 o B7-2 junto a CD28 o CTLA-4 es la mejor caracterizada, y es crucial en la
activacion del linfocito T y en fendmenos de tolerancia (Figura 2). La identificacion del
receptor inhibitorio PD-1vy sus ligandos como miembros adicionales de la familia B7-CD28-
CTLA-4 [51,52] demostré que el sistema inmune ha desarrollado multiples vias
coinhibitorias para proteger el mantenimiento de la tolerancia de las células T por medio
de esta familia.
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Figura 2. Moléculas coestimuladoras de la familia B7-CD28-CTLA-4, y estructura de PD-1.
Adaptado de Boussiotis et al. NEJM. [46].

Desde su descubrimiento, se ha considerado que el aumento de senales
coestimuladoras podria mejorar las respuestas inmunes antitumorales [53]. Sin embargo,
el descubrimiento de que CTLA-4, que funciona como un potente regulador negativo de
las respuestas inmunes, llevd a un cambio radical en el desarrollo de la inmunoterapia en
el cancer, basado en el concepto de que la aproximacién preferida no seria la activacién
del sistema inmune para atacar al cancer sino en eliminar las sefiales coinhibitorias que
bloquean las respuestas antitumorales mediadas por los linfocitos T [54]. En efecto, el
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blogueo de CTLA-4 llevé a conseguir el uso con éxito de un anticuerpo monoclonal anti-
CTLA-4 (ipilimumab) como tratamiento contra el cadncer en pacientes [55]. A continuacion,
basandose en el mismo concepto, se abordd de forma terapéutica la via PD-1/PD-L1,
resultando en todo el desarrollo subsecuente y su integracién en multiples tipos de
tumores [56].

1.2.1 Expresion de PD-1 vy sus ligandos

PD-1 es una proteina conformada por 288 aminoacidos que se induce en las células
T por la activacion del receptor de antigenos de dichas células y por medio de receptores
de citoquinas [57]. PD-1 se identificd inicialmente en células apoptédticas, donde se
expresaba de forma preferente, pero posteriormente se entendié que su papel fisiolégico
no esta relacionado con la muerte celular [58]. Ademas de estar expresado en células T
maduras activadas, PD-1 se expresa a niveles menores en células T doble-negativo (CD4-
CD8-) en el timo, células asesinas naturales (NK, del inglés Natural Killer) activadas, células
B, monocitos, y células de Langerhans inmaduras [57]. Las propiedades funcionales y
bioquimicas de PD-1 se han estudiado principalmente en células T. La transcripcién de PD-
1 en células T requiere la translocacion nuclear del factor nuclear de células T activadas
(NFAT, del inglés Nuclear Factor of Activated T Cells) y la unidon de NFATc1 (NFAT 2) al
promotor de la proteina asociada a la muerte celular programada (PDCD1) [59]. Por tanto,
lainduccidny la represidon de PD-1 estan bajo control de mecanismos activos, lo que indica
gue PD-1 media sus efectos en células T activadas durante una ventana de tiempo finita.
Estas cinéticas de expresion indican que la sobrerregulacion de PD-1 es una consecuencia
natural de la activacion de las células T y es necesaria para la finalizacion de la respuesta
inmune. Por tanto, la expresidon de PD-1 no es un equivalente a un estado “exhausto”, una
condicidn que ocurre cuando las células T se exponen de forma prolongada a un antigeno.
En las células exhaustas los niveles de expresidon de multiples receptores inhibitorios (no
solo PD-1) estan elevados de forma persistente, lo que lleva al detrimento en la capacidad
de las células T de responder a sefiales de activacion [60].

Los ligandos de PD-1, PD-L1 y ligando de muerte programada 2 (PD-L2, del inglés
Programmed Death-Ligand 2), tienen diferentes patrones de expresion [57,61]. PD-L1
esta expresado de forma constitutiva a niveles bajos en las células presentadoras de
antigenos (APCs, del inglés Antigen-Presenting Cells), incluyendo: 1) APC profesionales;
aquellas que expresan el complejo mayor de histocompatibilidad clase | y Il, y moléculas
coestimuladoras que pueden activar células T CD4+ virgenes. 2) APC no profesionales;
aquellas que usan moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase | para
interactuar con los linfocitos T CD8+, pero que no expresan de forma habitual el complejo
mayor de histocompatibilidad clase Il y por tanto no son capaces de activar las células T
CD4+ de forma eficiente, asi como una amplia variedad de tipos celulares no-
hematopoyéticos, incluyendo células endoteliales vasculares, células de islotes
pancreaticos, y sitios inmunoprivilegiados como la placenta, los testiculos, y los ojos. La
expresion de PD-L1 también se induce por citoquinas proinflamatorias, incluyendo
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interferones tipo | y tipo Il, el factor de necrosis tumoral a (TNF- a, del inglés Tumor
Necrosis Factor Alpha), y VEGF. PD-L2 se expresa en células dendriticas y macréfagos tras
su activacion y se regula principalmente por las mismas citoquinas que PD-L1. Las cinéticas
de la expresion de PD-1 en las células T activadas, la expresion constitutiva de PD-L1 en
tejidos, y la induccion de ligandos de PD-1 por sefiales proinflamatorias, destacan el papel
de lavia PD-1 en la supresidn de la actividad de células T efectoras, mientras que mantiene
la tolerancia propia y promueve la resolucién de la inflamacion durante las respuestas
inmunes. Ademds de interactuar con PD-1, PD-L1 también interacciona con el B7-1
expresado en las células T y media una sefal inhibitoria [62], mientras que el PD-L2
expresado en células dendriticas pulmonares interacciona con la molécula de guia
repulsiva B (RGMB), un correceptor para proteinas morfogenéticas éseas que se expresan
en macréfagos alveolares, macréfagos intersticiales, y células epiteliales alveolares. La
interaccion entre PD-L2 y RGMB juego un rol en la tolerancia pulmonar [63].

El rol de PD-1 en la tolerancia periférica se observd por primera vez cuando se
desarrollaron glomerulonefritis y artritis similares a las inducidas por el lupus en ratones
con deficiencia de PD-1 [50]. Esta deficiencia generd miocardiopatias [48], y otros
fendmenos autoinmunitarios en otros organos en funcion del subtipo de alteracion
[64,65]. PD-L1, y en menor medida PD-L2, se expresan en multiples tipos de cancer [66],
un hallazgo que llevo a la explotacion de la via PD-1-PD-L1 en la inmunoterapia frente al
cancer. En contraposicién a sus efectos beneficiosos en el mantenimiento de la tolerancia
periférica, la supresidén de la respuesta antitumoral por PD-1 tiene efectos deletéreos en
la proteccién del sistema inmune contra los tumores [67].

1.2.2 PD-1 en la senalizacidon de linfocitos T

Los mecanismos por los que PD-1 antagoniza la sefializacidon del receptor de los
linfocitos T estan actualmente en investigacién (Figura 3) [46]. Al reclutar a |a fosfatasa de
protein-tirosina Src homodloga-2 (SHP-2, del inglés Src Homology Region 2-Containing
Protein Tyrosine Phosphatase-2) en la proximidad del receptor de la célula T, la unién de
PD-1 inhibe la activacion de las quinasas proximales al receptor de dichas células T,
provocando una atenuacién de la fosforilacion mediada por Lck de ZAP-70, iniciandose asi
una cascada de eventos [68]. Una via de sefializacion clave de la inhibicion mediada por
PD-1 es la via de la fosfatidilinositol-3 quinasa (PI13K, del inglés Phosphatidylinositol-3
Kinase)/Akt que, aunque también esta involucrada en la via de CTLA-4, aqui tendria un
mecanismo distinto [69,70]. PD-1 puede bloquear la activacién de PI3K al reclutar a SHP-
2, mientras que CTLA-4 inhibe directamente la activacion de Akt, pero no de PI3K,
posiblemente por asociacidn con la proteina-fosfatasa 2A [70]. Un mecanismo por el que
PD-1 inhibe la activacién de PI3K/Akt afecta a la fosforilaciéon de la fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN, del inglés Phosphatase and Tensin Homolog), que a su vez
estaria mediada por la caseina-quinasa 2 (CK2, del inglés Casein Kinase 2). PTEN es una
fosfatasa serina-treonina que impide la activacion de PI3Ky suprime las sefiales derivadas
de la via PI3K/Akt. CK2 media la fosforilacion del grupo C-terminal serina-treonina de PTEN
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S380-T382-T383, lo que promueve la estabilidad de PTEN a la vez que reduce la actividad
de la actividad de la fosfatasa lipidica de PTEN [71,72]. Durante la activacion de la célula
T, PTEN es fosforilado por CK2 en el grupo S380-T382-T383 en el dominio regulatorio C-
terminal [73]. Esta fosforilacion estabiliza a PTEN, resultando en un aumento en la
cantidad de la proteina debido a la resistencia a la degradacion dependiente de ubiquitina,
pero a la vez suprimiendo la actividad de la PTEN fosfatasa. PD-1 inhibe la estabilizacién
de la fosforilacién del grupo S380-T383-T383 en el dominio C-terminal de PTEN,
resultando en una disminucion en la abundancia de PTEN, pero generando un aumento
de la actividad de la PTEN fosfatasa.
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Figura 3. Efectos de PD-1 en las principales vias de sefializacidn de las células T. Adaptado de
Boussiotis et al. NEJM. [46].

El segundo mecanismo principal involucrado en la inhibicién de PD-1 es la via Ras-
proteina quinasa de activacion mitogénica (MEK, del inglés Mitogen-Activated Protein
Kinase Kinase) regulada por sefales extracelulares (ERK, del inglés Extracellular Signal-
Regulated Kinase) [68,69]. Este mecanismo estd mediado por la proteina de liberacién Ras
guanil 1 (RASGRP1), la cual es activada por calcio y diacilglicerol (situados de forma
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posterior a la fosfoinositido fosfolipasa C gamma 1 [PLC- G1, del inglés Phospholipase C
Gamma 1]) [74]. PD-1 bloquea la activacidon de la via MEK-ERK quinasa al inhibir la
activacion de PLC- y1 y Ras. Al alterar la activacion de Ras-MEK-ERK, PD-1 provoca una
plétora de cambios bioquimicos regulados por esta via, aunque debe tenerse en cuenta
gue PD-1 no causa una inhibicion global de la sefial. Por ejemplo, PD-1 no inhibe la
activacion de la quinasa p38, e induce la expresion de ciertos factores de transcripcion,
incluyendo el factor de transcripcién cremallera de leucina basica (BATF, del inglés Basic
Leucine Zipper Transcription Factor ATF-Like) [69,75]. Las funciones del linfocito T son
sensibles a PD-1, lo que es consistente con un efecto diferencial de PD-1 en las vias de
sefial-transduccion. Se requiere niveles altos de expresion de PD-1 y ligacion para inhibir
la produccion de Mib-1b, niveles mas bajos son suficientes para bloquear la citotoxicidad
y la produccién de interferdn- y, y niveles muy bajos son suficientes para inhibir Ia
producciéon de TNF- q, interleuquina-2, y generar la inhibicidon de la expansion de las
células T [76].

La alteracion de los linfocitos T por medio de eventos de sefializacion ligados al
receptor, los cuales son inducidos por PD-1, estan correlacionados con dinamicas
alteradas en la interaccion entre las células T y las células dendriticas portadoras de
antigenos. Durante el proceso de activacion de las células T in vivo, la duracion de los
contactos entre célula T-célula dendritica es muy variable, encontrandonos un rango de
minutos a horas, y puede dividirse en multiples fases [77]. Diversos estudios han mostrado
qgue PD-1 previene la formacion de contactos estables entre células Ty células dendriticas,
generando un cese de la funcién efectora [78,79].

1.2.3 Alteracion del metabolismo por PD-1

La reprogramacion metabdlica tiene un efecto importante en la diferenciacién de
la célula Ty su funcién (Figura 4) [80]. Las células T virgenes tienen un fenotipo quiescente
y generan energia por medio de glucosa, acidos grasos, y aminoacidos para favorecer la
fosforilacion oxidativa, un proceso que requiere consumo de oxigeno. Una vez activadas,
las células T sufren una reprogramacidon metabdlica, y aunque la fosforilacion oxidativa
persiste y aumenta, la glucdlisis aerébica se convierte en el programa metabdlico
dominante. El consumo de glutaminay el catabolismo estd aumentado y es requerido para
que las células T efectoras se mantengan activas, asi como para el desarrollo de los
linfocitos T de memoria. PD-1 suprime el consumo de oxigeno y bloque la capacidad para
que las células T activadas inicien el proceso de glicdlisis y glutaminolisis, pero promueve
la B-oxidacion de acidos grasos [81]. También, cuando las células T son estimuladas por la
ligacion de PD-1, se produce un acumulo sustancial de acidos grasos poliinsaturados, los
cuales son reconocidos por supresores de la inmunidad de los linfocitos T [82]. Por tanto,
PD-1 podria alterar la diferenciacion de las células T por medio de un bloqueo de la
remodelacién del metabolismo de forma adecuada por las células T. Como consecuencia
de estas alteraciones metabdlicas, las células T activadas que reciben sefiales de PD-1
parecen tener un entorno mas oxidativo, algo que concuerda con la observacion de una
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reduccién importante en los niveles del glutatidon reducido, un antioxidante clave [81,83].
Por tanto, los efectos de PD-1 en el metabolismo de las células T podria tener
implicaciones terapéuticas. Estos cambios metabdlicos podrian tener también un rol
activo en la disfuncién de linfocitos T mediada por PD-1 durante infecciones crénicas y
cancer.
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Figura 4. Alteraciones del metabolismo por la via PD-1. Adaptado de Boussiotis et al. NEJM. [46].
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Por ultimo, aunque parece que todos estos mecanismo se activen en células T, en
un modelo de sarcoma se ha reportado que la expresion de PD-L1 en las células
cancerigenas estd asociado con un aumento de los genes de glicélisis y un metabolismo
glicolitico aumentado [84]. Actualmente no queda claro si PD-L1 puede activar sefiales
reversas hacia las células tumorales dado que PD-L1 solo tiene una cola citoplasmica corta
sin claros motivos de seiializacidon. Sin embargo, PD-L1 funciona como un receptor
inhibitorio para transmitir sefiales antiapoptéticas a las células cancerigenas y para
prevenir la alteracién mediada por el sistema inmune de dichas células cancerigenas
causando una muerte celular mediada por Fas [85]. Dado que las células cancerigenas
tienen un importante metabolismo glicolitico, esto podria generar niveles elevados de
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activacion de PI3K-Akt, asi como una ratio elevada de glicélisis intrinseca al tumor como
consecuencia de un aumento de la supervivencia.

1.2.4 Implicaciones clinicas de PD-1, PD-L1, PDL-L2 para la terapia

antineoplasica

Un mecanismo clave por el que las células cancerigenas limitan la respuesta
inmune del paciente es por la sobreexpresion de ligandos de PD-1 en el microambiente
tumoral (MAT) y su ligacidén a PD-1 en células T especificas del tumor CD8+. La expresion
de ligandos PD-1 en células tumorales puede estar mediada por varios mecanismos.
Existen aberraciones en las vias de sefalizacion inducidas por eventos oncogénicos, como
la activacion de las vias EGFR, MAPK, o PI3K/Akt [86], asi como una expresion elevada de
los factores de transcripcion transductor de la sefal y activador de la transcripcion 3
(STAT3, del inglés Signal Transducer and Activator of Transcription 3) y el factor 1 inducible
por hipoxia (HIF1, del inglés Hypoxia-inducible Factor 1) [87,88]. Estos cambios
moleculares pueden inducir la expresiéon de PD-L1 en varios tipos de cancer por
mecanismos transcripcionales o post-transcripcionales. La amplificacion de 9p24.1
aumenta la dosis génica de PD-L1 y PD-L2 junto a JAK2 en el linfoma de Hodgkin variante
esclerosis nodular, y en el linfoma primario mediastinico de células grandes B [89]. Los
tumores nasofaringeos y gastricos positivos para el virus de Epstein-Barr sin amplificacion
de 9p24.1 expresan PD-L1, lo que sugiere que dicho virus promueve la expresién de PD-
L1 [90,91]. Los niveles de expresion de PD-L1 en células tumorales también estan
regulados por mecanismos epigenéticos por medio de microRNAs y tienen una correlacién
inversa con los microRNAs miR-34a, miR-200, miR-513, y miR-570 [92].

En el MAT, PD-L1 y PD-L2 también pueden ser inducidos por citoquinas
inflamatorias, entre las cuales el interferén-y es la mas potente. Estos mediadores
inflamatorios pueden inducir expresién de PD-L1 y PD-L2 en células cancerigenas, pero
también en otras células del MAT, incluyendo macréfagos, células dendriticas, y células
estromales [93]. Las células T infiltrantes de tumor (TILs, del inglés Tumor infiltrating
lymphocytes) que son capaces de reconocer antigenos tumorales son las productoras de
interferdn-y, lo que sugiere que las respuestas inmunes mediadas por el tumor inician una
via que genera supresién inmunitaria por medio de la expresion de PD-L1 y PD-L2. Este
mecanismo, denominado “resistencia inmune adaptativa”, es un proceso por el que las
células cancerigenas se protegen de un ataque por el sistema inmunitario. Dado que PD-
1 se expresa en las células T tras la activacion, el mecanismo PD-1, PD-L1, PD-L2 inhibitorio
se pone en marcha después de que las células T hayan reconocido los antigenos tumorales
y que estos hayan activado respuestas especificas tumorales, llevando a la supresion
selectiva de linfocitos T especificos tumorales. En estas condiciones, el bloqueo
terapéutico de la via PD-1 genera una expresion de poblaciones oligoclonales de células T
CD8+ infiltrantes en el tumor, estas tendrian la capacidad de reconocer los neoantigenos
tumorales generados por mutaciones somaticas no-sinénimas en el tumor [94].
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Una clave del mecanismo de PD-1 que tiene implicaciones clinicas directas afecta
a los factores que regulan las respuestas antitumorales a inmunoterapias basadas en PD-
1. En biopsias de pacientes con melanoma metastdsico que tuvieron una respuesta al
tratamiento con un bloqueo anti-PD-1, se identificaron células T PD-1+CD8+ en el margen
invasivo del tumor antes del tratamiento, y de forma posterior aumentaron en nimero
durante el tratamiento, estando este aumento correlacionado con una reduccién en
tamano tumoral. Estas células PD-1+CD8+ tienen un repertorio de receptores
oligoclonales y un aumento de la sefializacion mediada por interferdn-y, segin se ve por
la medicion de la expresion de pSTAT1 [95]. Estos hallazgos son consistentes con la
conclusiéon de que las células T PD-1+CD8+ especificas del tumor son bloqueadas por una
inhibicion mediada por PD-1, y son liberadas por el bloqueo de PD-1. El tratamiento con
anticuerpos anti-PD-1 aumenta de forma selectiva el numero de células T CD8+ de
memoria en el MAT, un hallazgo que también es consistente con esta conclusién [96].
Llama la atencion que la respuesta a un bloqueo terapéutico de PD-1 requiera la presencia
de ambas células T PD-1+CD8+, y células que expresen PD-L1 a nivel del MAT. En una
biopsia secuencial de pacientes con diversos tipos de tumores tratados con anticuerpos
anti-PD-L1, se correlaciond una firma génica de un linfocito T efector activado con la
respuesta terapéutica, mientras que la ausencia de una firma de linfocito T activado, la
ausencia de células infiltrantes tumorales, y una expresién minima o ausencia de
expresion de PD-L1 en el infiltrado inmune intratumoral se correlacionaron con fallo del
tratamiento y progresiéon de enfermedad [97]. Estos hallazgos indicaron que la
inmunosupresion mediada por PD-1, PD-L1 es un mecanismo de inmunosupresion local
y que, aunque el bloqueo anti-PD-1 se administra de forma sistémica, su accidén es
inducida de forma local en tejidos tumorales.

Dado que la via del punto de control PD-1 tiene un rol importante en el
mantenimiento de la tolerancia propia, el bloqueo de esta via puede llevar a alteraciones
en la tolerancia inmunoldgica que acaben generando respuestas inmunitarias no
deseadas. Dichas respuestas pueden manifestarse clinicamente como enfermedades
autoinmunes o efectos secundarios inflamatorios denominados “eventos adversos
asociados a la inmunoterapia”, y que pueden causar dafo a los tejidos y érganos que
normalmente son protegidos de cambios autoinmunes. Estos efectos adversos
inmunorelacionados pueden generar toxicidad mucocutdnea, pulmonar, endocrina, renal,
e incluso dafio en drganos inmunoprivilegiados como el ojo [98]. El conocimiento de estos
efectos secundarios asociados al bloqueo de la via PD-1-PD-L1/L2 son vitales, y se han
creado guias de manejo para detectarlos y tratarlos de la forma mas precoz y adecuada
posible [99,100].
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1.3 Biomarcadores predictores de respuesta a IPCl en CPCNP

Dentro del diagnoéstico del CPCNP las guias clinicas [5,6,27,28] han estandarizado el
uso de paneles de secuenciacion masiva a nivel tumoral para el diagndstico de mutaciones
gue pueden tener un tratamiento diana, o suponer un factor clave a nivel prondstico,
facilitando la eleccion del tratamiento y suponiendo un ahorro econdmico respecto a la
blsqueda de mutaciones de forma individual o con respecto a los costes que genera en
un sistema de salud el deterioro clinico cuando no se plantea el tratamiento mas dptimo
[101,102].

Sin embargo, en la gran mayoria de pacientes que no presentan ninguna
alteracidn diana existe controversia respecto a la seleccion de biomarcadores que sean
capaces de predecir la respuesta a los IPCl, ya sea en monoterapia o en combinacién
[18,103]. Como se ha mencionado previamente, PD-L1 es uno de los primeros
biomarcadores (y el Unico usado en practica clinica) establecidos en base a datos de
ensayos clinicos, llevando a la Asociacion internacional para el estudio del cancer de
pulmoén (IASLC, del inglés International Association for the Study of Lung Cancer ) a realizar
un documento de consenso sobre este marcador [104]. Otro biomarcador emergente en
los ultimos afios es la carga mutacional tumoral (TMB, del inglés Tumor Mutational
Burden). Sin embargo, aunque se ha usado en ensayos clinicos como el CheckMate-227,
presenta dificultades técnicas en su estandarizacién y discordancias con PD-L1 [15]. No
obstante, la IASLC también publicé un consenso con respecto a dicho marcador en el que
se definen estos claroscuros [105], llegando al consenso de que no puede estandarizarse
en la practica clinica habitual debido a la ausencia de validacion en ensayos fase lll, y que
ningun punto de corte de TMB ha demostrado predecir una mejoria en la SLP y la mSG.
De forma mas reciente, y con la apariciéon de otros biomarcadores (sea a nivel tumoral o
en sangre periférica), la IASLC ha generado recientemente un documento de analisis y
perspectiva con todos estos elementos [18]. A lo largo de los siguientes apartados
analizaremos los biomarcadores de respuesta a IPCl que se han planteado a lo largo de
estos afios (Figura 5) [106].
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Figura 5. Resumen de biomarcadores predictores de respuesta a IPCls en CPCNP. Adaptado de
Niu et al. Exp Hematol Oncol. [106].

1.3.1 PD-L1 como biomarcador predictivo

La expresion proteica de PD-L1 en tejido es uno de los marcadores mas utiles
para tomar decisiones con respecto al tratamiento con IPCls [107]. Varios estudios han
conseguido aprobaciones en base a la expresion de PD-L1 (Pembrolizumab con el
KEYNOTE-024 [8], Atezolizumab con el IMpower110 [9], Cemiplimab con el EMPOWER-
Lungl [7]). Aunque inicialmente habia dudas sobre la comparabilidad que tendrian
diferentes test de PD-L1 usados en ensayos clinicos, varios estudios, a destacar el
programa “PD-L1 Blueprint Project” de la IASLC, han comparado los diferentes test
objetivando que 22C3 (Dako), 28-8 (Dako), y SP 263 (Ventana) presentan un patrén de
expresion muy similar y tienen buena reproducibilidad entre diferentes observadores
[108,109]. Desde entonces, estos tres test se han utilizado de forma intercambiable con
interpretaciones clinicas similares de respuestas a tratamientos, a pesar de cierta
variabilidad preanalitica y analitica [110].

Aunque la comparacion prospectiva entre IPCls con quimioterapia frente a IPCls
en monoterapia se esta estudiando en el ensayo INSIGNA (NCT 03793179) [111], multiples
guias clinicas apuntan como preferible un tratamiento que evite la quimioterapia en
poblaciones con alta expresién de PD-L1 (aproximadamente el 30% de pacientes con
CPCNP) [27,28]. De hecho, comparaciones indirectas en andlisis retrospectivos han
demostrado que una expresion muy alta de PD-L1 (>90%) deberia tener un mejor
resultado con IPCls en monoterapia [112], aunque este hecho deberia confirmarse de
forma prospectiva. No obstante, se debe tener en cuenta que se ha demostrado
biolégicamente que la combinacidon de quimioterapia (mds acentuado en esquemas
basados en pemetrexed) ejerceria un efecto sinérgico con los IPCls y mejoraria la eficiencia
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de la inmunoterapia al aumentar la activacidon del sistema inmunolégico, y provocar
cambios metabdlicos y de renovacion del pool celular exhausto que mejorarian la
respuesta antitumoral [113]. De forma contraria, de acuerdo a los datos de los estudios
CheckMate 227 y 9LA, la expresion negativa o baja de PD-L1 mostréo un perfil mas
favorable en pacientes en los que se usa (con o sin quimioterapia asociada) un bloqueo
doble anti-PD-L1 y anti-CTLA-4 [39,41]. Curiosamente, al analizar si existe una diferencia
en el valor predictivo en base a estudios por histologia, un analisis retrospectivo de un
gran numero de pacientes indica que no hay un valor predictivo de expresion de PD-L1 en
la poblacidn con carcinoma escamoso en comparacion a adenocarcinoma. La expresion
de PD-L1 y la histologia escamosa no mostré una asociacion significativa con la mSG
(p=0,283). Sin embargo, las diferencias incrementales asociadas al PD-L1 en la mSG entre
pacientes con histologia escamosa y no escamosa fueron significativamente diferentes
(p=0,034) [114].

Aunque el paradigma de la expresidon tumoral de PD-L1 parezca relativamente
simple, existen aun multiples debilidades en su uso. Primero, la expresion de PD-L1 es
heterogénea en el tiempo y en el espacio, y puede variar entre multiples localizaciones
tumorales (tumor primario frente a metastasis) [17,115]. Segundo, la expresiéon tumoral
de PD-L1 es una variable de distribucién continua, por lo que es dificil plantear un punto
de corte binario que sea fiable [18]. Por ultimo, se debe buscar la combinacién de PD-L1
con otros biomarcadores como la TMB, la expresion génica (firmas transcriptomicas), y
estudios del MAT, ya que en conjunto podrian tener un poder predictivo superior a la
expresién tumoral de PD-L1 de forma individual [116,117]. Por ejemplo, una alta
expresion tumoral de PD-L1 y la TMB podrian tener una mejor capacidad de prediccién
gue un biomarcador de forma individual [118].

1.3.2 TMB, neoantigenos, y firmas genéticas y epigenéticas

De acuerdo al consenso de la IASLC publicado en 2020, la TMB se definié como un
biomarcador prometedor en el uso de IPCls, aunque presentaba las siguientes
limitaciones: 1) Se requeria identificar terapias cuya respuesta tuviera una mejor
correlacién con los valores de la TMB; 2) Se requeria definir un punto de corte robusto y
predictivo; 3) Se requeria estandarizar un panel de secuenciacion (disefio y tamafio); 4) Se
requeria un hardware y software robusto para generar medidas precisas y adecuadas de
TMB entre diferentes laboratorios [105]. Independientemente de este hecho, la FDA
otorgd la aprobacidén acelerada a pembrolizumab para el tratamiento de pacientes adultos
y pediatricos con tumores metastasicos irresecables con una alta TMB en tejido (tTMB;
definida por >10 mutaciones/megabase) determinado por el test FoundationOne CDx
assay (Foundation Medicine, Inc.), tras progresidon a tratamientos previos, y sin otras
alternativas factibles [119]. La FDA se baso en los resultados del ensayo KEYNOTE-158, un
ensayo fase 2 multicohorte, abierto, no aleatorizado en el que 10 tipos de tumores
avanzados e incurables recibieron pembrolizumab [120]. Entre 790 pacientes con una
tTMB valorable, 102 (13%) presentaron una alta tTMB; la tasa de respuestas fue del 29%
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frente al 6% en aquellos pacientes con una tTMB inferior. El 57% y el 50% de pacientes
gue respondieron presentaron una duracién de respuesta superior o igual a 12 meses y
24 meses respectivamente. Se incluyeron pacientes con carcinoma microcitico de pulmén
(n=76), de los cuales 34 (45%) presentaron una tTMB alta. La tasa de respuestas en estos
pacientes fue del 29% y del 9,5% respectivamente para tTMB alta y tTMB no alta
respectivamente. Sin embargo, al evaluar la TMB en el ensayo IMpower133,en el que se
usaba atezolizumab en primera linea en pacientes con carcinoma microcitico de pulmén
avanzado, esta no fue predictiva (en el punto de corte de 10 o 16 mutaciones/megabase),
demostrando de nuevo la complejidad y la dificultad para valorar este biomarcador [121].

Hasta la actualidad, la valoracion de la TMB como biomarcador predictivo en el
tratamiento con IPCls en ensayos de CPCNP ha sido retrospectivo y exploratorio, con
excepcion del ensayo CheckMate-227 [15,122]. Globalmente, los datos sugieren que una
tTMB elevada estaba asociada de forma consistente con un mayor beneficio de
supervivencia al usar anti-PD-(L)1 en monoterapia frente a un doblete de quimioterapia,
mientras que dicho beneficio no era objetivable en pacientes con una baja tTMB. Sin
embargo, esta diferencia no era objetivable cuando los IPCls se combinaban con
guimioterapia, o al usar un doble bloqueo de IPCIs en comparaciéon a un IPCl en
monoterapia (ensayo MYSTIC) [123]. Ademas, a pesar de los datos iniciales “optimistas”
del ensayo CheckMate 227 que demostraron que una tTMB alta podia ser predictiva para
la terapia de combinacion con nivolumab-ipilimumab, los datos de mSG publicados de
forma posterior sugirieron que la tTMB era prondstica mdas que predictiva [15,122],
llevando a que la aprobacién de la FDA de esta combinacién de IPCls se basara de forma
exclusiva en el valor de la expresion tumoral de PD-L1 [40]. Por otra parte, existen muy
pocos datos en relacion con el papel de la TMB medida en plasma o sangre (bTMB, del
inglés Blood Tumor Mutational Burden) como biomarcador predictivo para los IPCls. En el
ensayo MYSTIC, aunque una alta bTMB (220 mutaciones/megabase) se asocié con una
mejoria en la supervivencia para durvalumab-tremelimumab frente a quimioterapia, este
efecto no se observd en pacientes con menos de 20 mutaciones/megabase; aunque el
analisis fue retrospectivo y exploratorio [123]. Cuando este punto de corte fue testado en
el ensayo BR.34, en el que se comparaba la eficacia de durvalumab-tremelimumab con
guimioterapia frente a dichos IPCls en combinacidn sin quimioterapia, no se objetivd que
la bTMB tuviera algun efecto diferencial para la mSG [124]. Cuando los IPCls con
guimioterapia se han comparado con quimioterapia a solas, existen datos conflictivos con
respecto a si una bTMB alta puede predecir efectos diferenciales del tratamiento sobre la
mSG [125,126].

Los paneles que buscan genes diana se usan de forma rutinaria en la identificacién
clinica de mutaciones diana usando tecnologia de NGS en multiples paises, pero estos
paneles varian de forma importante en el nimero y composicion de genes que cubren.
Multiples estudios sobre diferentes paneles han demostrado una fuerte correlacion de la
TMB estimada usando estos paneles en comparacidn a una secuenciacion completa del
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exoma; se sugiere paneles de mds de 1,1 o 1,5 megabases como los mds adecuados para
medir la TMB [127-131].

Con el fin de desarrollar unas guias para homogeneizar la TMB entre diferentes
plataformas diagndsticas clinicas, los “Friends of Cancer Research TMB Harmonization
Consortium”, han completado y reportado los resultados de sus estudios fase | (valoracién
in silico de la variacidn) y fase Il (analisis de muestras tumorales y de lineas celulares), en
los que se incluyeron 11 y 16 laboratorios respectivamente. Los resultados del estudio
fase | llevaron al consorcio a recomendar una serie de “practicas de calidad” para aquellos
gue desarrollaran un panel en base a tres elementos: 1) Reportar la TMB en
mutaciones/megabase para asegurar homogeneidad; 2) Estandarizacién de los estudios
de validacidn analitica para la estimacién de la TMB, de forma que incluyan una valoracién
de la exactitud, la precision, y la sensibilidad; 3) Asegurar la consistencia entre paneles al
alinear los valores del panel de TMB a los estandares de referencia universales derivados
de la secuenciacion completa del exoma [132]. El estudio fase Il concluyé que el tamano
del panel, el contenido de genes, y las herramientas bioinformaticas podrian contribuir a
la variabilidad empirica observada en la estimacion de la TMB entre diferentes paneles,
desarrollando asi una herramienta de software publica para promover la reproducibilidad
y comparabilidad entre ensayos [132].

Dadas las limitaciones de la TMB como un marcador predictivo de forma
individual, se ha reavivado el interés en el estudio de neoantigenos; es decir, los péptidos
mutados que se originan de las mutaciones somaticas, y que generan las respuestas
antitumorales mediadas por células T cuando son presentados por proteinas del complejo
mayor de histocompatibilidad [133]. Primero, porque la cantidad y la calidad de la
respuesta neoantigénica podria mejorar la prediccion de los tratamientos IPCls [94,134—
137], mientras que una pérdida de neoantigenos seria un mecanismo de escape
inmunitario y una causa de resistencia a IPCls, particularmente en el caso del carcinoma
escamoso de pulmdn [138,139]. Segundo, porque hay en desarrollo vacunas y terapias
celulares adoptivas T basadas en neoantigenos [133]. Dado que no hay un método
estandarizado para la identificacion de neoantigenos, los métodos actuales se basan en
desarrollos bioinformaticos (tipificacion del complejo mayor de histocompatibilidad,
interferencia de neopéptidos, prediccion de unién al complejo mayor de
histocompatibilidad, y seleccién de neoantigenos candidatos) [133,140]. En el CPCNP, el
numero medio de neoantigenos por tumor estaria comprendido entre 63y 214 [133]. En
los casos con un mayor numero de neoantigenos, se ha observado una asociacion con
mayor expresion de PD-L1 y firmas gendmicas asociadas al tabaco [137,141].

Aproximadamente la mitad de pacientes con CPCNP presentan mutaciones diana
en las que se puede plantear un tratamiento dirigido en algun momento de la enfermedad
[5,6,27,28], y entre estos, se ha objetivado una respuesta negativa a IPCls en pacientes
con mutaciones en ALK y EGFR [142]. Sin embargo, mutaciones como transicion
mesénquima-epitelial (MET) salto del exdn 14 o el oncogén viral asociado a las ratas
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Kirsten (KRAS, del inglés Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene) presentan sensibilidad a los
IPCIs [143]. De hecho, los tumores que presentan una mutacién en KRAS y la proteina
tumoral p53 (TP53, del inglés Tumor Protein p53) se asocian con un MAT enriquecido en
TILs. Sin embargo, mutaciones concurrentes de serina/treonina quinasa 11 (STK11, del
inglés Serine/Threonine Kinase 11) y/o la proteina 1 asociada a ECH homdloga a Kelch
(KEAP1, del inglés Kelch-Like ECH-Associated Protein 1) presentan un MAT caracterizado
por una exclusién de células T, con ausencia o baja expresidon tumoral de PD-L1, baja
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il para adenocarcinomas
mutados en KRAS y STK11, y de reguladores positivos del interferén tipo | y otras
citoquinas [144,145]. Ambas mutaciones estan asociadas con un peor prondstico y
resistencia a IPCls en pacientes con tumores que presentan mutaciones en KRAS. Entre
otras anormalidades genéticas, las mutaciones truncantes y la pérdida de heterocigosidad
de B2-microglobulina (B2M, del inglés Beta-2 Microglobulin) se asocian con una
resistencia adquirida a terapias anti-PD-1 [146]. Los mecanismos epigenéticos pueden
afectar las respuestas a los IPCls por medio de metilacién del promotor de genes que
codifican puntos de control inmunitario o antigenos tumorales, asi como por el bloqueo
de la presentacidn de antigenos, migracién de células T, y de la secrecién de citoquinas.
Una firma de metilacion del DNA denominada EPIMMUNE se ha asociado con la respuesta
a IPClIs y una mejor supervivencia en pacientes con CPCNP [147].

1.3.3 Microambiente tumoral

La interaccion entre cancer e inmunidad presenta una dindamica espaciotemporal
en la que intervienen multiples factores estimulantes e inhibitorios que actian en
diferentes puntos de un ciclo [148]. Los IPCls, el principal eje de las inmunoterapias
actuales, buscan optimizar la muerte de las células cancerigenas por medio de la
reactivacion de células T efectoras suprimidas en el MAT. Desde esta perspectiva, el MAT
puede clasificarse en “inflamatorio por células T” o “inflamatorio por células no-T”; el
primero se subclasifica en base al estado de la activacion de los linfocitos T. La infiltracion
de linfocitos T activados en el MAT se suele acompafiar de un fenotipo de resistencia
inmunitaria adaptativa guiada por interferédn-y, que se caracteriza por una
sobrerregulacion de vias inmunoreguladoras que incluirian receptores inmunes
inhibitorios como PD-1, LAG-3, TIM3, TIGIT, y supresor del dominio V de Ila
inmunoglobulina durante la activacién de las células T (VISTA);, otras moléculas
inhibitorias como indoleamina 2,3-dioxigenasa-1 (IDO1, del inglés Indoleamine 2,3-
Dioxygenase 1), el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF- B1, del inglés
Transforming Growth Factor Beta 1), la 6xido nitrico sintasa inducible (INOS, del inglés
Inducible Nitric Oxide Synthase); y/o la expansién de poblaciones inhibitorias del sistema
inmune como las células T reguladoras (Tregs) y células mieloides supresoras (MDSCs, del
inglés Myeloid-Derived Suppressor Cells) [148—150].

La presencia de infiltracion por células T CD8+ citotoxicas ha sido uno de los
biomarcadores mas estudiados, con multiples estudios basados en inmunohistoquimica,
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inmunofluorescencia multiple (mlF, del inglés Multiplex Immunofluorescence), o firmas de
RNA mensajero (mRNA, del inglés Messenger RNA) [19,151-153]. Desafortunadamente,
cada estudio aplica un método de puntuaciéon propio y diferentes puntos de corte para
clasificar los linfocitos T CD8+ en altos o bajos, y las poblaciones de pacientes fueron
heterogéneas en tamafio y caracteristicas. También se ha propuesto la evaluacion del
estado de activacion de las células citotdxicas como un marcador adicional. Por ejemplo,
la coexpresidon de CD39, un marcador de activacién en base a antigenos tumorales en
células infiltrantes T CD8+ se ha asociado con una sobrerregulacidon de: marcadores de
proliferacion y disfuncion de células T, y de respuesta aumentada al bloqueo del eje PD-1
[154]. Una expresién alta de PD-1, otro marcador basado en activacién de antigenos y
disfuncién en células T CD8+ infiltrantes, se ha asociado con prediccion de la respuesta y
supervivencia en CPCNP tratado con IPCls anti-PD-1 [155]. Dado que el bloqueo del eje
PD-1 no solo induce la recuperacién de células T disfuncionales PD-1+ CD8+, sino que
también aumenta la inmunosupresion de células Treg PD-1+, podria ser necesaria una
reactivacion profunda de las células T efectoras PD-1+ CD8+ en vez de las células Treg PD-
1+ para inducir la regresion tumoral [156]. La valoracion de la disfuncién de células T
también podria incluir la evaluacién de varios tipos de marcadores entre los que se
incluirian aquellos basados en la activacién por antigenos (PD-1, CD28, CD39, CD103,
CD137), regulacion (puntos de control: TIM3, LAG3, PD-1), diferenciacion (CD45R0, caja T
expresada en células T [TBET], eomesodermina [EOMES]), proliferacion (Ki-67), y
apoptosis (CD95 y el mediador de muerte celular que interactua con Bcl-2 [BIM, del inglés
Bcl-2-Interacting Mediator of Cell Death]) [157-159]. Algunos de estos marcadores
evaluados por mlIF estarian asociados con la supervivencia tras tratamiento con anti-PD-
(L)1 en pacientes con CPCNP [137,157].

Entre las multiples moléculas y vias, algunas pueden ser predominantes en un
punto concreto en el tiempo, y ser consideradas como “guias” para la evasidn
inmunoldgica [160,161]. Por ejemplo, una expresidn elevada de LAG3 se asocié con una
mMSLP mdas baja o mas alta en funcidén del resultado en el tiempo [151,157]. Los
determinantes para esta aparente contradiccion no estan claros, pero podria haber
multiples factores que involucrados, como el uso de cohortes heterogéneas, las
plataformas de analisis de tejido utilizadas, y los puntos de corte de los biomarcadores.
Ademas, la fuerte asociacion de la expresion de PD-L1 y LAG3 observada en uno de los
estudios, sugiere que la via PD-1/PD-L1 fue la “guia” predominante en este proceso de
inmunorregulacién. El posible papel del ligando de LAG3 conocido como proteina
homoéloga al fibrindgeno 1 (FGL1, del inglés Fibrinogen-Like Protein 1), y que se sabe esta
expresada en una parte de los CPCNP, podria ser fundamental para estas respuestas [162].

La expansidn local de poblaciones inmunosupresoras en el MAT, como Treg, MDSC,
y macrofagos M2, asi como la asociacién con citoquinas inmunosupresoras como
interleuquina-6, interleuquina-8, y TGF- B1, serian otro mecanismo para generar un
fenotipo de resistencia inmune adaptativa [149]. De estos, las MDSCs, una poblacion
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inmadura heterogénea de células mieloides, contribuye a la resistencia a IPCls al dirigirse
frente a células T efectoras, provocando la disfuncién de las células T, activacién de la
angiogénesis tumoral, y favoreciendo una red inmunosupresora con una polarizacion M2
de los macrofagos y expansion de Tregs [163].

Otra posible clave para obtener una imagen indirecta del MAT, y de la situacién
inmunoldgica del paciente, podria ser la sangre periférica. Estudios recientes han
mostrado que células mononucleares en sangre periférica determinadas por citometria
de flujo pueden predecir la eficacia de los IPCls anti-PD-1, dado que estos inducirian
cambios en los porcentajes de varios tipos celulares como células T CD4+, células T CD8+,
MDSCs, Tregs, y células T PD-1 positivas [164-166]. El uso de las células en sangre
periférica como biomarcador se desarrolla con mayor detalle en un apartado
subsecuente. De forma adicional, ciertas proteinas solubles asociadas a los IPCls en sangre
estan asociadas con invasion y progresion en el CPCNP [167], y presentan un valor
predictivo en pacientes tratados con IPCls [168-170].

1.3.4 Firmas transcriptémicas

Se han publicado multiples firmas transcriptémicas que predicen la respuesta o
resistencia a IPCls. Estas firmas estan basadas en datos de mRNA obtenidos por
secuenciacion de dianas concretas, o del transcriptoma completo del RNA a partir de
fuentes publicas o estudios especificos [18]. Se han validado en diferentes cohortes y
conjuntos de datos con diferentes algoritmos, incluyendo un andlisis de enriquecimiento
de un grupo de genes, con el fin de discernir la funcidén de los genes o determinar si un
grupo de genes predefinido podria ser estadisticamente significativo. Estas firmas
transcriptdmicas predictivas consideran grupos de genes involucrados en la antigenicidad
tumoraly en la activacion de las células T por interaccién con células dendriticas activadas,
trafico e infiltracion de las células T en los tumores (genes del ligando del motivo C-X-C de
la quimioquina [CXCL, del inglés C-X-C Motif Chemokine Ligand] 9, CXCL10, ligando del
motivo C-C de la quimioquina [CCL, del inglés C-C Motif Chemokine Ligand] 5, entre otros),
reconocimiento de células cancerigenas por las células T, infiltracion de las células
inhibitorias (como MDSCs y Tregs) o moléculas, y genes codificantes de receptores o
ligandos de puntos de control inmunitario [18]. Muchas firmas predictivas enfatizan el rol
de la inflamacidén y la disfuncion de las células T, incluyendo genes relacionados con el
interferdn-y y actividades citoliticas inmunes asociadas a linfocitos T efectores. Ayers et al.
propusieron en un estudio de cohortes de pacientes tratados con pembrolizumab en 9
tipos tumorales diferentes, un perfil de expresidon de genes asociados a un fenotipo de
células T inflamadas, y que consistia en 18 genes que estan involucrados en el MAT de
células T activadas, sefalizacion del interferén- y, presentacion de antigenos,
guimioquinas, actividad citotdxica por células T, e inmunidad adaptativa [171]. Esta firma
se ha validado como un biomarcador predictivo independiente de monoterapia con
pembrolizumab en un ensayo pan-tumor llevado a cabo con 20 tipos tumorales diferentes,
incluyendo el carcinoma microcitico de pulmén (KEYNOTE-028) [172,173]. También se ha
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asociado una expresion génica alta de linfocitos T efectores asociados a interferén-y con
mejores resultados al utilizar atezolizumab y durvalumab [174,175]. Damotte et al.
también reportaron una firma inflamatoria tumoral en la que el tratamiento con
monoterapia anti-PD-1 mostré beneficios. Esta firma estaba basada en 5 genes
relacionados con la sefalizacién del interferon-y y procesamiento de antigenos (CXCL9,
CXCL10, CXCL11, el transportador asociado con procesamiento de antigenos [TAP1], y
subunidad beta tipo 9 del proteasoma [PSMB9, del inglés Proteasome Subunit Beta Type-
9]), y su expresion fue significativamente mayor en pacientes que respondieron a
inhibidores de PD-1 [176]. De forma similar, firmas de macréfagos M1, linfocitos T
periféricos, y alta expresiéon de niveles de mRNA de CD137 y PSMB9 fueron mas
predictivos de la respuesta a monoterapia anti-PD-1 que la expresion tumoral de PD-L1,
TMB, o los linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) [177]. También se ha estudiado la
capacidad predictiva de la expresion de perfiles génicos en la respuesta al dafio en el DNA
(DDR, del inglés DNA Damage Response) junto a marcadores de disfuncién y exclusiéon
inmunitaria [178]. Al usar una firma basada en 7 genes de 8 vias DDR, los
adenocarcinomas de pulmén con una baja expresion de genes DDR como deoxiuridina
trifosfatasa (DUT, del inglés Deoxyuridine Triphosphatase), timidilato sintasa (TYMS, del
inglés Thymidylate Synthase), y tirosina 3-monooxigenasa/proteina de activacién gamma
triptéfano 5-monooxigenasa (YWHAG, del inglés Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan
5-Monooxygenase Activation Protein Gamma), y alta expresién de O-6-metilguanina-DNA
metiltransferasa (MGMT, del inglés O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase), DNA
polimerasa eta (POLH), DNA asociado a un sitio de restriccion (RAD) 1, y RAD17
presentaron una mayor supervivencia. Jang et al. han propuesto una firma de 59 genes
del panel “Nanostring nCounter PanCancer Immune Profiling”, incluyendo 770 tipos de
MRNA. Se caracterizd a aquellos tumores con una pobre respuesta a IPCls como
poseedores de un “MAT malo”, y estaban caracterizados por expresiones bajas de
diferentes moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad, un nimero disminuido
de células dendriticas asociadas al tumor, células T CD8+, un nimero aumentado de Tregs,
y una ratio baja de macréfagos M1/M2 [179]. En cambio, aquellos tumores con un “buen
MAT”, asociados con una buena respuesta a tratamientos anti-PD-1, presentaron una
sobrerregulaciéon de PD-L1, PD-L2, CD8A, PD-1, CTLA-4, atenuador de linfocitos By T
(BTLA, del inglés B and T Lymphocyte Attenuator), CD40, CD40L, LAG3, TIGIT, TIM3, y
VISTA. Este “MAT bueno” también presentd una actividad citolégica alta y un aumento de
la expresidn de la via de sefializacidn del interferén- y. Las células B de memoria fueron
también abundantes, al contrario que los Tregs.

1.3.5 Microbioma

El microbioma es una coleccion dinamica de organismos comensales que
colonizan determinadas localizaciones del cuerpo humano, y que tienen un impacto en
la inmunidad frente al cancer y la respuesta a los IPCls (Figura 6) [180,181]. Las bacterias
comensales otorgan proteccion frente a organismos patogénicos, y regulan la inmunidad
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del individuo por medio de una “comunicacion” entre las células inmunes y la mucosa a
través de receptores de reconocimiento de patrones. El sistema inmune innato es
estimulado por el microbioma del sujeto que regula la inflamacion local y ayuda a
estimular la respuesta inmune adaptativa, aunque el mecanismo exacto por el que un
microbioma alterado afecta a la respuesta a los IPCls no esta claro [182].
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Figura 6. Resumen del potencial como biomarcador del microbioma en la respuesta a IPCl en
CPCNP. Adaptado de Ciernikova et al. Front. Oncol. [181].
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Varios estudios preclinicos en ratones sugieren que el microbioma intestinal juega
un papel en la respuesta a IPCls en tumores solidos [183,184]. Una diversidad microbiana
mayor y valores altos de bacterias “buenas” (eubiosis) estdn asociados con una mejor
respuesta al tratamiento en pacientes con melanoma tratados con inhibidores de PD-1
[185,186]. Routy et al. publicaron un estudio clave en 2018 en el que se demostré que
pacientes con CPCNP con una mayor diversidad en el microbioma intestinal tenian una
respuesta mejorada a tratamientos con IPCls. Enterococcus hirae y Akkermansia
muciniphila estaban enriquecidos en los respondedores, asi como las respuestas de los
linfocitos T de memoria frente a A. muciniphila o E. hirae [187]. Los pacientes con CPCNP
tratados con antibidticos conocidos por alterar el microbioma intestinal (disbiosis
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intestinal) presentaban una supervivencia reducida tras 3 meses de bloqueo de PD-1. Los
resultados de estudios in vivo de seguimiento mostraron que un trasplante de microbiota
fecal y suplementacion oral con A. muciniphila superd la resistencia inducida por
antibidticos al bloqueo de PD-1 en ratones [187]. Se han realizado pequefios ensayos fase
| en pacientes con melanoma donde se ha objetivado que existe cierto beneficio al realizar
trasplante de microbioma fecal con el fin de superar la resistencia a IPCls [188,189]; este
abordaje esta inicidndose también en CPCNP [190]. Otros estudios han demostrado
diferencias en el microbioma intestinal entre respondedores a IPCls y no-respondedores
en CPCNP, asociando la presencia de Firmicutes y una diversidad microbiana mayor con
mejores resultados en el tratamiento con IPCls [191]. En 37 pacientes chinos con CPCNP
avanzado tratados con nivolumab como parte de los estudios CheckMate-078 y
CheckMate-870, se objetivé una mSLP mas larga en pacientes con una mayor diversidad
en el microbioma intestinal. También hubo diferencias en la composicion del microbioma
intestinal entre pacientes respondedores y no-respondedores. En este estudio, un
tratamiento antibidtico previo no afectd al resultado, pero la cohorte fue de pequefio
tamano. También se asocid una elevada diversidad en el microbioma con un aumento en
firmas de células T CD8+ de memoria y NK al medir sangre periférica por citometria de
flujo [191].

La mayoria de estudios sobre el microbioma en cancer de pulmdn se han centrado
en el microbioma intestinal; sin embargo, modelos preclinicos con ratones han
demostrado que el microbioma del tracto respiratorio inferior también afecta a la
inmunidad local y podria ser mas predictivo que el microbioma intestinal en pacientes
tratados con IPCls en cancer de pulmodn [192-194]. Curiosamente, la modulacién del
microbioma por antibidticos por via inhalada podria mejorar la inmunidad frente a
metastasis pulmonares en pacientes con melanoma [195]Varios estudios se han enfocado
en la diversidad y abundancia del microbioma bacteriano usando secuenciacién de
escopeta metagendmica, secuenciacién de genes de RNA ribosomal 16S, y reacciones en
cadena de la polimerasa para seleccionar bacterias en las deposiciones o en las muestras
del tracto respiratorio [185,187]. Sin embargo, aun no se ha determinado el método
Optimo para evaluar el microbioma intestinal (o respiratorio), y el impacto potencial de
factores intrinsecos y extrinsecos como el tabaquismo, la dieta, la raza, los antibidticos, u
otras exposiciones ambientales es poco conocido. Ademads, aparte de las bacterias,
existen hongos comensales, virus, y protozoos que son componentes claves del
microbioma humano, y que juegan un rol importante en la inmunovigilancia tumoral
[196,197].

Dado que una mayor diversidad del microbioma afecta la respuesta inmune
antitumoral, estando asociado con una respuesta favorable a IPCls [185-187], el
microbioma intestinal y pulmonar podrian ser biomarcadores potenciales de respuesta a
IPCls, y su modulacién podria mejorar la respuesta a los IPCls. Se requieren mas estudios
para aumentar nuestro conocimiento de la compleja interaccion entre el cancer, el
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microbioma, y la inmunidad, asi como del juego que existe entre la ecologia microbianay
la inmunidad del sujeto para determinar si el microbioma puede ser un biomarcador util.

1.4 Caracteristicas basales de los pacientes como biomarcadores
de respuesta

Independientemente de los biomarcadores tumorales, de forma reciente se ha visto
gue existen factores bioldgicos intrinsecos a la persona que podrian influir en la
respuesta a los IPCls [198-201]. Dos de los principales factores mencionados serian el
sexo, dadas las diferencias intrinsecas en el sistema inmunoldgico de hombres y mujeres
(Figura 7), y la edad avanzada por el fendmeno de inmunosenescencia.
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Figura 7. Resumen de las principales diferencias entre hombres y mujeres en el sistema
inmunoldgico y la respuesta a células de CPCNP. Imagen propia (Suay G et al. 2023 [201]).

Con respecto al sexo, se ha observado una tendencia en enfermedad metastasica
a que los hombres respondan mejor a IPCls en monoterapia que las mujeres. Esto podria
ser consecuencia de que los hombres tienen una mayor prevalencia de consumo de
tabaco y que consecuentemente presenten una TMB mayor, una menor disfuncién de
linfocitos T a lo largo del tiempo, y los tumores metastasicos sean mas inmunogénicos.
Por otro lado, las mujeres presentan un sistema inmunoldgico mas eficiente, un mayor
nuimero de linfocitos T CD4+ y ratios mayores de linfocitos CD4/CD8, mayor clonalidad en
los TILs, un mejor sistema de vigilancia inmunoldgica, y mayores niveles de expresion de
puntos de control inmunitarios en el MAT [198,201]. Estos factores han llevado a plantear
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qgue en enfermedad localizada los IPCls puedan funcionar mejor en mujeres que en
hombres, y que en enfermedad metastasica los IPCls puedan funcionar mejor en hombres
que en mujeres.

En cuanto a los cambios del sistema inmunitario inducidos por la edad, se ha
constatado que pacientes de edad avanzada presenta una mayor proporcidn de linfocitos
T exhaustos, una menor actividad de las células NK, e inflamacidén crénica, lo que
contribuye a una peor respuesta tedrica en pacientes de edad avanzada [200,202,203].
Sin embargo, en los ultimos anos el concepto de edad avanzada a nivel cronoldgico se esta
sustituyendo por el concepto de edad avanzada bioldgica [203], puesto que hay pacientes
con una edad cronoldgica avanzada que a nivel biolégico mantendrian un edad muy
inferior, y viceversa. En este contexto, existe controversia con respecto a si puede ser un
factor deletéreo o no, y donde marcar el punto de corte para indicar qué pacientes
presentan una edad avanzada. En los ensayos clinicos aprobatorios los datos son
conflictivos, esta poblacion esta infrarrepresentada, y hay dudas acerca de que abordaje
seria el 6ptimo [9,35—-38,41,42]. Por todo ello, seria necesario hacer estudios prospectivos
gue incluyan o se centren en esta poblacidn de pacientes con el fin de conocer el mejor
abordaje.

1.5 Recuento celular en biopsia liquida como biomarcador de
respuesta a IPCls

Como se ha comentado anteriormente, uno de los biomarcadores que mas se esta
estudiando con el fin de mejorar la capacidad de prediccién de la respuesta a IPCls en
CPCNP es el recuento celular en biopsias liquidas de sangre periférica. En los Ultimos
anos se han publicado multiples estudios que han buscado explorar esta via con ciertas
limitaciones (Figura 8) [204-213].

Characterization of
Immune Status and
Response Prediction

Treatment Decisions and
Improved Treatment
Approaches

Figura 8. Beneficios potenciales del recuento celular en sangre periférica como biomarcador de
respuesta a IPCls en CPCNP. Adaptado de Tsai et al. J Exp Clin Cancer Res. [211].
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Mezquita et al. proponen el uso del indice pronéstico inmune del pulmén (LIPI, del
inglés Lung Immune Prognostic Index), basado en el indice neutrdfilos/leucocitos derivado
(dNLR, del inglés derived Neutrophil/Leukocyte ratio), y los niveles de lactato
deshidrogenasa [212]. Este indice fue capaz de distinguir en una cohorte de pacientes si
se beneficiarian o no del uso de IPCls en monoterapia o quimioterapia en el escenario de
primera linea de aCPCNP. Lenci et al. proponen el uso del indice inmunolégico Gustave
Roussy (GRIm, del inglés Gustave Roussy Immune Score), basado en el indice
neutrdfilo/linfocito (NLR, del inglés Neutrophil-to-lymphocyte ratio), la concentracion de
albumina en suero, y lactato deshidrogenasa [213]. Este modelo demostré ser capaz de
predecir aquellos pacientes que se beneficiaban mas de recibir IPCls en monoterapia, vy
aquellos que se beneficiarian mas del uso de quimioterapia convencional.

Mazzaschi et al. recogieron muestras de sangre periférica de 31 pacientes con
aCPCNP tratados con nivolumab [207]. Un 71% de los pacientes se trataron en 22 linea,
un 19% en 32 linea, y 10% en un numero de linea mayor. En este estudio se observé que
un 54% de los pacientes presentaba mutaciones en KRAS, y un 55% de los pacientes
presentaba histologia escamosa. Se recogié una muestra de sangre periférica antes de la
primera semana de tratamiento, a la tercera semana de tratamiento, y tras la quinta
semana de tratamiento. Se observé que aquellos pacientes con mutaciones en KRAS, con
tabaquismo activo, y con tratamiento de corticoides presentaban una distribucién de
fenotipos circulantes diferentes. De base, el grupo que obtuvo beneficio clinico (61,3% de
los pacientes) mostré un nimero mas alto de células NK fenotipicamente activas PD-
1+CD8+ (p<0,01) comparado con los no-respondedores (definido como aquellos pacientes
gue progresan en un periodo inferior a 6 meses tras el inicio del tratamiento). A nivel de
tejido, una baja expresiéon de PD-1 en TILs CD8+ fue una caracteristica de prondstico
favorable (p<0,01). La combinacién de las células circulantes CD8+PD-1+ y NK, junto con
una ratio disminuida PD-1/CD8+ en los TlLs definid un subgrupo de pacientes que
presentaron una mSLP significativamente prolongada (2 meses frente a no alcanzado; HR:
9.931 p<0,01). A pesar de los resultados favorables, plantearon que como limitacién del
estudio el bajo numero de pacientes y la ausencia de cohorte de validacion.

Cho et al. analizaron el potencial de las células NK para predecir la eficacia de IPCls
usados en pacientes con aCPCNP [204]. El objetivo primario del estudio fue descubrir
biomarcadores relacionados con una respuesta temprana a los IPCls analizando por
citometria de flujo poblaciones inmunes en sangre periférica, incluyendo células NK,
CD8+, CD4+, Tregs, células B, monocitos, células dendriticas, y granulocitos. Se reclutaron
un total de 18 pacientes, de los que solo 9 completaron los procedimientos del estudio,
entre octubre de 2018 y mayo de 2019. 5 pacientes presentaron histologia escamosa, 6
pacientes recibieron pembrolizumab mientras que 3 recibieron nivolumab; 5 pacientes no
respondieron al tratamiento (55,5%), mientras que 4 pacientes presentaron enfermedad
estable o respuesta parcial (44,5%). La expresién tumoral de PD-L1 no fue
estadisticamente significativa con respecto a la respuesta tumoral, y el resto de las
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caracteristicas basales fueron similares entre el grupo de respondedores y no
respondedores. Al analizar las poblaciones celulares, solo las NK dentro del porcentaje del
global de las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se mostraron mas
elevadas en el grupo respondedor (33,46%) frente al no respondedor (11,23%) de forma
estadisticamente significativa. El resto de las poblaciones celulares no mostraron
diferencias. Como principal limitacidn del estudio indicaron el pequefio tamafio muestral.

El grupo de Choi et al. también analizaron el papel de las células NK para predecir
la eficacia de los IPCls en aCPCNP [209]. En este estudio, de forma prospectiva, se obtuvo
una muestra de sangre previo al inicio de los IPCls y 6 semanas después. Se buscd analizar
con el calculo de la concentracién de interferén-y como marcador subrogado de las células
NK, la actividad de dichas células a nivel basal y asociarlo con la respuesta clinica a los
IPCls. Se reclutd un total de 34 pacientes, de los que el 38,2% presentaban histologia
escamosa, un 32,4% no habia fumado nunca, y la expresion tumoral de PD-L1 estaba
balanceada. Un 61,8% de los pacientes habia recibido una linea previa, el 17,6% dos lineas
previas, y un 20,6% de pacientes recibid tres o mas lineas previo a la entrada en el estudio;
un 20,6% de pacientes presentaba una mutacidon en EGFR, y en el 32,4% de pacientes
dicha mutacién no se determiné. La actividad basal de los NK estaba aumentada de forma
significativa en el grupo de pacientes que su mejor respuesta no fue progresién de
enfermedad (p=0,002). Con un punto de corte de interferén-y de 1200 pg/mL, la
sensibilidad y la especificidad para predecir la respuesta a los IPCls fue del 80% y el 68,4%
respectivamente (AUC=0,8; p<0,003). La mSLP fue estadisticamente superior en pacientes
con NK altos (p=0,003), y se confirmé la correlacion entre la actividad basal de NK y la SLP
(r=0,517; p=0,002). Como limitaciones al estudio plantean el pequefio tamafio muestral,
y la ausencia de datos de mSG.

Miao et al. plantearon un estudio para analizar subgrupos de linfocitos en sangre
periférica que pudieran predecir la eficacia de los IPCls en aCPCNP [206]. Para ello,
analizaron de forma retrospectiva la asociacion entre los niveles de linfocitos en sangre
periférica y la supervivencia en 136 pacientes tratados con IPCls. Un 44,9% de pacientes
presentaron un tumor escamoso, un 38,2% de los pacientes eran no fumadores, y el 52%
llevaron el IPCl en una primera linea de tratamiento, mientras que el 34,6% en segunda
linea y el 13,2% en tercera linea o posteriores. Para explorar la relacion entre niveles de
linfocitos basales y la eficacia de IPCls, los pacientes se dividieron en 2 grupos basados en
el beneficio de supervivencia; un primer grupo en el que la SLP es de <6 meses frente a
un segundo grupo en el que la SLP es 26 meses. Los dos factores que tuvieron el mayor
impacto en el prondstico fueron las células T CD4+CD45RA- (HR=0,644, p=0,047), y el
porcentaje de linfocitos T CD8+/linfocitos totales (HR=1,806, p=0,015). Las células T
CD4+CD45RA- mostraron una excelente eficacia predictora (AUC=0,854) para IPCls en
monoterapia, con una sensibilidad del 75% y una especificidad del 91,7% usado el punto
de corte de células T CD4+CD45RA->311,3x10%/L. Sin embargo, el porcentaje de linfocitos
T CD8+/porcentaje de linfocitos totales se asocié con el prondstico, pero no se observé un
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papel predictivo para valorar la eficacia de los IPCls. Como principales limitaciones al
estudio refieren que este se realizd de forma retrospectiva, la informaciéon bdsica de los
pacientes no fue cotejada de forma adecuada, que se observd una relacion entre
subgrupos de linfocitos T y el nUmero de lineas de tratamiento (por lo que podria existir
una influencia de la heterogeneidad del nimero de lineas), que el subgrupo de IPCls en
monoterapia solo tenia 32 pacientes, y la ausencia de datos de SG (solo pudieron usarse
de SLP).

Yamaguchi et al. publicaron un estudio en el que buscaron validar en pacientes
con aCPCNP que iban a recibir pembrolizumab en monoterapia una férmula de prediccion
de respuesta a IPCls basada en porcentajes de células T CD4+ CD62low y Tregs [210]. Esta
formula se describié en un articulo propio del mismo grupo [214]. Con este fin, se
reclutaron 59 pacientes de forma consecutiva en Japdn de los cuales se excluyeron 8
pacientes porque su SLP no fue evaluable. Los pacientes recibieron una dosis de
pembrolizumab cada 3 semanas, y se les calculé un indice denominado “K-index”, en el
que se realizo el logaritmo de las células CD62 low al cuadrado dividido entre las células
CD25+FOXP3+ en la poblacién total de células T CD4+. De los 59 pacientes reclutados de
forma original, todos mostraron expresidon positiva de PD-L1 en tumor, y 57 pacientes
presentaban una expresion tumoral de PD-L1 >50%. Un 27,1% de los pacientes presenté
histologia escamosa, y un 11,9% de pacientes era nunca fumador. La mSLP global de la
cohorte fue de 206 dias, con una SLP a 12 meses del 37,1%. Al tener en cuenta el “K-index”,
aquellos pacientes con un resultado 2192 (HR=0,417; p=0,0069) presentaron una mSLP
de 363 dias, frente a una mSLP de 122,5 dias en el grupo con valores inferiores. La mSG
también fue mejor de forma significativa en aquellos pacientes con una puntuacién 2192
(no alcanzada frente a 324 dias; HR=0,42; p=0,0187). Como principal sesgo reportan el
hecho de que en la descripcidn original de la férmula se basan en porcentajes de PBMCs,
mientras que en el “K-index” se basa en una tincidn con 4 tipos de anticuerpos diferentes;
aunque la correlacion es buena (coeficiente de variacién <10%), se requiere de una
validacion.

En relacion con las células NK, el grupo de Gascon-Ruiz et al. analizaron el papel
de estas células para tratar de identificar pacientes que muestren una buena respuesta a
IPCls [208]. Con este fin, realizaron un estudio prospectivo en el que se obtuvieron
muestras basales de sangre periférica de pacientes con CPCNP localmente avanzado o
metastasico que iban a recibir un tratamiento basado en IPCls. Se reclutaron un total de
55 pacientes, de los que el 40% presentaron histologia escamosa, un 3,60% fueron nunca
fumadores, y la expresidon tumoral de PD-L1 estaba balanceada. Un 25,50% de pacientes
recibieron IPCls en estadio localmente avanzado (pero tratado con fin radical), un 32,70%
en primera linea de enfermedad avanzada, y un 41,80% en segunda linea o sucesivas. Se
observé una diferencia estadisticamente significativa entre la expresion de PD-L1 en las
células NK CD56+CD3-CD16- y una mayor mSG (p=0,047). Como principales limitaciones
del estudio plantean el bajo tamafio muestral, ya que otras poblaciones de NK quedaron
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al limite del umbral para ser consideradas estadisticamente significativas; y Ia
heterogeneidad de la cohorte, particularmente el hecho de que se incluyeron pacientes
gue recibieron IPCls en el contexto de un tratamiento radical.

Otro abordaje que plantearon Arasanz et al. fue la busqueda de pacientes con
hiperprogresién, definida como una aceleracion del crecimiento tumoral tras el uso de
IPCls, en pacientes con aCPCNP por medio de la monitorizacién de las dinamicas en las
células T [205]. Se reclutaron un total de 70 pacientes, de los que solo el 27,1%
presentaron un tumor de histologia escamosa; atezolizumab fue el tratamiento mas usado
(47,1%), seguido de nivolumab (40%), y pembrolizumab (12,9%). La mayoria de los
pacientes habian recibido al menos una linea de tratamiento para enfermedad avanzada
(71,4%), un 22,9% recibieron el IPCl en tercera linea, y un 5,7% en cuarta linea. Se aislaron
PBMCs, de las que se cuantifico los linfocitos CD4+ por medio de citometria de flujo. La
incidencia de hiperprogresion en la cohorte fue del 17.9%; entre el primer y segundo ciclo
se observd una fuerte expansion de linfocitos T CD4+ CD28- en los pacientes
hiperprogresores al compararlos con los respondedores (proporcién media de 1,52
comparando pre y post-tratamiento; p=0,0007). Como principales limitaciones refieren
gue el estudio presenta un bajo niumero de pacientes, y es de naturaleza exploratoria,
requiriendo una validacion futura.

En global, todos estos estudios muestran el papel que puede tener la sangre
periférica como muestra minimamente invasiva con el que conseguir informacion acerca
de la eficacia de los IPCls en pacientes con aCPCNP. Sin embargo, los estudios llevados a
cabo hasta el momento presentan algunas debilidades como: baja replicabilidad de los
métodos, heterogeneidad de las poblaciones (estando en la mayoria de los estudios
poblaciones en distintas lineas de tratamiento; incluso con tumores susceptibles de
tratamiento radical), complejidad de las técnicas a realizar (no aplicables a la practica
clinica habitual), y bajo tamafio muestral utilizado. Por tanto, es necesario el desarrollo de
estudios homogéneos con un mayor tamano muestral, y con técnicas que sean aplicables
en el entorno clinico, con el fin de establecer un biomarcador éptimo.
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2 Hipotesis y Objetivos
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2.1 Hipodtesis
La hipdtesis de este estudio se basa en las siguientes premisas:

1. A pesar de que los IPCls han revolucionado el tratamiento del CPCNP,
especialmente en aquellos pacientes sin mutaciones accionables, no existen
biomarcadores que ayuden a definir qué pacientes pueden beneficiarse en mayor
o menor medida de estos tratamientos.

2. Actualmente la expresion tumoral de PD-L1 constituye el biomarcador mas
ampliamente utilizado en clinica, aunque presenta importantes limitaciones.

3. Existe por tanto la necesidad de disponer de nuevos biomarcadores que ayuden
a definir de forma éptima qué pacientes mostraran beneficio clinico mediante el
uso de IPCls tanto en monoterapia como en combinacion con quimioterapia.

4. Las poblaciones celulares circulantes son un reflejo del estado inmunolégico del
paciente y por tanto podrian ser marcadores de respuesta al tratamiento con IPCls
en monoterapia o combinados con quimioterapia. Ademas, su determinacion
consistiria en un procedimiento minimamente invasivo y totalmente adaptable a
la rutina clinica.

En base a estas premisas, nuestra hipdtesis sostiene que la expresion de PD-L1 como
biomarcador en la practica clinica habitual es insuficiente, y que los niveles de ciertas
poblaciones celulares circulantes especialmente aquellas relacionadas con la respuesta
inmunoldgica, podrian estar relacionadas con la respuesta al tratamiento con IPCls en
monoterapia o en combinacidon con quimioterapia. Para ello planteamos los siguientes
objetivos:

2.2 Obijetivos

2.2.1 Objetivos primarios

1. Evaluar la asociacidn entre los niveles basales de determinadas poblaciones celulares
(CD4+, CD8+, Tregs, NK y monocitos) determinados en sangre periférica y variables
clinicas como la SLP y la SG en el tratamiento en 12 linea de pacientes con aCPCNP
(irresecable o no abordable por radioterapia radical) con IPCls en monoterapia o en
combinacioén.

2. Desarrollar un modelo matematico que en base a las poblaciones seleccionadas en el
objetivo 1 permita la evaluacién personalizada y continua de la respuesta a IPCls en el en
el tratamiento de 12 linea de pacientes con aCPCNP

3. Desarrollar nomogramas y una aplicacion web que permitan el uso agil y sencillo del
modelo desarrollado y por tanto facilite su implantacién clinica.

4. Analizar en pacientes con aCPCNP, que han recibido un IPCl en 12 linea de tratamiento
en un centro de referencia, la relacion entre expresion tumoral de PD-L1 y mSG y mSLP.
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2.2.2 Objetivos secundarios

1. Analizar variables basales secundarias de datos de vida real (situacion funcional, edad,
presencia de metdstasis cerebrales...), y su posible asociacién con la mSLP y mSG de los
pacientes con aCPCNP tratados con IPCls en 12 linea de tratamiento, con el fin de sugerir
nuevas hipotesis y posibles estudios futuros.

2. Analizar y comparar la mSLP y mSG de las cohortes de los ensayos clinicos
aprobatorios de IPCls en 12 linea de tratamiento de aCPCNP con datos de vida real de un
centro de referencia.
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3 Material y métodos
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3.1 Disefio del estudio

En este trabajo se han utilizado dos cohortes de pacientes:

1. Cohorte A: Se realizd un estudio observacional prospectivo multicéntrico sobre
162 pacientes con aCPCNP candidatos a recibir en 12 linea de tratamiento un IPCI
en monoterapia (Cohorte Al; n = 86), o en combinacidon con quimioterapia
(Cohorte A2; n = 76). Esta division de la cohorte en pacientes con IPCl en
monoterapia y pacientes que han recibido IPCls en combinacidn con quimioterapia
se basa en el precepto de que esperamos cambios a nivel celular influidos por el
efecto citotdxico de la quimioterapia. También cabria esperar posibles efectos
sinérgicos a nivel de los IPCls con la quimioterapia dada la posibilidad de cambios
metabdlicos en los linfocitos Ty de renovacion del pool celular, sumado a la posible
generacion de neoantigenos [113]. Se trata de un estudio de caracter traslacional
en el que se ha obtenido una muestra de sangre periférica basal, asi como datos
anonimizados de variables basales. Este parte del estudio se ha desarrollado en
los servicios de Oncologia Médica de dos hospitales publicos de la Comunidad
Valenciana con la colaboracion del Grupo de Investigacién y Divulgacion en
Oncologia (GIDO): Hospital Arnau de Vilanova de Valencia y Hospital Universitario
y Politécnico La Fe de Valencia. El andlisis de las muestras se ha llevado a cabo en
los laboratorios de la Unidad de Biomarcadores y Medicina de Precision (UBMP)
del Instituto de Investigacidn Sanitaria La Fe.

2. Cohorte B: Se obtuvieron datos anonimizados de forma retrospectiva en una
cohorte de 247 pacientes con aCPCNP candidatos a recibir una 12 linea de
tratamiento con un IPCl (ya sea en monoterapia o en combinacién con otros
farmacos). Todos los pacientes fueron reclutados del Hospital Universitario y
Politécnico La Fe de Valencia entre octubre de 2021 y diciembre de 2023,
incluyendo pacientes que recibieron dicho IPCl desde enero de 2018 a diciembre
de 2023 (dado que los datos estaban completamente anonimizados, la resolucién
del comité de ética permitié que aquellos pacientes que hubieran fallecido se
recogiera la informacién de la historia clinica sin necesidad de firmar el
consentimiento informado). No se realizd ningln procedimiento asistencial, ni
implicd ningln cambio para la practica clinica habitual de los pacientes.

3.2 Poblacion del estudio

La poblacién incluida en este estudio esta conformada por pacientes que presentan el
diagndstico de aCPCNP, definido como aquel que no es abordable de forma radical por
cirugia o por la combinacion de quimioterapia y radioterapia radical. Este grupo
comprende generalmente pacientes con estadio Ill no abordable de forma radical o
estadio IV de acuerdo con la clasificacion TNM 82 edicién del American Joint Committee
on Cancer (AJCC, del inglés American Joint Committee on Cancer) [215], aunque se pueden
incluir pacientes con estadio Ill que han fracasado al tratamiento previo de cirugia y/o
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guimioterapia con radioterapia radical. Todos los pacientes incluidos han recibido IPCls,

ya sea en monoterapia o en combinacién con otros IPCls, quimioterapia, o anti-VEGF.

1.

3.2.1

3.2.2

En la cohorte observacional de datos de vida real si incluyeron todos los pacientes
con aCPCNP que habian recibido en 12 linea de tratamiento IPCls. En este caso los
procedimientos se realizaron de forma retrospectiva, de forma anonimizada y sin
impactar en los pacientes.

En la cohorte prospectiva de andlisis de biomarcadores en sangre periférica se
incluyeron los pacientes con aCPCNP que eran candidatos a recibir un IPCl en 12
linea de tratamiento.

Criterios de inclusion de la cohorte prospectiva de busqueda de
biomarcadores (Cohorte A):

Firma de consentimiento informado por escrito con el fin de participar en el
estudio, previo a la inclusién en el mismo y con el que se autoriza a la extraccion
de las muestras de sangre periférica.

Edad 218 aios.

Situacion funcional adecuada para el tratamiento con IPCls: ECOG 0-2.
Diagndstico de aCPCNP irresecable, y no candidato a tratamiento con
guimioterapia y radioterapia radical, documentado histoldgica o citolégicamente.
Pacientes candidatos a recibir un IPCl en primera linea de tratamiento, sea en
monoterapia (farmacos anti-PD-(L)-1 como nivolumab, pembrolizumab, o
atezolizumab), o en combinacién con quimioterapia (doblete de platino), con otros
IPCls (farmacos anti-CTLA-4), o con anti-VEGF.

Pacientes que no hayan recibido un tratamiento oncoldgico previo:

a. Seadmite haber recibido tratamiento adyuvante con IPCls si hace >6 meses
desde finalizacion de dicho tratamiento.

b. Se admite haber recibido tratamiento con IPCls tras quimioterapia con
radioterapia radical (esquema PACIFIC [216]) en caso de progresion >6
meses desde finalizacién de dicho tratamiento.

Pacientes en los que se pueda obtener muestras de sangre periférica sin
inconvenientes técnicos o que supongan un trastorno para el paciente.

Ninguna contraindicacion para recibir IPCls (por ejemplo, la deteccién de
mutaciones accionables con tratamiento de eleccidn financiado en 12 linea de
tratamiento como EGFR, ALK, o ROS1).

Criterios de inclusion de la cohorte observacional (Cohorte B):

Firma de consentimiento informado por escrito, el cual debia obtenerse previo a
la recoleccion de los datos de la historia clinica.

Edad 218 aios.

Diagnodstico de aCPCNP irresecable, y no candidato a tratamiento con
guimioterapia y radioterapia radical, documentado histoldgica o citolégicamente.
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4. Pacientes que han recibido entre enero de 2018 y diciembre de 2023 un IPCl en
primera linea de tratamiento, sea en monoterapia (fdrmacos anti-PD-(L)-1 como
nivolumab, pembrolizumab, o atezolizumab), o en combinacién con quimioterapia
(doblete de platino), con otros IPCls (farmacos anti-CTLA-4), o con anti-VEGF.

5. Ninguna contraindicacion para recibir IPCls (por ejemplo, la deteccién de
mutaciones accionables con tratamiento de eleccidn financiado en 12 linea de
tratamiento como EGFR, ALK, o ROS1).
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3.3 Calculo de tamano muestral

Se ha estimado (Tabla 1) un tamaiio muestral de 75 pacientes para las cohortes de
IPCIs en monoterapia e IPCls en combinacion. El calculo se ha realizado por medio de
RStudio 2023.12.1 con el paquete “pwr” y el método de “arcsine transformation”.

Para las cohortes de IPCIs en monoterapia tomamos de referencia el estudio
IMpower110 (aCPCNP con multiples expresiones de PD-L1 a nivel tumoral tratado con
atezolizumab en monoterapia). En este estudio el HR para SLP fue de 0,61 (Intervalo de
confianza [IC] 95% 0,46-0,82) en pacientes con una expresién tumoral de PD-L1 >50%
medido por el anticuerpo 22C3, mientras que el HR fue de 1 (IC 95%: 0,69 a 1,46) para SLP
en aquellos pacientes con una expresion tumoral entre 1y 49% medido por el anticuerpo
22C3. Asumiendo el tamafio del efecto calculado, aceptando una tasa de error alfa del
10%, y buscando una potencia del 80%, un total de 35 pacientes por grupo serian capaces
de predecir un tamaiio del efecto de 0,67; esto seria congruente con que el nuevo
biomarcador detectado fuera superior a la expresidon tumoral de PD-L1.

Para la cohorte de IPCls en combinacién con quimioterapia tomamos de referencia
el estudio KEYNOTE-189; aquellos pacientes con una expresion tumoral de PD-L1 medida
por anticuerpo 22C3 250% presentaron un HR de 0,35 (IC 95%: 0,25 a 0,49), mientras que
aquellos pacientes con una expresién tumoral de PD-L1 medida por anticuerpo 22C3
negativa (<1%) presentaron un HR de 0,67 (IC 95%: 0,49 a 0,92). Asumiendo el tamafio del
efecto calculado, aceptando una tasa de error alfa del 10%, y buscando una potencia del
80%, un total de 35 pacientes serian capaces de predecir un tamafio del efecto de 0,67;
esto seria congruente con que el nuevo biomarcador detectado fuera superior a la
expresiéon tumoral de PD-L1.

Tabla 1. Capacidad de prediccion del tamafio del efecto.

N =20 N =50 0,74

N=35 N=35 0,67
(1) Calculo de la capacidad de prediccion del tamano del efecto en funcion de

diferentes tamafios muestrales estimados de cohortes, buscando una potencia del
80%.
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3.4 Plan terapéutico

3.4.1 Plan terapéutico de la cohorte A

Los pacientes se trataron con IPCls aprobados en el sistema nacional de salud de

Espafia: anti-PD-(L)1 en monoterapia; anti-PD-1 combinado con quimioterapia; anti-PD-

(L)1 combinado con anti-CTLA-4 y quimioterapia; anti-PD-L1 combinado con

guimioterapia y anti-VEGF. No se incluyeron pacientes tratados con cemiplimab dado que

el farmaco no estaba aun comercializado en Espafia para CPCNP. Todo ello se realizdé de

acuerdo con la ficha técnica:

- IPCIs en monoterapia (histologia escamosa/no escamosa):

(@)

Atezolizumab 1200 mg iv D1 en ciclos de 21 dias hasta toxicidad
inaceptable o progresion.

Pembrolizumab a dosis de 200 mg iv D1 en ciclos de 21 dias hasta toxicidad
inaceptable, progresidn, o 35 ciclos.

- IPCls en combinacion (histologia no escamosa):

O

O

(@)

Cisplatino 75 mg/m2 o Carboplatino AUC 5 mg/ml/min, pemetrexed 500
mg/m2, y pembrolizumab 200 mg D1 en ciclos de 21 dias hasta 4 ciclos.
Posteriormente mantenimiento con pemetrexed 500 mg/m2 vy
pembrolizumab 200 mg D1 en ciclos de 21 dias hasta progresion, toxicidad
inaceptable, o 35 ciclos.

Cisplatino 75 mg/m2 o Carboplatino AUC 5 mg/ml/min, pemetrexed 500
mg/m2, nivolumab 360 mg D1 en ciclos de 21 dias 2 ciclos; se anade
ipilimumab 1 mg/kg D1 en ciclos de 42 dias. Posteriormente
mantenimiento con nivolumab 360 mg D1 en ciclos de 21 dias, e
ipilimumab 1 mg/kg D1 en ciclos de 42 dias; se mantendrd hasta
progresion, toxicidad inaceptable, o 2 afios de tratamiento.

Carboplatino AUC de 6 mg/ml/min, paclitaxel 200 mg/m2, bevacizumab 15
mg/kg, atezolizumab 1200 mg D1 en ciclos de 21 dias hasta 4 ciclos.
Posteriormente mantenimiento con paclitaxel 200 mg/m2, bevacizumab
15 mg/kg D1 en ciclos de 21 dias hasta progresion o toxicidad inaceptable.

- IPCls en combinacion (histologia escamosa):

O

Carboplatino AUC 6 mg/ml/min, paclitaxel 200 mg/m2, pembrolizumab
200 mg D1 en ciclos de 21 dias hasta 4 ciclos. Posteriormente
mantenimiento con pembrolizumab 200 mg D1 en ciclos de 21 dias hasta
progresion, toxicidad inaceptable, o 35 ciclos.

Carboplatino AUC 6 mg/ml/min, paclitaxel 200 mg/m2, nivolumab 360 mg
D1 en ciclos de 21 dias 2 ciclos; se afiade ipilimumab 1 mg/kg D1 en ciclos
de 42 dias. Posteriormente mantenimiento con nivolumab 360 mg D1 en
ciclos de 21 dias, e ipilimumab 1 mg/kg D1 en ciclos de 42 dias; se
mantendra hasta progresién, toxicidad inaceptable, o 2 afios de
tratamiento.

58



Las modificaciones de dosis, la administracion del farmaco, el retraso del
tratamiento, y el manejo de las toxicidades asociadas inmunorrelacionadas y no
inmunorrelacionadas se realizaron de acuerdo a las especificaciones de la ficha técnica
del producto y practica clinica habitual.

3.4.2 Plan terapéutico de la cohorte B

Los pacientes siguieron procedimientos asistenciales de acuerdo con practica
clinica habitual, y sin realizar ninguna modificacién consecuencia de este estudio.

3.5 Procedimientos clinicos del estudio

3.5.1 Procedimientos cohorte A (Tabla 2)

Tabla 2. Procedimientos del estudio en cohorte A.

Visitas Discontinuacion Seguimiento

de tratamiento
tratamiento

Consentimiento X

informado

Criterios de seleccion X

Datos demograficos e X X

historia clinica
ECOG X X

Variables de laboratorio X

Dosis anti-PD-1/PD-L1 X

Dosis de farmacos en X
combinacion

Muestra de sangre X
periférica

Evaluacion de respuesta X X
(1)

Supervivencia X

(2) La evaluacién de respuesta se valora en las evaluaciones por practica clinica cada
8-12 semanas, obteniendo datos de la mejor respuesta alcanzada.
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3.5.2

Procedimientos cohorte B (Tabla 3)

Tabla 3. Procedimientos del estudio en cohorte B.

(1)

3.53

Visitas Discontinuacion Seguimiento

(¢ [] tratamiento
tratamiento

Consentimiento X
informado

Criterios de seleccion X
Datos demograficos e X
historia clinica

Dosis anti-PD-1/PD-L1 X X
Dosis de farmacos en X X

combinacion

Evaluacion de respuesta X X

(1)

Supervivencia X

La evaluacidon de respuesta se valora en las evaluaciones por practica clinica cada 8-12
semanas, obteniendo datos de la mejor respuesta alcanzada.

Variables clinicas recogidas

Se recogieron las siguientes variables a partir de la historia clinica electrénica de los

pacientes de forma basal:

Variables demograficas y clinicas del paciente: Sexo, edad en el inicio del
tratamiento, habito tabaquico, ECOG, numero de comorbilidades asociadas
(obtenidas a partir del indice de comorbilidad de Charlson [217,218]), medicacién
concomitante.

Variables oncolégicas del paciente: Histologia tumoral, expresion tumoral de PD-
L1, fecha de diagndstico, presencia de metastasis cerebrales, estadio, mutaciones
asociadas, quimioterapia basada en pemetrexed en esquemas de combinacién,
mejor respuesta al tratamiento con IPCls.

Analisis de sangre (solo cohorte A): Recuento de leucocitos totales, monocitos,
linfocitos Treg, CD4, CD8, NK, y plaquetas.

Pruebas radioldgicas: Realizacion de una tomografia axial computerizada (TAC) que
incluyera torax y abdomen. Como alternativa, la tomografia por emisién de
positrones (PET, del inglés Positron Emission Tomography) era apta.

Se recogieron las siguientes variables a partir de la historia clinica electrénica de los

pacientes tras el inicio/finalizacidn del tratamiento:

Numero de ciclos recibidos, fecha de inicio, y fecha de finalizacién.
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- Linea de tratamiento sucesiva administradas tras progresion/toxicidad por IPCls.
- Toxicidad inmunorrelacionada asociada al tratamiento.

Todos los pacientes se sometieron a evaluaciones de respuesta al tratamiento con TAC
o PET-TAC 8-12 semanas tras el inicio del tratamiento con IPCls. Se recogieron las
siguientes variables:

- Mejor respuesta alcanzada por Response evaluation criteria in solid tumors
(RECIST) 1.1 [219], estableciéndose como “Respuesta completa” (RC), “Respuesta
parcial” (RP), “Enfermedad estable” (EE), o “Progresién de enfermedad” (PE). En
el caso de un rapido deterioro sin una causa externa adicional al tumor que lo
justificara, se considerd que el paciente se encontraba en progresiéon de
enfermedad.

- Fecha de la progresion de enfermedad de acuerdo con criterios RECIST 1.1, o de
interrupcion del tratamiento.

El seguimiento se realizd en varios puntos en el tiempo con el fin de actualizar la
supervivencia de cada paciente. La Ultima actualizacidn se ha realizado a fecha de 19 de
diciembre de 2024. Se recogieron como variables:

- Situacidén del paciente: Vivo o fallecido.

- En caso de estar vivo se anota la fecha de ultima actualizaciéon de datos (19 de
diciembre de 2024).

- En caso de fallecimiento, se anota la fecha de la muerte, y causa de la misma.

3.6 Procedimientos de laboratorio del estudio

3.6.1 Metodologia de extraccidon de las muestras sanguineas

Se obtuvieron aproximadamente 10 ml de sangre venosa mediante venopuncion
de pacientes con diagndstico confirmado de carcinoma no microcitico de pulmén
avanzado, previo al inicio del tratamiento con IPCls. La sangre extraida fue
inmediatamente heparinizada con el propdsito de facilitar la obtencién de PBMCs.

Las muestras fueron enviadas al laboratorio de referencia a través de un circuito
logistico previamente disefiado y validado, con el objetivo de garantizar que el tiempo
transcurrido desde la extraccion hasta su procesamiento no superase las 6 horas. Este
procedimiento se implementd para asegurar la preservacion 6ptima del material celular a
analizar, especificamente las células mononucleares destinadas a la citometria de flujo. El
analisis de las muestras se llevd a cabo en el Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe,
institucion dotada con un equipamiento analitico de uUltima generacidn, especializado en
citometria de flujo multicolor y técnicas avanzadas de analisis celular.
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3.6.2 Aislamiento de células mononucleares en sangre periférica

El aislamiento de las PBMCs se realizd mediante la técnica de centrifugacién en
gradiente de densidad utilizando Ficoll-Paque PLUS. Inicialmente, las muestras sanguineas
se diluyeron en una proporcion 1:1 con solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
suplementada con un 2% de suero bovino fetal (SBF). Esta diluciéon se realizd para
minimizar la agregacion celular y facilitar la separacion celular.

Posteriormente, la muestra diluida fue cuidadosamente estratificada sobre el
medio de densidad Ficoll-Paque PLUS, seguida de un proceso de centrifugacién a 1200 x
g durante 20 minutos a temperatura ambiente sin freno. Tras la centrifugacion, las PBMC
se recolectaron meticulosamente de la interfase entre el plasma vy el Ficoll, asegurando la
minima contaminacion con eritrocitos y granulocitos. Las células recuperadas fueron
lavadas en dos ciclos consecutivos utilizando 15 ml de PBS-2% SBF, con el fin de eliminar
residuos de Ficoll y otros contaminantes. Finalmente, las células se resuspendieron en un
buffer adecuado para su analisis inmunofenotipico mediante citometria de flujo.

3.6.3 Procedimiento de citometria de flujo

Se utilizd6 una combinacidn de anticuerpos monoclonales conjugados con
fluorocromos (Tabla 4) para caracterizar los diferentes subconjuntos de células sanguineas
periféricas mediante citometria de flujo multicolor en un FACSCanto-Il (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA): CD3-PerCPCy5.5, CD4-FITC, CD8-PECy7, CD14-PerCP-Vio700, CD16-
Pacific Blue, CD25-APC, CD45-Pacific Blue, CD56-APCCy7, CD127-PE y HLADR-PE-Vio770.
Las subpoblaciones leucocitarias fueron identificadas tras la seleccién de singletes y
células CD45+ (marcador panleucocitario) enfocandose en células T, células T reguladoras
(Treg), células NK y células asesinas naturales T (NKT, del inglés Natural Killer T Cells). Las
subpoblaciones linfoides fueron detectadas segin su inmunofenotipo de la siguiente
manera: Treg (CD3+ CD4+ CD25+ CD127+low/neg), células T-helper (CD45+ CD3+ CD4+),
células T citotdxicas (CD45+ CD3+ CD8+), células NK (CD3- CD56+) y células NKT (NKT)
(CD3+ CD56+), mientras que los monocitos clasicos se identificaron como (CD14+ HLA-
DR+ CD16-). Cada medicién incluyé al menos 100000 células y los porcentajes de cada
poblacién se calcularon sobre la poblacion de singletes. Los analisis se realizaron
utilizando el software InfinicytTM (Cytognos, Salamanca, Espafia) (Figura 9).

Tabla 4. Panel de anticuerpos utilizados para caracterizar subpoblaciones de células T.

Fenotipo CD3 Treg detection kit

Fluoréforo PerCp PE-Vio770 APC-Vio770 CD45-VioBlue
CD4-FITC
CD25-APC
CD127-PE
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Figura 9. Definicion de las poblaciones celulares. Después de identificar la poblacion monocitica,
los monocitos clasicos fueron definidos como HLA-DR+ CD14+ CD16+. Las diferentes poblaciones
linfoides fueron definidas como: T-helper (CD3+ CD4+ CD56-), T citotdxicas (CD3+ CD8+ CD56-),
células NK (CD3- CD56+), células NKT (CD3+ CD56+) y células T reguladoras (CD3+ CD4+
CD25+bright CD127dim/-).

3.7 Analisis estadistico

3.7.1 Andlisis de las variables clinicas

Se recogieron las variables especificadas en un cuaderno de recogida de datos
especifico para la cohorte Ay la cohorte B. Se incluyeron variables demograficas, variables
clinicas, variables oncoldgicas, pruebas radioldgicas, y resultados de la analitica de sangre
en la cohorte A. Las variables cualitativas se han especificado por calculo de frecuencias
absolutas y relativas, expresando porcentajes. Respecto a las variables cuantitativas se
han calculado medidas de tipo central (mediana) y dispersion (rango y cuartiles). Las
frecuencias y porcentajes de las poblaciones celulares analizadas en la cohorte A se
especifican con medianas que incluyen rango y cuartiles con respecto al porcentaje total
de PBMCs. Se ha analizado la normalidad de los datos mediante el test de Kolmogdérov-
Smirnov, y la correlacidn entre las variables se ha analizado mediante el coeficiente de
correlacién de Pearson.

La respuesta del tumor al tratamiento se ha llevado a cabo mediante los criterios
RECIST 1.1, clasificdndose como RC, RP, EE, y PE. La mSLP se ha calculado partiendo de la
fecha en la que se recibid el primer ciclo de tratamiento con IPCls hasta la progresién o
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muerte por cualquier causa (evento) o la ultima fecha de seguimiento (censurado; por
ejemplo, en el caso de pacientes que no hayan progresado). La mSG se ha calculado
partiendo de la fecha en la que se recibio el primer ciclo de tratamiento con IPCls hasta la
muerte (evento) o la ultima fecha de seguimiento (censurado). La mSLP y mSG se han
calculado con el método de Kaplan-Meier, utilizando el log-rank para estudiar las
diferencias. La regresiéon de COX se ha utilizado para valorar el riesgo de determinados
eventos. Todos los analisis se han realizado por medio de RStudio 2023.12.1 o SPSS v26.0.

3.7.2 Analisis bayesiano para la creacion del modelo predictivo

El andlisis bayesiano se realizé en colaboracion con David Hervas, bioestadistico
de la Universidad Politécnica de Valencia. Las variables para predecir la SLP y la SG fueron
seleccionadas utilizando modelos bayesianos paramétricos de supervivencia
penalizados con el método horseshoe [220,221]. Estos modelos son capaces de
identificar las variables mas relevantes entre multiples posibles predictores mediante la
aplicacion de una distribucidn previa horseshoe en sus coeficientes, proporcionando
ademas una estimacion de la probabilidad de efecto basada en la distribucidén posterior
de sus estimaciones. El modelo jerarquico aplicado consta de tres niveles. En el primer
nivel, se especifica un modelo de riesgos proporcionales de Cox donde los coeficientes de
regresidon son potencialmente variables a lo largo del espacio geografico. Los coeficientes
se modelan mediante una distribucién normal multivariada, con una matriz de correlacion
espacial que refleja la dependencia geografica entre los efectos de las covariables. En el
segundo nivel, se aplica un prior horseshoe multivariante disefada para identificar efectos
significativos y controlar la dispersion. Este prior combina un pardmetro global de
regularizacion (t) con pardmetros locales especificos para cada coeficiente (A),
modelando la variabilidad espacial mediante una matriz de correlacién espacial Hi
definida como:

Hy = exP('Vk : d(skr SI))I

d(sk, si) representa la distancia geografica entre los sitios sk y si. La distribucién del
parametro yx sigue una mezcla entre un punto masa en cero y una distribucion Gamma,
permitiendo distinguir coeficientes espaciales constantes de los espacialmente variables.
El tercer nivel del modelo jerarquico define un prior Gamma (ao, bo) sobre los
hiperparametros de la distribucidn de la variabilidad espacial, ajustado para equilibrar la
sensibilidad y especificidad en la seleccidn de variables.

El proceso de inferencia Bayesiana se realizd0 mediante un procedimiento
computacional en dos etapas. En la primera, se estimaron los coeficientes de maxima
verosimilitud parcial (PMLE) de forma independiente para cada variable utilizando la
funcién de verosimilitud parcial del modelo de Cox. En la segunda etapa, estos
estimadores se utilizaron como entrada para un modelo jerarquico Bayesiano, aplicando
un algoritmo de muestreo Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para la estimacion
simultdnea de los coeficientes y la seleccidon de variables significativas. Este enfoque
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permitio la estimacidn robusta de los efectos de las covariables, distinguiendo entre
aquellas con influencia significativa y no significativa, y diferenciando los coeficientes
constantes a nivel espacial de los espacialmente variables. La seleccion de
hiperparametros del prior Gamma (ao = 25, bo = 50) se realizé considerando un equilibrio
entre la deteccion de efectos reales y el control del error de inclusién de variables
irrelevantes. Para estos modelos, el parametro de contraccion local de la distribucién
previa horseshoe se establecié con 3 grados de libertad y la edad fue incluida como
covariable en los modelos de SG. Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el
software R (versidon 4.4.1) y los paquetes R “brms” (version 2.21.0) y bayestestR (versidon
0.13.2).

3.8 Aspectos éticos y legales

3.8.1 Disposiciones generales

El presente estudio ha sido llevado a cabo conforme a las normativas de buena
practica clinica (Directiva 2005/28/CE) y la Declaracion de Helsinki, incluidas sus
actualizaciones. La recopilacién y gestion de los datos se ha efectuado siguiendo lo
establecido en la Ley Organica de Proteccidén de Datos de Caracter Personal (Ley Organica
3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos
digitales), garantizando en todo momento el principio de confidencialidad. Todos los datos
fueron almacenados y analizados tras su anonimizacidon, mediante la asignacion de un
identificador Unico para el estudio. Antes del inicio del estudio, se obtuvo la aprobacién
favorable de los comités de ética e investigacion de los centros participantes.

3.8.2 Formulario de consentimiento informado y hoja de informacion al
paciente

A cada individuo al que se le ha planteado la posibilidad de participar en el estudio
se le ha facilitado un documento escrito denominado “Hoja de Informacién al Paciente”,
en el cual se detalla de manera clara y completa toda la informacién relevante y necesaria
para su adecuada comprensién. Los investigadores involucrados en el estudio han
informado personalmente a los sujetos, aclarado sus dudas y, conforme a la normativa
vigente, han obtenido su consentimiento o, en caso necesario, el de su representante legal
(Anexo 1). Los participantes han tenido la oportunidad de revocar en cualquier momento
su consentimiento para el uso de sus datos en los analisis, sin necesidad de justificar su
decision y sin que ello implicara responsabilidad o perjuicio alguno para ellos.

3.8.3 Confidencialidad de los datos

El contenido del cuaderno de recogida de datos, asi como la base de datos en la
qgue se ha registrado la informacién, se encuentran anonimizados y protegidos frente a
accesos no autorizados por personas ajenas al equipo investigador, siendo considerados
estrictamente confidenciales. Los datos del investigador y las muestras utilizadas en el
estudio han sido incorporados y gestionados en un fichero propiedad de la UBMP, tratado
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de conformidad con lo dispuesto en la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de
Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales, asi como el
Reglamento (UE) 2016/679, relativo a la proteccidén de datos personales, empleandose
exclusivamente para el desarrollo y correcta ejecucion del estudio. En todo momento se
ha cumplido con la normativa espafiola vigente respecto a la obtencién, almacenamiento
y conservacion de las muestras sanguineas, asi como en la gestion de los datos derivados
(Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica).

3.8.4 Aprobacion por el comité ético de investigacion en medicamentos

El proyecto recibid una evaluacion favorable por parte del comité ético de
investigacion en medicamentos (CEIm, del inglés Comité Etico de Investigacion en
Medicamentos) del Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia el 28 de octubre
de 2021 (Anexo 2). El siguiente proyecto no contraviene las disposiciones establecidas en
el articulo 24 del RD 577/2013, de 26 de julio, del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales
e lgualdad, sobre farmacovigilancia de medicamentos de uso humano, ni el articulo 8 de
la Resolucién de 16 de junio de 2009, de la Conselleria de Sanitat, relativa a la regulacidn
de los procedimientos, documentacién y plazos para la presentacion y modificacion de
ensayos clinicos y estudios postautorizacion observacionales de medicamentos en la
Comunitat Valenciana.
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4 Resultados
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4.1 Busqueda de biomarcadores no invasivos de respuesta a IPCls
en el tratamiento de aCPCNP

4.1.1 Caracteristicas basales de la cohorte

De 2021 a 2023, se reclutaron 162 pacientes diagnosticados con aCPCNP no aptos
para cirugia curativa ni tratamiento con quimiorradioterapia en tres hospitales espafioles.
De estos, 86 pacientes presentaron una expresion de PD-L1 >50% vy recibieron como
tratamiento de primera linea IPCls con tratamiento anti-PD-(L)1. Los otros 76 pacientes,
con una expresion de PD-L1 <50%, recibieron anti-PD-(L)1, o una combinacién de anti-PD1
y anti-CTLA-4 junto con quimioterapia. La mSLP para todos los pacientes reclutados
(n=162) fue de 6,23 meses (IC 95%: 5 a 8), mientras que la mSG fue de 14 meses (IC 95%:

10 a 19) (Figuras 10y 11).

Supervivencia libre de progresion
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0.251

0.001
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Meses

Figura 10. Representacion grafica de la SLP. Muestra una mSLP de 6,23 meses (IC 95% 5 a 8
meses).
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Figura 11. Representacion grafica de la SG. La mSG se situd en 14 meses (IC 95% 10 a 19 meses).

Para investigar si ambos tratamientos eran comparables en términos de SLP y SG,
se realizd un analisis de Kaplan-Meier. La mSLP fue de 6,4 meses (IC 95%: 4,5 a 10 meses)
en el grupo de monoterapia con ICly de 5,7 meses (IC 95%: 4,13 a 8,1 meses) en la cohorte
de ICI mas quimioterapia (Figura 12). No se encontraron diferencias significativas
(HR=0,99; p=0,97). La mSG fue de 15 meses (IC 95%: 10 a 22 meses) y 14 meses (IC 95%:
9 a 18 meses), respectivamente (Figura 13), sin observarse diferencias estadisticamente

significativas (HR=0,83; p=0,33).
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Figura 12. Representacidn grafica de la SLP estratificada por pacientes que han recibido IPCls en
monoterapia frente a aquellos que han recibido IPCls combinados con quimioterapia. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0, 97).

Para descartar posibles sesgos en las caracteristicas basales entre las dos cohortes
se compararon otras variables clinicas, que se resumen en la Tabla 5. Aparte de la
expresion de PD-L1, no se encontraron diferencias significativas que pudieran impactar

en laSLPy SG.

70



Supervivencia global

SG =+ IPCl en monoterapia =+ IPCl combinado con quimioterapia

1.00

Survival probability
2

o
()
o

0.00 1

Meses

Figura 13. Representacion grafica de la SG estratificada por pacientes que han recibido IPCls en
monoterapia frente a aquellos que han recibido IPCls combinados con quimioterapia. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0, 33).

Tabla 5. Caracteristicas basales de los pacientes.

Descriptiva de los pacientes IPCI+QT

n=%

Edad, afios (mediana, rango) 64 (28-85) 67 (42-87)
Género

Varones 53 (69,7%) 65 (76,5%)
Mujeres 23 (30,3%) 20 (23,5%)
Habito tabaquico

Fumadores activos 30 (42,9%) 40 (47,6%)
Exfumadores 29 (41,4%) 41 (48,8%)
Nunca fumadores 11 (15,7%) 3 (3,6%)
Antibidticos antes del tratamiento

Si 11 (14,7%) 15 (17,6%)
No 64 (85,3%) 70 (82,4%)
Corticoides antes del tratamiento

Si 20 (26,3%) 23 (27,1%)
No 56 (73,7%) 62 (72,9%)
Histologia

No-escamosa 60 (78,9%) 63 (73,3%)
Escamosa 38 (21,1%) 23 (26,7%)
ECOG
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0 27 (35,5%) 18 (20,9%)
1 41 (53,9%) 57 (66,3%)
2 8 (10,5%) 11 (12,8%)
Expresion PD-L1 (célula tumoral)

<1% 38 (54,3%) 1(1,1%)
1-49% 31 (44,3%) 2 (2,4%)
>50% 1(1,4%) 65 (77,4%)
Estadio

I-11 5 (6,7%) 6 (7,1%)

I 3 (4%) 13 (15,5%)
\ 67 (89,3%) 65 (77,4%)

La expresion tumoral de PD-L1 mostro asociacion con el esquema de IPCl dado que
los IPCl en monoterapia estaban restringidos para pacientes con expresién tumoral de PD-
L1 >50%, mientras que los IPCls combinados con quimioterapia estaban restringidos a
pacientes con expresion tumoral de PD-L1 <50%.

4.1.2 Anadlisis por citometria de flujo

Las PBMCs aisladas de las muestras de sangre pretratamiento de los 162 pacientes
reclutados fueron analizadas posteriormente mediante citometria de flujo siguiendo el
procedimiento descrito en la Figura 9. El porcentaje y el analisis estadistico de las
poblaciones celulares analizadas, que incluyen Treg, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+,
células NK, células NKT y monocitos clasicos se resumen en la Figura 14.
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Figura 14. Porcentaje de los diferentes tipos de poblaciones celulares en pacientes tratados con
IPCls en monoterapia, y con IPCls combinados con quimioterapia.

El andlisis por citometria de flujo demostrd ser una herramienta adecuada para la
inmunofenotipado de las células circulantes en pacientes con CPCNP. No se encontraron
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diferencias significativas entre las poblaciones basales de células inmunes de donantes
sanos y los pacientes con CPCNP, independientemente del tratamiento eventual, excepto
en los niveles de linfocitos T CD8+ entre los donantes sanos y los pacientes que recibirian
IPCls combinados con quimioterapia (Tabla 6). En general, las poblaciones de células
inmunes circulantes pretratamiento fueron comparables entre ambas cohortes.

Tabla 6. Resumen del analisis de las poblaciones celulares circulantes por citometria de flujo.

Cohortes Mediana Media DEVET ESM Min Max
DS 31.23 32.49 7.788 2.348 20.8 433
T CD4 IPCI 23.91 23.52 12.82 1.382 1.77 67.7
IPCI+QT 20.74 22.59 14.65 1.681 0.31 60.44
DS 25.32 23.37 7.693 2.319 11.7 35.64
CD8 IPCI 16.14 17.69 10.4 1.122 1.3 50.31
IPCI+QT 11.33 14.36 10.15 1.171 0.45 44.43
DS 8.55 9.405 5.272 1.462 2.39 20.2
Monocitos IPCl 12.57 13.93 8.898 0.9595 1.3 40.48
IPCI+QT 13.06 16.14 12.48 1.431 1.31 60.09
DS 9.86 11.55 7.892 2.38 3.34 29.05
NK IPCI 8.435 9.227 5.928 0.6393 0.86 30.71
IPCI+QT 8.37 10.4 7.62 0.8799 0.05 32.07
DS 0.76 1.564 1.708 0.5148 0.24 6.11
NKT IPCI 0.975 1.869 2.398 0.2788 0.03 12.28
IPCI+QT 0.69 2.212 3.528 0.4247 0.04 14.13
DS 0.79 0.9391 0.2986 0.09003 0.48 1.44
Treg IPCI 1.11 1.139 0.708 0.07771 0.02 2.87
IPCI+QT 0.855 0.9432 0.7069 0.08331 0.02 3.61

Donante sano (DS), Inhibidor de punto de control inmunolégico (IPCI), Quimioterapia (QT),
Desviacién estandar (DEVET), Error estandar de la media (ESM).

4.1.3 Seleccion de poblaciones celulares circulantes con capacidad
predictora

Con el objetivo de seleccionar aquellas poblaciones celulares asociadas con la SLP
y la SG se utilizaron analisis multivariable de supervivencia bayesianos paramétricos con
penalizacion de horseshoe. Los enfoques bayesianos son comparables a los modelos de
supervivencia convencionales, pero requieren menos ajuste de hiperparametros, evitan
el uso de predictores redundantes y son menos propensos al sobreajuste. Ademas, estos
modelos proporcionan una medida de incertidumbre en la inferencia estadistica,
especialmente en las predicciones.

Los resultados del andlisis de la cohorte que recibié monoterapia con IPCls
mostraron una asociacidon entre los niveles basales de monocitos clasicos con la SLP
(probabilidad de efecto del 99,15%) y la SG (probabilidad de efecto del 98,72%). Dado que
las demas poblaciones celulares analizadas mostraron estimaciones de probabilidad bajas
(< 90% de probabilidad de efecto), fueron descartadas como predictores. Las Tablas 7y 8
resumen las estimaciones, la probabilidad de efecto y el intervalo creible del 95% para
todas las poblaciones celulares analizadas (variables).
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Tabla 7. Resultados de la seleccion de variables para el modelo de SLP en pacientes tratados con
IPCI en monoterapia

Variables Estimacion Error Est. IC 95% Prob. efecto
Intercept 2.92 0.78 [1.49.4.57] -

Monocitos -0.06 0.03 [-0.11. -0.004] 99.15%
Treg 0.0001 0.09 [-0.19.0.19] 50.12%
CD4+ -0.004 0.01 [-0.03.0.02] 63.62%
CD8+ -0.01 0.02 [-0.05. 0.01] 76.90%

NK 0.01 0.02 [-0.03. 0.06] 65.65%

Tabla 8. Resultados de la seleccidn de variables para el modelo de SG en pacientes tratados con
IPCI en monoterapia.

Variables Estimacion Error Est. IC 95% Prob. Efecto
Intercept 3.03 1.06 [0.94.5.19] -
Monocitos -0.06 0.02 [-0.10. -0.003] 98.72%
Treg 0.003 0.07 [-0.14.0.14] 52.18%
CD4+ 0.005 0.01 [-0.02.0.03] 65.70%
CD8+ 0.0001 0.01 [-0.03.0.03] 50.68%

NK -0.003 0.02 [-0.05. 0.04] 54.30%

Las Tablas 9 y 10 resumen los resultados del analisis de la cohorte que recibio IPCls
combinados con quimioterapia. Los resultados revelaron una fuerte asociacion entre las
células NK y los linfocitos T CD4+ con la SLP (probabilidades de efecto del 99,95% y 90%,
respectivamente), y con la SG, con probabilidades de efecto del 99,70% y 97,00%,
respectivamente.
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Tabla 9. Resultados de la seleccién de variables para crear el modelo de SLP en el grupo de IPCls
y quimioterapia.

Variables Estimacion Error Est. IC 95% Prob. efecto
Intercept 0.48 0.59 [-0.75.1.62] -

Monocitos -0.003 0.01 [-0.03.0.02] 59.90%
Treg 0.05 0.13 [-0.12. 0.45] 61.38%
CD4+ 0.02 0.01 [-0.004. 0.04] 92.22%
CD8+ 0.01 0.01 [-0.01. 0.04] 82.40%

NK 0.08 0.02 [0.04. 0.13] >99.99%

Tabla 10. Resultados de la seleccion de variables para crear el modelo de SG en el grupo de IPCls
y quimioterapia.

Variables Estimacion  Error Est. IC 95% Prob. efecto
Intercept 1.02 1.15 [-1.33.3.26] -

Monocitos -0.01 0.02 [-0.05. 0.01] 80.25%
Treg 0.02 0.11 [-0.17.0.35] 56.50%
CD4+ 0.04 0.02 [0.004. 0.07] 99.08%
CD8+ 0.01 0.02 [-0.01. 0.05] 78.97%

NK 0.07 0.03 [0.01.0.12] 99.38%

Nuestro objetivo fue construir un modelo simple, no invasivo y clinicamente
accesible basado en biopsias liquidas analizadas mediante citometria de flujo para
predecir el resultado clinico de los pacientes con aCPCNP tratados con IPCls. Por lo tanto,
a pesar del conocido impacto de otras variables en la SLP y la SG, no se consideraron dichas
variables para el modelado, excepto el uso de corticosteroides (> 10 mg de prednisona o
equivalente), dado que es sabido que su uso tiene un impacto significativo en los niveles
de células inmunes circulantes periféricas. Ademas, esta variable facilmente accesible
mejord el rendimiento del modelo.

4.1.4 Uso de puntos de corte para monocitos clasicos, células NKy
linfocitos T CD4+

Para ilustrar la capacidad predictiva de las variables seleccionadas (poblaciones
celulares) y cdmo estas se pueden utilizarse también con puntos de corte y no solo de
modo continuo, se programo un cadigo en bucle con analisis de Kaplan-Meier y regresion
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de Cox en RStudio para seleccionar un punto de corte éptimo con el mejor HR, asegurando
significacién estadistica en ambas cohortes. Siguiendo este procedimiento, se establecio
un punto de corte del 15% para los monocitos cldsicos en la estratificacion de pacientes
gue recibieron IPCls en monoterapia, mientras que se seleccionaron puntos de corte del
15% y 12% para los linfocitos T CD4+ y las células NK, respectivamente, en la cohorte que
recibié IPCls combinados con quimioterapia. También se consideré el uso de
corticosteroides, como se menciond anteriormente.

Por lo tanto, los pacientes que recibieron monoterapia con IPCls se subdividieron
en aquellos que no recibieron corticosteroides (< 10 mg de prednisona) y presentaron un
porcentaje de monocitos clasicos < 15% (Grupo 1), y aquellos que no cumplieron con estos
criterios (Grupo 2). El andlisis de supervivencia por Kaplan-Meier para la SLP mostré una
separacion entre los grupos propuestos (Figura 15), donde la mSLP fue de 11 meses (IC
95%: 8 a 18 meses) para el Grupo 1y de 3 meses para el Grupo 2, con IC95%: 2 a 7 meses
y HR=0,34 (p<0,0001). El analisis de SG arrojéo una mSG de 21 meses (IC 95%: 16 a 35
meses) para el Grupo 1y de 7 meses para el Grupo 2 (Figura 16) (IC 95%: 5 a 10 meses).
Estas diferencias fueron estadistica y clinicamente significativas (HR=0,37, p=0,00019).
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Figura 15. Representacion grafica de la SLP en la comparativa de los pacientes del grupo 1y
grupo 2. Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001).
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Figura 16. Representacion grafica de la SG en la comparativa de los pacientes del grupo 1y grupo
2. Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,00019).

La cohorte de pacientes con CPCNP que recibieron IPCls combinados con
guimioterapia se dividid en aquellos que no recibieron corticosteroides (< 10 mg de
prednisona) y mostraron valores > 12% para linfocitos T CD4+ y > 15% para células NK
(Grupo 3), y aquellos que no cumplieron con estos criterios (Grupo 4). El anilisis de
Kaplan-Meier para la SLP indicé una separacion entre los grupos propuestos (Figura 17),
con una mSLP de 20 meses (IC 95%: 11 a no alcanzada) en el Grupo 3 y de 4 meses en el
Grupo 4, con IC95%: 3 a 6 y HR=0,26 (p < 0,0001). El analisis de SG mostré que la mSG no
se alcanzo (IC 95%: no alcanzada a no alcanzada) en el Grupo 3, pero fue de 9,5 meses en
el Grupo 4, (IC 95%: 7 a 15). Estas diferencias fueron clinica y estadisticamente
significativas (HR=0,09, p=0,00006) (Figura 18).

Estos resultados demuestran que se podrian implementar clinicamente puntos de
corte especificos, aunque a costa de perder el poder predictivo de las variables continuas.
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Figura 17. Representacion grafica de la SLP en la comparativa de los pacientes del grupo 3y
grupo 4. Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001).
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Figura 18. Representacion grafica de la SG en la comparativa de los pacientes del grupo 3 y grupo
4. Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001).
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4.1.5 Creacion del modelo de respuesta a IPCls

Tras la selecciéon de variables, se aplicaron enfoques bayesianos para desarrollar
diferentes modelos predictivos en ambas cohortes de pacientes. Los modelos
desarrollados se integraron en un sistema de puntuacién que hemos denominado indice
de respuesta a inhibidores de punto de control inmunoldgico (ICIRS, del inglés Immune
Checkpoint Inhibitor Response Score). El uso de enfoques paramétricos para ajustar los
modelos permite formular ecuaciones que son mas faciles de interpretar e inferir en
comparacion con enfoques convencionales no paramétricos o semiparamétricos, como
los modelos de regresion de Cox.

El desarrollo de los modelos se basd en las variables previamente seleccionadas: los
monocitos clasicos para los IPCls en monoterapia, y en los linfocitos T CD4+ y las células
NK para los IPCls combinados con quimioterapia. Como se menciond anteriormente,
también se incluyd el uso de corticosteroides en el modelo. Todos los modelos mostraron
un rendimiento adecuado, con valores del indice de concordancia de Harrell (C-Index, del
inglés Harrell Concordance Index) de 0,64 y 0,65 para la SLP y la SG en la monoterapia con
IPCls, respectivamente, y de 0,74 y 0,75 para la SLP y la SG en el modelo de IPCls
combinados con quimioterapia, respectivamente.

Los valores del C-Index reflejan que los modelos desarrollados para la monoterapia
con IPCls tienen un menor poder predictivo, aunque siguen siendo aceptables. La Tabla
12 resume los predictores lineales (LP) y las escalas para los cuatro modelos desarrollados.
Usando estos parametros, se pueden formular y aplicar diferentes ecuaciones de calculo
de probabilidades. Esta ecuacién permite calcular la probabilidad de progresion de Ila
enfermedad o supervivencia en un momento especifico de evaluacidn:

Ecuacion 1:

log(evalsime) — LP
é scale

donde ¢ es la funcion de distribucidn acumulativa de la distribucién normal estandar (ver
Figura 19).
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z 0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09

0 0.50000 0.50399 0.50798 0.51197 0.51595 0.51994 0.52392 0.52790 0.53188 0.53586
0.1 0.53983 0.54380 0.54776 0.55172 0.55567 0.55962 0.56356 0.56749 0.57142 0.57535
0.2 0.57926 0.58317 0.58706 0.59095 0.59483 0.59871 0.60257 0.60642 0.61026 0.61409
0.3 0.61791 0.62172 0.62552 0.62930 0.63307 0.63683 0.64058 0.64431 0.64803 0.65173
0.4 0.65542 0.65910 0.66276 0.66640 0.67003 0.67364 0.67724 0.68082 0.68439 0.68793
0.5 0.69146 0.69497 0.69847 0.70194 0.70540 0.70884 0.71226 0.71566 0.71904 0.72240
0.6 0.72575 0.72907 0.73237 0.73565 0.73891 0.74215 0.74537 0.74857 0.75175 0.75490
0.7 0.75804 0.76115 0.76424 0.76730 0.77035 0.77337 0.77637 0.77935 0.78230 0.78524
0.8 0.78814 0.79103 0.79389 0.79673 0.79955 0.80234 0.80511 0.80785 0.81057 0.81327
0.9 0.81594 0.81859 0.82121 0.82381 0.82639 0.82894 0.83147 0.83398 0.83646 0.83891
1 0.84134 0.84375 0.84614 0.84849 0.85083 0.85314 0.85543 0.85769 0.85993 0.86214
1.1 0.86433 0.86650 0.86864 0.87076 0.87286 0.87493 0.87698 0.87900 0.88100 0.88298
1.2 0.88493 0.88686 0.88877 0.89065 0.89251 0.89435 0.89617 0.89796 0.89973 0.90147
1.3 0.90320 0.90490 0.90658 0.90824 0.90988 0.91149 0.91309 0.91466 0.91621 0.91774
1.4 0091924 0.92073 0.92220 0.92364 0.92507 0.92647 0.92785 0.92922 0.93056 0.93189
1.5 0.93319 0.93448 0.93574 0.93699 0.93822 0.93943 0.94062 0.94179 0.94295 0.94408
1.6 0.94520 0.94630 0.94738 0.94845 0.94950 0.95053 0.95154 0.95254 0.95352 0.95449
1.7 0.95543 0.95637 0.95728 0.95818 0.95907 0.95994 0.96080 0.96164 0.96246 0.96327
1.8 0.96407 0.96485 0.96562 0.96638 0.96712 0.96784 0.96856 0.96926 0.96995 0.97062
1.9 097128 0.97193 0.97257 0.97320 0.97381 0.97441 0.97500 0.97558 0.97615 0.97670
2 0.97725 0.97778 0.97831 0.97882 0.97932 0.97982 0.98030 0.98077 0.98124 0.98169
2.1 0.98214 0.98257 0.98300 0.98341 0.98382 0.98422 0.98461 0.98500 0.98537 0.98574
2.2 0.98610 0.98645 0.98679 0.98713 0.98745 0.98778 0.98809 0.98840 0.98870 0.98899
2.3 0.98928 0.98956 0.98983 0.99010 0.99036 0.99061 0.99086 0.99111 0.99134 0.99158
2.4 0.99180 0.99202 0.99224 0.99245 0.99266 0.99286 0.99305 0.99324 0.99343 0.99361
2.5 0.99379 0.99396 0.99413 0.99430 0.99446 0.99461 0.99477 0.99492 0.99506 0.99520
2.6 0.99534 0.99547 0.99560 0.99573 0.99585 0.99598 0.99609 0.99621 0.99632 0.99643
2.7 0.99653 0.99664 0.99674 0.99683 0.99693 0.99702 0.99711 0.99720 0.99728 0.99736
2.8 0.99744 0.99752 0.99760 0.99767 0.99774 0.99781 0.99788 0.99795 0.99801 0.99807
2.9 0.99813 0.99819 0.99825 0.99831 0.99836 0.99841 0.99846 0.99851 0.99856 0.99861
3 0.99865 0.99869 0.99874 0.99878 0.99882 0.99886 0.99889 0.99893 0.99896 0.99900
3.1 0.99903 0.99906 0.99910 0.99913 0.99916 0.99918 0.99921 0.99924 0.99926 0.99929

3.2 0.99931 0.99934 0.99936 0.99938 0.99940 0.99942 0.99944 0.99946 0.99948 0.99950
Figura 19. Valores de la distribucion normal estandar acumulada.

La ecuacion 2 se aplica para estimar percentiles (es decir, cuantiles) de progresion de la
enfermedad o supervivencia:

Ecuacion 2

eLP+scale*<1>‘1(q)

donde @~ es la funcidn cuantil de la distribucidn normal estdndar y q es el cuantil
deseado.
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Para ejemplificar el uso del modelo ICIRS, se escogieron de forma aleatoria dos
pacientes que recibieron IPCls en monoterapia (paciente 45) e IPCls en combinacién con
guimioterapia (paciente 80). La Tabla 11 muestra los porcentajes de NK, CD4+ y
monocitos, y si se utilizaron corticoides (ausencia de corticoides=0, lo que quita peso en
el modelo ICIRS; uso de corticoides=1).

Tabla 11. Valores en los analisis de citometria de dos pacientes aleatorios.

Paciente  Tratamiento Supervivencia Monocitos (%)  NK (%) CD4+ (%) Corticoides
45 IPCls PFS 5,83 30,58 33,51 0
80 IPClIs + quimio OS 38,2 4,04 12,68 1

El primer paso para usar manualmente la ecuacién ICIRS es calcular el predictor
lineal (PL) usando la férmula adecuada para cada opcién de tratamiento (IPCls o IPCls
combinados con quimioterapia) y para la estimacién deseada (SLP o SG), de acuerdo a lo
especificado en la Tabla 12.

Tabla 12. Predictores lineales y escala de los modelos ICIRS.

Predictor linear Escala

IPCI monoterapia — PFS 2,8813 — 0,0626*Monocitos — 0,6957*corticoides 1,4407

IPCI monoterapia — OS 3.5499 — 0,0695*Monocitos — 0,3828*corticoides 1,4479

IPCI + quimioterapia—SLP  0,6792 + 0,0776*NK + 0,0236*CD4+ — 0,6067*corticoides 1,1098

IPCI + quimioterapia — SG 1,1743 + 0,0672*NK + 0,0483*CD4+ — 0,8493*corticoides 1,2933

En el caso del paciente 45, para calcular la probabilidad de estimar la PFS a 12

meses, se deben seguir los siguientes pasos:

i) Calculo del valor del PL - PL=2.8813 -0.0626*5.83 -0.6957*0 = 2.5163.
ii) Estimacién de la probabilidad de SLP = Sustraer el valor del PL del logaritmo,
dividirlo por la escala en la ecuacion 1, y multiplicar el valor por -1.

Prob(SLP@12meses) = (log(12)-2.5163)/1.4407 = (2.4849 — 2.5163)/1.4407 = -0.0218=
$(0.0218)

Esto significa que la probabilidad de presentar SLP a 12 meses se da por el valor de la
funcion de la distribucion cumulativa de la distribucion normal estandar a x=0,0218. Al
observar este valor en una tabla de distribucién normal estandar o en una
calculadora/software estadistico. El resultado es:

Prob (SLP@12meses) = 0.5087 de progresidon a 12 meses.
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Para la estimacion de la mSLP, se debe sustituir el PL en la ecuacién 2 y establecer
g=0,5, lo que resulta en:

Estimacion de mSLP=e”(2.5163+1.4407*0)=12,38 meses

En el caso del paciente 80, se deben seguir los siguientes pasos para el cdlculo de
la probabilidad de mSG a 12 meses:

i) El PL se calcula al escoger la formula apropiada de la Tabla 12, e introduciendo
el valor de NK, CD4+ y valores de corticoides para obtener los siguientes
resultados:

LP =1,1743 + 0,0483*12,68 + 0,0672*4,04 -0,8493*1 = 1,2089

i) Estimacion de la probabilidad de SG = Sustraer el valor de PL del logaritmo y
dividirlo por la escala en la ecuacion 1y multiplicar el valor por -1.

Prob(SG@12meses) = (log(12)-1,2089)/1,2933 = (2,4849 — 1,2089)/1,2933 = 0,9866= ¢(-
0,9866)=0,1619

iii) Para la estimacion de la mSG, se debe usar la ecuacién 2 estableciendo gq=0,5,
planteando la siguiente expresion:

mSG= e” (1,2089+1,2933*d (-1) (0,5))

En esta expresion, de acuerdo con lo mencionado previamente, ¢ (-1) (0,5)=0. Por tanto,
la estimacidn final seria:

Estimacion mSG=e~1.2089=3,35 meses

Al comparar los resultados del modelo con la SLP y la SG real de los pacientes 45 y
80 respectivamente observamos que la prediccidon ha sido bastante acertada. En el caso
del paciente 45 encontramos que la SLP real es de 20 meses, por lo que la estimacion de
una probabilidad SLP a 12 meses del 51% es acertada, e indicaria que la respuesta a IPCls
es prolongada. En el caso del paciente 80 encontramos que la SG real es de 1,63 meses,
por lo que la estimacién de una probabilidad de SG a 12 meses sea del 16,19% y que la
mSG estimada sea de 3,35 meses es acertada, e indicaria que la respuesta a IPCls
combinados con quimioterapia es nula. En resumen, el modelo es capaz de dar una
estimacion acertada y puede utilizarse para predecir la respuesta al esquema de IPCI
utilizado. Como inconveniente, podemos encontrar que el modelo no tiene una precision
exacta, y presentaria dificultades para predecir casos extremos (por ejemplo, que el
paciente 45 se hubiera encontrado en el 16,19% de pacientes con dichos valores celulares
gue presentan una SG >12 meses).
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4.1.6 Desarrollo de herramientas que faciliten el uso clinico del ICIRS

Como se ha mostrado en el apartado anterior el uso manual del ICIRS es sencillo y

relativamente facil de interpretar. Sin embargo, uno de los objetivos de esta tesis era
facilitar al maximo el uso del sistema desarrollado. Con este objetivo en mente se decidid
desarrollar, por un lado, nomogramas para cada uno de los modelos (Figuras 20-23). Estos
nomogramas permiten el calculo sencillo y rdpido a pie de cama del ICIRS.
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Figura 20. Nomograma para SLP e IPCls en monoterapia.

paciente con los calculos deseados.
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Figura 21. Nomograma para SG e IPCls en monoterapia. Para su uso conectar los valores del

paciente con los calculos deseados.
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Figura 22. Nomograma para SLP e IPCls combinados con quimioterapia. Para su uso conectar los
valores del paciente con los calculos deseados.

83



0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
I}

Points
CD4+
NK

corticoids

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Total Points T T T T T T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
Event free at 6 months (%) T T T T T T T 1
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 06 0.7 0.8 0.9
Event free at 12 months (%) T T T T T T T T !
) . . . 0.1 0.2 0.3 04 05 08 07 0.8 0.9
Estimated median survival time T T T T T
20 40 60 80 100 120140

0427070 4
o
-
o
o
]
=]
]
1]
w
=]
w
]

Figura 23. Nomograma para SG e IPCls combinados con quimioterapia. Para su uso conectar los
valores del paciente con los calculos deseados.

Y por otro, una calculadora web (https://remote.iislafe.san.gva.es/sample-
apps/icirs score/). Esta aplicacién web libre y de facil acceso permite el célculo del ICIRS
de un modo amigable y sencillo (Figura 24). Para realizar una estimacion personalizada,
se debe de introducir el valor de NK, linfocitos T CD4+, monocitos, y el uso de corticoides
en el paciente. A continuacion, se da la opcién de estimacién de célculos en el nUmero de
meses deseado, por defecto la calculadora reportara la prediccién de SLP a 6 y 12 meses,
y la prediccion de SG a 12 y 24 meses.
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Data input:

ICIRS calculator:
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Results output:

PFS prediction at & and 12 months:
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Figura 24. Pantallas de rellenado de datos (imagen superior) y de resultados (imagen inferior)

de la aplicacion web del ICIRS.
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4.2 Analisis de datos de vida real de pacientes con aCPCNP
tratados en primera linea con IPCls

4.2.1 Caracteristicas basales

Para este estudio entre octubre de 2021 y diciembre de 2023 se reclutaron un total
de 247 pacientes diagnosticados con aCPCNP. Los pacientes habian recibido un IPCI (en
monoterapia o en combinacién con quimioterapia). Los datos a estudiar se obtuvieron de
la historia clinica electrénica de forma retrospectiva. La Tabla 13 muestra un resumen de
los datos recogidos. La mediana de edad de nuestra cohorte fue de 65 afios (rango 39-
85), v el 30% de los pacientes eran mujeres. Un 6,1% de la cohorte ha sido nunca
fumadora, un 59,1% habia fumado en el pasado, pero dejd el consumo tabaquico hace
>1 afio de tiempo con respecto al diagndstico. Respecto a comorbilidades, la mediana de
la cohorte fue de 3 (rango 0-13), y la mediana de nimero de farmacos concomitantes
previo al inicio del tratamiento fue de 5 (rango 0-21). El 68,8% de los pacientes presentd
una histologia de adenocarcinoma, el 23,9% de carcinoma escamoso, y el 7,3% presentd
otras histologias (por ejemplo, carcinoma de célula grande, indiferenciado, con
diferenciacion neuroendocrina...). El estadio inicial al diagndstico fue de I/1l en el 6,9% de
pacientes de la cohorte, mientras que el estadio inicial fue Ill en 15,8% de pacientes, y IV
en el 77,3%. La expresiéon tumoral de PD-L1 fue negativa en el 34,8% de los pacientes,
positiva (1-49%) en el 27,5% de pacientes, y alta (250%) en el 34,8% de los pacientes; un
7,8% de pacientes no disponian de muestra para determinacion de PD-L1 (agotada en el
diagnéstico inicial). Respecto a mutaciones concomitantes no incluidas en los criterios de
exclusion, estas se objetivaron en el 16,2% de pacientes, encontrando 22 pacientes (8,9%)
de pacientes con una alteracién en KRAS, alteracion en MET skipping exon 14 en 4
pacientes (8,9%), TP53 en 3 pacientes (1,6%), y en el homdlogo B del oncogén viral del
sarcoma murino v-RAF (BRAF, del inglés B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase)
V600E en 2 pacientes (0,8%). Otras mutaciones fueron detectadas en 9 pacientes (3,6%),
y se han reflejado en el pie de tabla; destacar la presencia de 1 paciente con una mutacion
clasica de EGFR dado que la NGS se realizé de forma posterior al inicio del tratamiento.

El estado general de los pacientes se midio por la escala ECOG, objetivando que un
22,3% de pacientes presentaron un ECOG 0, un 66,8% de pacientes ECOG 1, un 9,3% de
pacientes ECOG 2, y un 1,6% de pacientes se trataron con un ECOG 3-4. Un 26,3% de
pacientes debutaron con metastasis cerebrales, incluyéndose pacientes con lesiones
activas y que no habian recibido tratamiento previo. Respecto a los tratamientos
recibidos, un 34,8% de pacientes recibieron un IPCl en monoterapia, frente al 65,2% que
recibieron una combinacidn de IPCIs con quimioterapia, otros IPCls, y/o farmacos anti-
VEGF. Dentro de los esquemas de IPCls en monoterapia, un 31,6% de los pacientes
recibieron un farmaco anti-PD-1 (30% pembrolizumab y 1,6% cemiplimab), mientras que
un 2,8% llevaron atezolizumab (farmaco anti-PD-L1). Respecto a los esquemas de
combinacion lo mas frecuente fue la administracion de un doblete de platino con
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pemetrexed y anti-PD-1 (pembrolizumab o cemiplimab) ya que fue administrado a un
37,6% de pacientes (21,4% con carboplatino y 16,2% con cisplatino). El segundo esquema
farmacolégico mas utilizado, con un 17,4%, fue el doblete de platino con paclitaxel y
pembrolizumab en histologia escamosa. Los esquemas que combinaron anti-PD-1 con
anti-CTLA-4 y doblete de platino se administraron en el 8,6% de pacientes, mientras que
el esquema de combinacion de doblete de platino basado en paclitaxel con anti-PD-L1
(atezolizumab) y anti-VEGF (bevacizumab) se usé en un 2% de los pacientes.

En general, la mediana de ciclos de tratamiento fue de 7 (rango 1-63), y la mejor
respuesta de los pacientes fue de respuesta completa en el 6,9% de los pacientes,
respuesta parcial en el 41,3% de los pacientes, enfermedad estable en el 13,8% de los
pacientes, y progresion de enfermedad en el 38,1%. Un total de 17,8% de pacientes
tuvieron que suspender los IPCls por una toxicidad inmunorelacionada severa (grado >3).
De aquellos pacientes que progresaron en el tiempo, un 28,83% llevaron un tratamiento
sucesivo de segunda linea: un 15% de pacientes se enrolaron en un ensayo clinico con un
farmaco en investigacion, un 8,9% de pacientes llevaron quimioterapia basada en
docetaxel, y un 8,1% de pacientes un doblete de platino (en casos que en primera linea
recibieron solo un IPClI en monoterapia).

Tabla 13. Caracteristicas basales de los pacientes.

Descriptiva de los pacientes n="%

Edad, afos (mediana, rango) 65 (39-85)
Género

Varones 173 (70%)
Mujeres 74 (30%)
Habito tabaquico

Fumadores activos 86 (34,8%)
Exfumadores 146 (59,1%)
Nunca fumadores 15 (6,1%)
Numero de comorbilidades (mediana, rango) 3(0-13)
Numero de Farmacos (mediana, rango) 5(0-21)
Histologia

Adenocarcinoma 170 (68,8%)
Escamoso 59 (23,9%)
Otros 18 (7,3%)
Estadio inicial

I-11 17 (6,9%)

1] 39 (15,8%)
\Y 191 (77,3%)
Expresion PD-L1 (célula tumoral)

<1% 88 (34,8%)
1-49% 71 (27,5%)
>50% 88 (34,8%)
Mutaciones 40 (16,2%)
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KRAS 22 (8,9%)
MET skipping exon 14 4 (1,6%)
TP53 3(1,2%)
BRAF V600E 2 (0,8%)
Otras mutaciones (1) 9 (3,6%)
ECOG

0 55 (22,3%)
1 165 (66,8%)
2 23 (9,3%)
3-4 4 (1,6%)

Metastasis cerebrales al diagnéstico

65 (26,3%)

Tipo de tratamiento IPCI
Inmunoterapia en monoterapia
Inmunoterapia en combinacidn con otros farmacos

86 (34,8%)
161 (65,2%)

Tipo de esquema de quimioterapia (n = 161)
Doblete de platino que incluye pemetrexed

112 (69,6%)

Doblete de platino en combinacién con taxano +- anti-VEGF 49 (30,4%)
Esquema administrado

Pembrolizumab 74 (30%)
Atezolizumab 7 (2,8%)
Cemiplimab 4 (1,6%)

Carboplatino-Pemetrexed-Pembrolizumab
Carboplatino-Paclitaxel-Pembrolizumab

51 (20,6%)
43 (17,4%)

Cisplatino-Pemetrexed-Pembrolizumab 40 (16,2%)
Carboplatino-Pemetrexed-Nivolumab-Ipilimumab 12(4,9%)
Cisplatino-Pemetrexed-Nivolumab-Ipilimumab 8(3,2%)
Carboplatino-Paclitaxel-Bevacizumab-Atezolizumab 5(2%)
Carboplatino-Pemetrexed-Cemiplimab 2 (0,8%)
Carboplatino-Paclitaxel-Nivolumab-Ipilimumab 1(0,4%)

Ne ciclos (mediana, rango) 7 (1-63)
Mejor respuesta

Respuesta completa 17 (6,9%)
Respuesta parcial 102 (41,3%)
Enfermedad estable 34 (13,8%)
Progresion de enfermedad 94 (38,1%)
Toxicidad inmunoldgica severa (Grado 23) 44 (17,8%)
Tratamiento sucesivo 79 (28,83%)
Ensayo clinico 37 (15%)
Docetaxel 22 (8,9%)
Doblete de platino 20 (8,1%)

(1) En otras mutaciones se incluye: 1 caso de amplificacion de CDK4, 1 caso de
amplificacion de EGFR, 1 caso de mutacion de EGFR clasica (en este caso, la mutacion
se detecté de forma posterior al inicio del tratamiento), 1 caso de mutacion en
insercion del exdon 20 de EGFR, 1 caso de mutacion en HER2, 1 caso de mutacion en
FGFR1, 1 caso de mutacién en NRAS, y 1 caso de mutacidn en NUTM1, y 1 caso de
mutacion en IDH2.
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4.2.2 Datos globales de eficacia

La cohorte de estudio presenté una mSLP de 7 meses (IC 95%: 6 a 9 meses [Figura
25]), mientras que la mSG fue de 15 meses (IC 95%: 12 a 18 meses [Figura 26]).
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Figura 25. Representacion grafica de la SLP. Muestra una mSLP de 7 meses (IC 95% 6 a 9 meses).
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Figura 26. Representacion grafica de la SG. Muestra una mSG de 15 meses (IC 95% 12 a 18
meses).
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4.2.3 Comparativa de las variables basales

Para comprobar si existian diferencias entre las variables recogidas en la Tabla 13 en
los subgrupos a estudiar, se analizd la normalidad de las variables cuantitativas resultando
todas normales (p>0,05 en el test de Kolmogdrov-Smirnov), y se compararon todos los
subgrupos de estas por medio del coeficiente de correlaciéon de Pearson, objetivandose

o n
r

gue ninguna de las correlaciones fue relevante ya que ninguna de los valores de “r” en las
comparaciones fue superior a 0,7. Se observd una relacién entre presentar una edad
mayor a 70 afios, la presencia de 3 o mas comorbilidades (r=0,358; p=0,001), y la

polifarmacia (r=0,179; p=0,005); sin embargo, dado el valor de “r” ninguna de estas
relaciones fueron lo suficientemente fuertes como para que el papel de una de ellas

influyera de forma integra en el comportamiento independiente de la otra variable.

4.2.4 Eficacia por tipo de tratamiento recibido

A continuacion, se analizo la influencia de las diferentes variables recogidas en la
SLP y SG, incluyendo varias comparaciones que no estaban presentes en los ensayos
clinicos aprobatorios, pero que por practica clinica de vida real si que han sido estudiadas.
En las Figuras 27 y 28 se representa la SLP y la SG de la poblacion en funcion de si se utilizd
inmunoterapia en monoterapia (n=86) o en combinacién con otros farmacos (n=161;
guimioterapia, anti-CTLA-4, y/o anti-VEGF).
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Figura 27. Representacion grafica de la SLP al comparar pacientes que han recibido IPCls en
monoterapia frente aquellos que han recibido IPCls en combinacién con otros farmacos. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,43).
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Figura 28. Representacidon grafica de la SG al comparar pacientes que han recibido IPCls en
monoterapia frente aquellos que han recibido IPCls en combinacién con otros farmacos. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,73).

En aquellos pacientes que recibieron IPCls en monoterapia la mSLP fue de 7 meses
(IC 95%: 5 a 12 meses), mientras que aquellos pacientes que recibieron el IPCl en
combinacion fue de 8 meses (IC 95%: 7 a 9 meses). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre estas ramas (HR=0,89; p=0,43). Respecto a la mSG,
esta se situd en 16 meses en el grupo de IPCls en monoterapia (IC 95%: 10 a 29 meses)
mientras que fue de 16 meses en el grupo de combinacién (IC 95%: 12 a 28 meses). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre estas ramas de tratamiento
(HR=0,94; p=0,73).

4.2.5 Eficacia por histologia

Como se ha comentado en la introduccidon, dada la existencia de indicios de que la
histologia escamosa tiene una peor supervivencia con los IPCls, llegando al punto de que
se plantee que PD-L1 no sea predictivo de supervivencia, se compararon los pacientes con
histologia escamosa (n=59) y no-escamosa (n=188). Las Figuras 29 y 30 muestran los datos
de SLP y SG.
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Figura 29. Representacion grafica de la SLP estratificada por pacientes con histologia escamosa
y no-escamosa. No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,12).
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Figura 30. Representacidn grafica de la SG estratificada por pacientes con histologia escamosay
no-escamosa. Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,03).

Los pacientes con histologia no-escamosa presentaron una mSLP de 8 meses (IC
95%: 7 a 11 meses), mientras que aquellos con una histologia escamosa presentaron una
mMSLP de 7 meses (IC 95%: 5 a 9 meses). Estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (HR=0,76; p=0,11). La mSG fue de 18 meses (IC 95%: 13 a 29 meses) y 11
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meses (IC 95%: 7 a 19 meses) respectivamente. Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas (HR=0,67; p=0,03).

4.2.6 Eficacia por uso de pemetrexed

Dados los datos preclinicos mencionados en la introduccién que indican que
pemetrexed podria tener mayor capacidad de sinergia con los IPCls, se compard la SLP y
la SG estratificado por presencia (n=112) o ausencia de pemetrexed (n=135) en el
tratamiento de los pacientes. Las Figuras 31 y 32 muestran las curvas de supervivencia.
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Figura 31. Representacion grafica de la SLP en pacientes que han llevado quimioterapia basada
en pemetrexed, frente aquellos que han llevado otros esquemas de tratamiento. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,11).
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Figura 32. Representacion grafica de la SG en pacientes que han llevado quimioterapia basada
en pemetrexed, frente aquellos que han llevado otros esquemas de tratamiento. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p=0,019).

La mSLP en aquellos pacientes que recibieron pemetrexed fue de 9 meses (IC 95%:
7 a 15 meses), frente a 7 meses (IC 95%: 5 a 9 meses) en aquellos pacientes que recibieron
esquemas que no incluyeron dicho agente quimioterdpico. A pesar de esta tendencia, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambas cohortes (HR=0,79;
p=0,11). Por otra parte, la mSG fue respectivamente de 28 meses (IC 95%: 15 a 40 meses),
frente a 12 meses (IC 95%: 8 a 18 meses). Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas (HR=0,68; p=0,019).

4.2.7 Eficacia en funcion del ECOG

Dado que en los principales ensayos aprobatorios se incluyeron pacientes de ECOG
0 o 1 exclusivamente, se decidié comparar en un contexto de vida real si habia diferencias
entre dichas clasificaciones, e incluso con pacientes que pudieran haber sido tratados con
ECOG 2/3/4. Por tanto, se clasifico la cohorte en pacientes con ECOG 0 (n=55), ECOG 1
(n=165), y ECOG 2 (n=27). Las Figuras 33 y 34 muestran los datos de mSLP y mSG.
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Figura 33. Representacion grafica de la SLP en funcién del ECOG basal del paciente. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,1).

Supervivencia Global

SG ECOG 0 == ECOG 1 ECOG 2/3/4
1.00+
£0.75
=
(]
o)
o
S.0.501
©
2
P
B 0.25 HHEEEE—
p = 0.024 '
0.001
0 25 50 75 100
Meses

Figura 34. Representacion grafica de la SG en funcién del ECOG basal del paciente. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p=0,024).

Aquellos pacientes que presentaron al diagndstico un ECOG de 0 presentaron una
mSLP de 12 meses (IC 95%: 7 a 18 meses), mientras que aquellos con un ECOG de 1 la
mSLP fue de 8 meses (IC 95%: 6-9 meses), y en aquellos con un ECOG 2/3/4 la mSLP fue
de 4 meses (IC 95%: 3 a 8 meses). Estas diferencias no fueron estadisticamente
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significativas entre los subgrupos (p=0,1). Respecto a la mSG, esta fue de 28 meses (IC
95%: 17-55 meses), 15 meses (IC 95%: 11 a 22 meses), y 6 meses (IC 95%: 3 meses a no
alcanzada). Las diferencias entre estos subgrupos fueron estadisticamente significativas
(p=0,024).

4.2.8 Eficacia por edad avanzada

Dado que la edad avanzada se ha relacionado con efectos de inmunosenescencia
se decidio estudiar el efecto de edad avanzada en la eficacia del tratamiento. Para ello, se
tomoé el punto de corte de 70 afos (n=157 en < 70 afios; n=90 en > 70 afios) a pesa de la
discrepancia entre estudios aprobatorios que han estratificado por 65 o 75 afios. Las
Figuras 35 y 36 muestran los datos de SLP y SG.
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Figura 35. Representacion grafica de la SLP estratificado por edad superior o inferior a 70 aiios.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,86).

En el grupo de pacientes con <70 afios la mSLP fue de 7 meses (IC 95%: 6 a 9
meses), mientras que el grupo de 270 afios de edad fue de 8 meses (IC 95%: 5 a 13 meses).
No se objetivaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
(HR=1,03; p=0,86). Respecto a la mSG, esta fue de 17 meses (IC 95%: 12 a 29 meses) y 15
meses (IC 95%: 10 a 25 meses) respectivamente. Estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (HR=0,85; p=0,33). Por tanto, no se encontraron
diferencias significativas ni en la SLP ni en la SG.
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Figura 36. Representacion grafica de la SG estratificada por edad superior o inferior a 70 aios.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,33).

4.2.9 Eficacia por sexo

Dada la posible influencia de las diferencias en el sistema inmunoldgico en
funcién del sexo se decidid estudiar el efecto en funcidn de este parametro. Las figuras
37 y 38 muestran los datos de SLP y SG.

En el grupo de pacientes con sexo biolégico femenino la mSLP fue de 7 meses (IC
95%: 5 a 12 meses), mientras que en los pacientes con sexo bioldgico masculino fue de 8
meses (IC 95%: 7 a 10 meses). No se objetivaron diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos (HR=1,1; p=0,58). Respecto a la mSG, esta fue de 23 meses (IC 95%:
10 a 37 meses) y 15 meses (IC 95%: 11 a 21 meses) respectivamente. Estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas (HR=0,86; p=0,42). Por tanto, no se encontraron
diferencias significativas ni en la SLP ni en la SG.
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Figura 37. Representacion grafica de la SLP estratificada por sexo. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p=0,58).
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Figura 38. Representacion grafica de la SG estratificada por sexo. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p=0,42).

4.2.10Eficacia en funcion del niumero de comorbilidades

Se selecciond como marcador subrogado de edad bioldgica mas avanzada aquellos
pacientes que presentaron mas de 3 comorbilidades crénicas al diagndstico (n=158), y se
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comparo con aquellos pacientes que presentaban <2 comorbilidades (n=89). Las Figuras
39 y 40 muestran los datos de SLP y SG.
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Figura 39. Representacion grafica de la SLP estratificada por la presencia o ausencia de 23
comorbilidades. No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,16).
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Figura 40. Representacion grafica de la SG estratificada por la presencia o ausencia de 23
comorbilidades. Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,043).
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En el grupo de pacientes con <3 comorbilidades la mSLP fue de 9 meses (IC 95%:
7 a 13 meses), mientras que en aquellos pacientes con >3 comorbilidades fue de 6 meses
(IC95%: 5 a 9 meses). Estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (HR 0,81;
p =0,16). Respecto a la mSG esta fue de 28 meses (IC 95%: 15 a 35 meses) y 12 meses (IC
95%: 9 a 19 meses), siendo estas diferencias estadisticamente significativas (HR=0,71;

p=0,04).

4.2.11Eficacia en funcion de polifarmacia

Otro de los factores que puede influir sobre la eficacia de los esquemas de
tratamiento antineopldsicos y evolucidén del aCPCNP es la presencia de polifarmacia. Con
el objetivo de estudiar su efecto, se clasificd los pacientes en aquellos que tomaban un
nuimero de farmacos <4 (n=136) y en aquellos que tomaban un nimero >5 (n=111). Las
Figuras 41 y 42 muestran los resultados de SLP y SG.
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Figura 41. Representacion grafica de la SLP en funcidn de la presencia o ausencia de polifarmacia
en los pacientes. No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,27).
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Figura 42. Representacion grafica de la SG en funcion de la presencia o ausencia de polifarmacia
en los pacientes. No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,069).

En aquellos pacientes con un consumo de menos de 5 farmacos de forma crénica
la mSLP fue de 9 meses (IC 95%: 7 a 12 meses), mientras que aquellos pacientes con 25
farmacos la mSLP se situé en 6 meses (IC 95%: 5 a 9 meses). Estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (HR=0,85; p=0,27). En cuanto a la mSG, esta fue de 22
meses (IC 95%: 15 a 29 meses) y 11 meses (IC 95%: 8 a 19 meses) respectivamente. Estas
diferencias no alcanzaron tampoco la significacion estadistica (HR=0,75; p=0,07). En
resumen, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para las
supervivencias estudiadas (SLP, SG).

4.2.12 Eficacia en funcion de metdastasis cerebrales

Dados los pocos datos disponibles de pacientes con metastasis cerebrales activas,
se analizaron los datos de vida real que incluyeron pacientes que presentaban lesiones
con estas caracteristicas (n=65) y se compararon con aquellos pacientes sin metastasis
cerebrales al inicio de la primera linea de tratamiento con IPCls (n=182). Las Figuras 43 y
44 muestran los datos de SLP y SG.

101



Supervivencia Libre de Progresion

SLP Ausencia de metastasis cerebrales =+ Metastasis cerebrales al diagnéstico

1.00 1
£0.75-
=
©
Q0
o
2 0.50 1 L"u
©
=
g
@ 0.251

p =042 ——H — ;
0.00
0 30 60 20
Meses

Figura 43. Representacion grafica de la SLP estratificado por la presencia o ausencia de
metastasis cerebrales en los pacientes. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,42).
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Figura 44. Representacion grafica de la SG estratificado por la presencia o ausencia de metastasis
cerebrales en los pacientes. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p=0,45).

En el grupo de pacientes sin metdstasis cerebrales la mSLP fue de 8 meses (IC 95%:
7 a 10 meses) mientras que en aquellos con metastasis cerebrales fue de 7 meses (IC 95%:
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5 a 12 meses). Estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (HR=0,87;
p=0,42). En relacién con la mSG, esta se situé en 17 meses (IC 95%: 12 a 28 meses) y 13
meses (IC 95%: 8 a 22 meses) respectivamente, no siendo estas diferencias
estadisticamente significativas (HR = 0,87; p = 0,45). En resumen, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para las supervivencias estudiadas (SLP, SG).

4.2.13Eficacia en funcion de la presencia de mutaciones sin tratamiento
dirigido aprobado
Se valoro las diferencias en mSLP y mSG en aquellos pacientes en los que se
detectd una mutacion (n=40) que no presentaba un tratamiento dirigido aprobado en

primera linea (KRAS, BRAF...) frente a aquellos en los que no se detectd (n=207). Las
Figuras 45 y 46 muestran las curvas de SLP y SG.
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Figura 45. Representacidn grafica de la SLP en funcidn de la presencia o ausencia de mutaciones
dirigidas sin tratamiento aprobado en primera linea. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p=0,63).
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Figura 46. Representacidn grafica de la SG en funcidn de la presencia o ausencia de mutaciones
dirigidas sin tratamiento aprobado en primera linea. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p=0,92).

Los pacientes que no presentaron una mutacion sin tratamiento dirigido aprobado
presentaron una mSLP de 8 meses (IC 95%: 7 a 9 meses), mientras que aquellos pacientes
con una mutacidn de estas caracteristicas presentaron una mSLP de 5 meses (IC 95%: 4 a
16 meses). Estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (HR=0,91; p=0,63).
Respecto a la mSG, esta fue de 16 meses (IC 95%: 11 a 23 meses) y de 21 meses (IC 95%:
10 a 40 meses) respectivamente. Estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (HR=1,02; p=0,92). En resumen, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para las supervivencias estudiadas (SLP, SG).

4.2.14 Eficacia en pacientes que presentaron una toxicidad por IPCls severa

Se ha planteado la asociacion entre toxicidad secundaria a los IPCls y respuestas
prolongadas, por lo que se compard aquellos pacientes que presentaron una toxicidad
autoinmune que obligd a parar el tratamiento por IPCls (n=44) con aquellos que no
presentaron esta toxicidad (n=203). Las Figuras 47 y 48 muestran los resultados de mSLP
y mSG.
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Figura 47. Representacion grafica de la SLP estratificada por aquellos pacientes que presentaron
0 no una toxicidad grave por inmunoterapia. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,14).
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Figura 48. Representacion grafica de la SG estratificada por aquellos pacientes que presentaron
0 no una toxicidad grave por inmunoterapia. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,57).

Los pacientes que necesitaron discontinuar la inmunoterapia por una toxicidad
inmunorrelacionada severa presentaron una mSLP de 11 meses (IC 95%: 7 a 18 meses),
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mientras que aquellos que no lo necesitaron por no presentar toxicidad, o una mas leve,
tuvieron una mSLP de 7 meses (IC 95%: 6 a 9 meses). Esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (HR=0,75; p=0,14). En relacidon con la mSG, esta fue de 19
meses (IC 95%: 11 meses a no alcanzada) y 15 meses (IC95%: 11 a 25 meses), sin que esta
diferencia fuera estadisticamente significativa (HR=0,88; p=0,57). En resumen, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para las supervivencias
estudiadas (SLP, SG).

4.2.15 Eficacia en funcidn del nivel de expresion de PD-L1

Para evaluar el unico biomarcador utilizado en la practica clinica en este escenario,
la expresion tumoral de PD-L1, se compard los pacientes en funcién de la expresién de
PD-L1. Con este objetivo se dividid a los pacientes en: PD-L1 negativo (n=88), positivo (1-
49%; n=71), y altos expresores (250%; n=88). Las Figuras 49 y 50 muestran los datos de
mSLP y mSG.
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Figura 49. Representacion grafica de la SLP estratificado por la expresién tumoral de PD-L1 de
los pacientes. No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,44).
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Figura 50. Representacion grafica de la SG estratificado por la expresion tumoral de PD-L1 de los
pacientes. No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,36).

En los pacientes con un PD-L1 negativo la mSLP fue de 7 meses (IC 95%: 6 a 10
meses), en aquellos con PD-L1 positivo fue de 9 meses (IC 95%: 7 a 12), y en aquellos con
alta expresiéon de PD-L1 fue de 7 meses (IC 95%: 5 a 14 meses). Estas diferencias entre los
subgrupos no fueron estadisticamente significativas (p=0,44). Respecto a la mSG, los
resultados fueron de 14 meses (IC 95%: 9 a 28 meses), 18 meses (IC 95%: 12 a 30), y de
16 meses (IC 95%: 10 a 55 meses) respectivamente. Estas diferencias entre los subgrupos
no fueron estadisticamente significativas (p=0,36). En resumen, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para las supervivencias estudiadas (SLP, SG).
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5 Discusion
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5.1 Busqueda de biomarcadores de respuesta a IPCls en el
tratamiento de primera linea del aCPCNP

En los ultimos afios se han propuesto diferentes marcadores moleculares
tumorales y del estroma para anticipar la eficacia de la inmunoterapia en el aCPCNP. Sin
embargo, solo la expresion tumoral de PD-L1 ha llegado a la practica clinica [27,28], a
pesar de sus limitaciones conocidas [18,107,114]. Por ello, existe la necesidad clinica de
encontrar marcadores menos invasivos y rentables para identificar de una forma mas
segura qué pacientes con CPCNP se beneficiaran de recibir IPCls en monoterapia o
combinados con quimioterapia. Recientemente, como se ha comentado en la
introduccion, se ha destacado que, ademas de los linfocitos T, otras células inmunes
desempeiian un papel importante, no solo en la vigilancia inmunitaria del cadncer [222—-
224], sino también en la definicidén de la eficacia de los IPCls [223-226]. En el analisis de
la cohorte prospectiva examinamos si las principales poblaciones de células inmunes
periféricas a partir de una biopsia liquida en sangre basal tienen una relacion con la SLP y
la SG al emplear IPCls, combinados o no con quimioterapia, en el tratamiento del CPCNP.

Considerando que, en la mayoria de los paises europeos, la seleccién de IPCls
combinados o no con quimioterapia como tratamiento del aCPCNP en primera linea se
basa principalmente en la expresion de PD-L1, decidimos evaluar por separado estas dos
cohortes de aCPCNP. Para ello agrupamos los pacientes reclutados en: i) pacientes que
recibieron IPCIs en monoterapia (PD-L1 > 50%) y ii) aquellos tratados con IPCls
combinados con quimioterapia (PD-L1 < 50%). Nuestras dos cohortes fueron comparables
en términos de sus caracteristicas demograficas y variables clinicas basicas, excepto por la
expresion de PD-L1 (Tabla 5).Sin embargo, las dos cohortes seleccionadas presentaron
una mSG menor en comparacion con los datos de los ensayos clinicos de aprobacion de
IPClIs [7-9,12,13,37,38,42]. En nuestra cohorte la mSG fue de 14 meses, frente a los 19-
26 meses de dichos ensayos. Una posible explicacidon a este hecho podria ser que, los
pacientes fueron incluidos independientemente de la localizacion de las metastasis o un
peor estado general al diagndstico, medido por el ECOG o el nimero de comorbilidades.
Ademas, en nuestro estudio se combinaron los datos de pacientes con histologia
escamosa y no escamosa. Tal y como comentaremos en los datos de la cohorte de vida
real, nuestros criterios de inclusién representan un escenario de datos del mundo real,
con tasas de supervivencia comparables a otras series de datos del mundo real
publicadas [227,228].

Existe, por tanto, la necesidad de disponer de biomarcadores capaces de predecir
la respuesta al tratamiento en primera linea de aCPCNP. Nuestro objetivo era comprobar
si las poblaciones celulares circulantes obtenidas por biopsia liquida de sangre periférica,
un procedimiento poco invasivo, estaban asociadas o no con la SLP y la SG. Con este fin se
realizé una citometria de flujo de estas poblaciones celulares, estudiandose si sus niveles
basales estaban relacionados con la prediccidn de la SLP y SG en pacientes que recibieron
IPCls en primera linea de tratamiento.
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles basales
de las poblaciones celulares circulantes, y se excluyeron los niveles mas bajos de linfocitos
T CD8+ en la cohorte de IPCls mas quimioterapia, en comparacion con los sujetos sanos y
la cohorte de monoterapia con IPCls. Esto descartd cualquier sesgo basal que pudiera
desviar los modelos matematicos para asociar las poblaciones celulares con la SLP y la SG.

Basandonos en una probabilidad bayesiana de efecto > 90%, se seleccionaron los
monocitos clasicos para la cohorte de monoterapia, mientras que las células NK y los
linfocitos T CD4+ fueron seleccionados para la cohorte de IPCls combinados con
gquimioterapia. Como se ha mencionado previamente, otras variables relacionadas con el
deterioro funcional, como el estado funcional (ECOG) o la presencia de enfermedad del
sistema nervioso central, tienen un impacto significativo en la SLP y la SG [229,230]. Sin
embargo, se decidid no incluirlas en nuestro enfoque de creacién de un modelo sencillo
adaptable a la clinica, ya que el objetivo era centrarse especificamente en el poder
predictivo de las células inmunes circulantes y desarrollar una herramienta sencilla de
analisis. Como Unica excepcion, se incluyd el uso de corticoides, debido a su conocido
impacto en los niveles de células inmunes circulantes [231] y en la posible eficacia de los
IPCls en el tratamiento del CPCNP [232,233]. Ademas, la inclusidon de corticoides mejord
el rendimiento del modelo, aumentando el indice de concordancia (C-Index) entre 0,1 y
0,2 (Tabla 12).

En cuanto al uso de IPCls en monoterapia, los monocitos cldsicos fueron
seleccionados como el principal predictor, confirmando que la adicion de quimioterapia
modifica el sistema inmunoldgico periférico, y que diferentes actores pueden intervenir
en ambas cohortes. Este hallazgo podria estar relacionado con la asociacion reportada
entre los macréfagos M2 inmunosupresores y una peor respuesta a los IPCls [234]. Este
fendmeno puede no afectar a la cohorte de combinacidn, ya que los macrofagos M2
podrian ser modulados o eliminados por la quimioterapia. Las células NK y los linfocitos T
CDA4+ periféricos no predicen la respuesta a los IPCls en monoterapia, lo que puede estar
asociado con la presencia de células NK exhaustas y pocos linfocitos T CD4+ estimulantes
[235]. Estas células exhaustas podrian renovarse en la cohorte de combinacién debido a
los efectos previamente mencionados de la quimioterapia sobre la respuesta inmunitaria
[113,236,237].

La diferente seleccidn de las poblaciones celulares segun la cohorte de CPCNP
analizada, dependiente de la expresidon tumoral de PD-L1, puede explicarse parcialmente
por el impacto conocido de la quimioterapia en el sistema inmune. Este tratamiento
mejora la vigilancia inmunitaria contra las células tumorales [238,239] y se ha sugerido
gue su combinacion con IPCls puede generar un efecto aditivo o sinérgico al renovar el
reservorio de PBMCs, eliminar células inmunes exhaustas, fomentar el crecimiento de
nuevas células efectoras y generar nuevos neoantigenos que desencadenen una respuesta
inmunitaria [113,236,237].
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Las células NK y los linfocitos T cooperan para restringir el crecimiento tumoral,
subrayando el papel de las células NK en la configuraciéon de respuestas inmunes
adaptativas contra el cancer. De hecho, se ha encontrado una mayor incidencia de
neoplasias en pacientes con disfuncion de las células NK, y una actividad periférica
disminuida de estas células se asocia con un aumento en la incidencia de carcinomas
[240]. Aunque el objetivo de este estudio no fue proporcionar informaciéon mecanicista,
los datos publicados indican que los linfocitos T CD4+ en conjunto con las células NK
pueden maximizar el efecto antitumoral, lo que respalda nuestros hallazgos [241].

El siguiente paso una vez seleccionadas las poblaciones celulares que mostraron
una asociacion con la respuesta fue la modelizacién de los datos y el desarrollo de un
modelo de facil interpretacion continuo que prediga la respuesta a los IPCls de los
pacientes con aCPCNP, el modelo ICIRS. Se desarrollaron diferentes modelos para ambos
esquemas de tratamiento (IPCls en monoterapia o combinados con quimioterapia). Estos
modelos permiten calcular de forma continua y personalizada la probabilidad de SLP y SG
aun tiempo dado. En general, los modelos predictivos disefiados para evaluar la respuesta
a los IPCls en monoterapia mostraron un menor poder de prediccion, con un C-Index de
0,64 y 0,65 para la SLP y SG, frente al C-Index de 0,74 y 0,75 en pacientes que recibieron
IPCls combinados con quimioterapia. Los modelos desarrollados fueron integrados en el
sistema ICIRS, que estima las probabilidades de progresiéon y supervivencia en un
momento dado. Estos modelos estan basados en ecuaciones matematicas facilmente
interpretables y que se pueden inferir de forma manual, permitiendo que el sistema ICIRS
estime las probabilidades de progresion y supervivencia para todos los escenarios de
forma unificada. Ademas, se desarroll6 una calculadora web de acceso abierto
(https://remote.iislafe.san.gva.es/sample-apps/icirs_score/) para facilitar la

implementacion clinica del sistema ICIRS. La calculadora ofrece por defecto la SLP a los 6
y 12 meses y la SG a los 12 y 24 meses, aunque también se pueden usar otros intervalos
de tiempo.

Como principales ventajas del modelo ICIRS encontramos una valoracién continua
de multiples variables de forma integrada, y la posibilidad de plantear ante un paciente
determinado las estimaciones con el modelo de IPCls en monoterapia o el de IPCls
combinados con quimioterapia. Como desventajas, encontramos que el modelo ofrece
estimaciones de probabilidades, y a pesar de que la estimacién sea acertada, los casos
extremos pueden diferir con respecto a dichas estimaciones.

Como se ha mostrado en los resultados el ICIRS también permite el uso de puntos
de corte, aunque presenta el sesgo de no dar una valoracién continua del caso. De hecho,
en caso de realizar un cédigo de bucle de Kaplan-Meier y regresion de Cox por RStudio,
existirian multiples fluctuaciones en estos puntos de corte (p. ej. que la HR descienda a
0,30 en un porcentaje determinado, suba a 0,40 en el siguiente, y vuelva a bajar a 0,30 en
otro), existiendo la posibilidad de elegir multiples porcentajes de poblaciones celulares.
En el caso de incluir mas de dos variables, no puede encontrarse un area bajo la curva

111


https://remote.iislafe.san.gva.es/sample-apps/icirs_score/

Optima. Aunque hemos demostrado que se pueden aplicar valores de corte
preestablecidos para las variables seleccionadas, recomendamos usar el sistema ICIRS, ya
gue proporciona una evaluacion mas personalizada, siendo una herramienta para realizar
medicina de precisidn. Actualmente, los biomarcadores clinicos se basan principalmente
en puntos de corte de laboratorio que clasifican a los pacientes en subgrupos, lo que
finalmente dicta el tratamiento a aplicar. Por ejemplo, un paciente con aCPCNP con una
expresion de PD-L1 del 49% recibiria IPCls combinados con quimioterapia, mientras que
otro con una expresion del 50% recibiria IPCls en monoterapia. Es razonable admitir que
esta diferencia minima no deberia determinar el tratamiento a utilizar. Ademas, se ha
reportado que pacientes con altos valores de expresién de PD-L1 que no responden a los
IPCls en monoterapia podrian beneficiarse de la quimioterapia [7,14,34,242]. Tras su
validacidn, el sistema ICIRS podria ser util para decidir si el uso de quimioterapia es
aconsejable o no. En la mayoria de los hospitales europeos, un paciente con una expresion
de PD-L1 > 50% recibiria IPCls en monoterapia [27,28]. A modo de ejemplo, un paciente
seleccionado aleatoriamente de nuestra cohorte con una expresion de PD-L1 > 50%
recibié IPCls en monoterapia y presentd una SLP y SG de 6 meses y 18,21 meses,
respectivamente. El sistema ICIRS, basado en los porcentajes reales de células NK, células
T CD4+ y monocitos (17,9% y 19,48%), proporcionaria una probabilidad de no progresién
alos 12 meses del 28,39% (IC 95%: 19,37 a 39,04) para IPCls en monoterapia, y del 51,11%
(IC 95%: 36,3 a 65,78) para IPCls combinados con quimioterapia. El analisis de las
probabilidades obtenidas sugiere que emplear quimioterapia en combinacién con IPCls
podria haber sido una mejor opcidn para retrasar la progresion del paciente.

En comparacidn, estudios previos han evaluado subgrupos de células circulantes
en sangre periférica como posibles biomarcadores, pero han mostrado limitaciones
criticas que dificultan su traslacion a la clinica. Entre estas limitaciones se incluyen: el uso
de un numero reducido de pacientes [204,205,243]; la heterogeneidad en las
caracteristicas de las cohortes (por ejemplo, inclusion de pacientes independientemente
del nimero de lineas de tratamiento previas recibidas, o la falta de separacién entre
pacientes que recibieron IPCls en monoterapia o combinados con quimioterapia) [204—
209]; el uso de metodologias dificiles de implementar en la practica clinica [204,206,210];
o la utilizacién de IPCls que no estan aprobados por la FDA o la EMA para el tratamiento
del CPCNP [244]. Con el objetivo de solventar alguna de estas limitaciones, en nuestro
grupo de investigacién decidimos plantear un modelo que fuera facil de implementar en
la practica clinica, y que no requiriera realizar técnicas complejas de integrar en un
sistema sanitario (p. ej. deteccidon de subgrupos celulares muy concretos). Para ello se
buscd realizar un procedimiento poco invasivo y que se pueda realizar de forma
homogénea en centros de nivel primario, secundario o terciario. El modelo ICIRS requiere
Unicamente la realizacion de una citometria de flujo, procedimiento ya integrado en la
mayoria de los hospitales, y el uso del modelo ICIRS para el calculo de las probabilidades
de supervivencias. Una de las principales debilidades de los estudios que han publicado
datos de poblaciones celulares en biopsia liquida de sangre periférica es la complejidad
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de las técnicas que realizaron, puesto que no se usan en la practica clinica asistencial
[169,204,206,209,210]. A pesar de que su uso no esta extendido a nivel de la practica
clinica en la oncologia médica, las poblaciones celulares necesarias estan implementadas
en la citometria de flujo en las unidades de enfermedades infecciosas que llevan el
seguimiento de paciente con virus de inmunodeficiencia humano [245,246], y en los
servicios de hematologia para el seguimiento de pacientes con neoplasias hematoldgicas
[247-249].

En los ultimos afios se han planteado diversos modelos predictivos basados en
pardmetros inflamatorios obtenidos a partir de biopsia liquida de sangre periférica
[212,213,250], aunqgue solo unos pocos se han probado en el escenario de primera linea
de tratamiento de pacientes tratados con IPCls. El problema del uso del dNLR o el modelo
GRim es que estan preparados para valorar si un paciente se beneficiaria mas del uso de
IPCls en monoterapia o de quimioterapia, algo que queda obsoleto en el escenario actual,
puesto que actualmente la duda radica en si utilizar IPCls en monoterapia, o combinados
con otros fdrmacos. En cambio, el modelo ICIRS cuenta con poblaciones homogéneas de
primera linea de tratamiento, incluyendo pacientes tratados con combinacién de IPCls y
guimioterapia, tiene en cuenta las variables de forma continua al haber aplicado
estadistica bayesiana, evitando los sesgos de los puntos de corte de la estadistica
frecuentista, y tiene la fortaleza de que puede perfeccionarse con la validacién y aplicacion
del modelo en otras cohortes similares puesto que en la estadistica bayesiana se puede
mejorar la precision del modelo con la incorporacion de datos sucesivos de cohortes.

En resumen, nuestro modelo seria el primero que tiene en cuenta la
personalizacidn y separacion entre IPCls en monoterapia e IPCls combinados con otros
farmacos (principalmente quimioterapia), y permitiria diferenciar aquellos pacientes que
se beneficiarian de una u otra actuacidon en mayor medida, respondiendo a la duda que
hay planteado en el paradigma actual de la primera linea en el aCPCNP. Ademas, su
implementacion clinica es muy sencilla y permitiria su uso generalizado.

Para facilitar su uso, ademads de dejar los datos de las ecuaciones utilizadas para
que se pueda analizar cualquier otra cohorte, se desarrollaron nomogramas (Figuras 20,
21, 22 vy 23) que simplificaran el célculo, y una aplicacion web
(https://remote.iislafe.san.gva.es/sample-apps/icirs_score/).

El sistema ICIRS se basa en un analisis simple de citometria, gestién automatica
de datos y es facilmente adaptable a la practica clinica. Sin embargo, para su
implementacion clinica, el ICIRS debe ser validado de manera mas exhaustiva. Es
necesario probarlo en otros escenarios clinicos en los que la expresion tumoral de PD-L1
no se utilice para la estratificacién de pacientes con CPCNP. Quizas, con la reciente
financiacion del esquema de carboplatino-pemetrexed/paclitaxel-cemiplimab en todos
los pacientes, independientemente de la expresidn tumoral de PD-L1, se puede valorar en
un contexto sin expresion tumoral de PD-L1.
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Ademas, las predicciones para los IPCls en monoterapia son menos precisas y
deben refinarse mediante la inclusidon de un mayor niumero de pacientes, lo que permitiria
recalcular los coeficientes del modelo. A pesar de sus limitaciones, hasta donde sabemos,
el ICIRS no solo representa el primer intento de modelar los niveles pretratamiento de
poblaciones especificas de células periféricas como biomarcadores personalizados de
respuesta a IPCls, combinados o no con quimioterapia en el tratamiento del aCPCNP, sino
también una herramienta futura que podria ayudar a tomar decisiones médicas sobre si
utilizar IPCls en monoterapia o IPCls combinados con quimioterapia.

5.2 La necesidad de datos de vida real para optimizar el
tratamiento del aCPCNP con IPCls

El aCPCNP ha experimentado una revolucion con la entrada de los IPCls en primera
linea de tratamiento, consiguiendo que un 20-30% de pacientes que debutan con una
enfermedad avanzada/metastasica puedan encontrarse en una situacion en la que la
enfermedad esta cronificada a largo plazo, e incluso en respuesta completa . Sin embargo,
estos ensayos clinicos [9,10,34,35,38] arrojaron multiples dudas, que se han comentado
previamente en la introduccién, como la ausencia de biomarcadores fiables [28,104],
dudas en el perfil de paciente que se beneficia en mayor medida del uso de IPCls, o cudl
es el esquema mas adecuado que se deberia utilizar en cada situacion. Uno de los puntos
en los que mas se deberia realizar hincapié es en el perfil de pacientes, sobre todo
aquellos que estan infrarrepresentados en los ensayos clinicos: pacientes de edad
avanzada, pacientes con un gran numero de comorbilidades, o pacientes con metastasis
cerebrales [200,251]. Otro punto clave pendiente de aclarar es la busqueda del mejor
farmaco con el que combinar los IPCls, sea quimioterapia o nuevos IPCls. Actualmente
estdn en marcha distintos ensayos clinicos para tratar de responder esta cuestidon
[252,253], aun asi el numero de ensayos destinados a encontrar el mejor esquema de
combinacidn de quimioterapia es bajo. Por tanto, los Unicos datos disponibles se han
extraido por comparacién de diferentes ensayos en revisiones sistematicas y metaanalisis
[254,255]: Peng et al. plantean en base a un meta-analisis por una red bayesiana analizar
cudl es la mejor opcidn de tratamiento para pacientes con aCPCNP con PD-L1 negativo, a
partir de 14 posibles regimenes [254]. Tras analizar todos, se llegd a la conclusién de que
el grupo de IPCls sumados a quimioterapia y anti-VEGF o anti-CTLA-4 presentaron un
mayor beneficio (probabilidad del 72,9%). Liu et al. realizaron otro metaandlisis por red
bayesiana en el que buscaron analizar las estrategias de tratamiento de primera linea de
aCPCNP tratados con IPCls [255]. A partir de 16 estudios y 10 combinaciones de IPCls se
planted que los pacientes tratados con anti-PD-1 se asociaban con una mayor
supervivencia que los farmacos anti-PD-L1, y entre los anti-PD-1, la combinacion de
guimioterapia con pemetrexed o con anti-CTLA-4 fue superior. Estos estudios pueden
servir de guia, pero presentan multiples sesgos, a destacar el sesgo de comparar multiples
ensayos diferentes. Nuestro analisis de datos de vida real se plantea en un escenario de
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practica clinica habitual, lo que permitira discernir de una forma éptima el uso de los IPCls
en un hospital de tercer nivel, fuera del contexto restrictivo de un ensayo clinico.

Los ensayos aprobatorios que incluyeron pacientes con IPCls o IPCls en
combinacidn con quimioterapia mostraron mSG muy prolongadas en comparacién con
otro estudios de datos de vida real o nuestra cohorte [227,228,256], del orden de 22-26
meses, con un grupo de pacientes (20-30%) que presentaron supervivencia a mds de 5
anos [7,8,37,38,42]. Sin embargo, los datos de vida real con estos tratamientos sugieren
que probablemente la mPFS y mSG sean inferiores a las de los pacientes incluidos en
ensayos clinicos aprobatorios [8,9,35,37,38].

En el caso de nuestra cohorte las variables basales estaban bien balanceadas y
fueron comparables, a excepcion de la expresién de PD-L1 (dadas las aprobaciones de los
esquemas de IPCls en monoterapia y en combinacién). Dado que no se establecidé ningun
filtro/limitacion en los criterios, permitiendo la entrada de todos aquellos pacientes
tratados con IPCls (con monoterapia o en combinacidn con quimioterapia), los datos estan
mas cercanos a aquellos estudios que apuntan a una mSLP y mSG a la baja. La mSLP y
mSG de nuestra cohorte fue inferior a los datos disponibles de los ensayos clinicos
aprobatorios; esto podria deberse a la presencia de factores en los pacientes que podrian
afectar la eficacia de los IPCls, como la presencia de metdstasis cerebrales activas,
pacientes con un ECOG >1, pacientes con un mayor numero de comorbilidades, y, en
general, el presentar pacientes que se salgan de los rigidos criterios de un ensayo clinico.

En los Ultimos anos se han reportado otras cohortes de vida real: Hektoen et al.
[227] publicé los resultados de todos los pacientes de Noruega, incluyendo 1179 pacientes
con aCPCNP tratados con IPCls en monoterapia y 1074 pacientes tratados con IPCls
combinados con quimioterapia, la mSG de la poblacién de primera linea fue inferior a la
de los ensayos clinicos aprobatorios, situandose en 13,8 meses en la cohorte de IPCls en
monoterapia, y 12,8 meses en la cohorte de IPCls combinados con quimioterapia. Al
revisar las variables basales de la poblacion, observamos que existen multiples diferencias
con los ensayos clinicos aprobatorios, incluyendo los mismos factores que hemos descrito
en nuestra cohorte, como la presencia de metastasis cerebrales activas, y pacientes con
un peor estado general medido por ECOG al principio del tratamiento. Otro estudio a nivel
nacional en Estados Unidos publicado por Waterhouse et al. [256] incluyd 7312 pacientes
con aCPCNP, de los que 3041 recibieron IPCls en monoterapia y 4271 IPCls combinados
con quimioterapia. Entre los pacientes que recibieron IPCls en monoterapia la mSG fue de
11,3 meses en pacientes con aCPCNP escamoso, y de 14,1 meses en pacientes con
tumores no escamosos. Entre los pacientes que recibieron IPCls en combinacion con
guimioterapia la mSG fue de 10,6 meses en caso de histologia no escamosa, y de 12 meses
en histologia escamosa. Al valorar las caracteristicas basales, y salvando las distancias con
la diferencia de los sistemas sanitarios entre cada pais, observamos de nuevo la presencia
de pacientes con unas caracteristicas basales peores que las de los pacientes de los
ensayos clinicos aprobatorios, con metastasis cerebrales activas, edad mas avanzada, o
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presencia de ECOG >1. Otros estudios, a nivel nacional o de poblaciones concretas,
reportan una mSG que varia desde 10 meses a 23 meses [228,257-259]. Sin embargo, al
entrar en detalle en las variables basales, aquellos que estan mas cercanos a los datos de
los ensayos aprobatorios, son cohortes reducidas (no realizadas a nivel nacional) que
tienen un gran numero de pacientes con ECOG 0/1, poblacidon mas joven, o pacientes con
una alta expresion tumoral de PD-L1. Por tanto, planteamos la duda de si estos datos
serian datos de vida real, o si también reflejarian una cohorte restringida y sesgada.

Como principales justificaciones para estas diferencias planteamos que los
pacientes tratados en practica clinica general presentan tumores mas agresivos que
impedirian un proceso de screening en un ensayo clinico, un peor estado general en varias
ocasiones, y elementos clinicos que serian de exclusiéon para el ensayo clinico. Sin
embargo, en los ensayos clinicos encontrariamos pacientes con un estado de salud mas
conservado, una enfermedad mas estable o de crecimiento mas lento, y que han recibido
un seguimiento mas estrecho que en la practica clinica habitual [260]. Por el contrario, y
como sesgo de los datos de vida real, encontrariamos problemas como la ausencia de una
practica clinica unificada y la ausencia de regulacion para la recogida de datos mas alla de
gue un comité de ética apruebe la sistematica de dicha recogida, lo que puede llevar a
una mayor propension a errores. El manejo de los pacientes, dentro del sistema sanitario
valenciano, tampoco es igual en todos los hospitales: Existen hospitales con una mayor y
menor dotacidn de recursos, siendo el hospital Universitario y Politécnico La Fe un centro
de referencia con un mayor acceso a especialidades complejas, acceso a técnicas de
analisis como la NGS, o acceso a ensayos clinicos [261].

Al comparar los datos de vida real referidos anteriormente con nuestra cohorte,
observamos que los datos de mSG y mSLP quedarian en un punto medio con respecto a
la horquilla de los datos de vida real publicados. El hecho de que sea superior a otras
publicadas previamente es posible que se haya visto influenciado por la presencia de
multiples ensayos clinicos en el Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia,
habiendo administrado a estos pacientes tratamientos que aporten mas que el estandar
de tratamiento basado en doblete de platino o docetaxel. A pesar de que posteriormente
varios de estos ensayos hayan presentado datos negativos o cesado el desarrollo del
farmaco, se ha observado que aquellos pacientes que entran en un ensayo clinico
presentan una mayor mSG [262]. Otro factor que podria ser relevante es que nuestra
cohorte proviene de un Unico centro de nivel terciario de una comunidad auténoma
concreta, mientras que los datos de las cohortes nacionales mencionadas anteriormente
incluyen pacientes de hospitales de nivel primario a terciario, y de todas las diferentes
zonas de los paises que describen, por lo que pueden acentuarse las diferencias en la
atencion de los pacientes. En el caso de Esparia, el acceso a las terapias no es uniforme en
todo el territorio, por lo que puede haber diferencias entre regiones autondmicas [44].

En resumen, los datos de vida real son necesarios para conocer cdmo se comporta
un determinado tratamiento en un escenario que se acerque mas a la poblacién general
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que presenta aCPCNP, fuera de la rigidez de los criterios de ensayo. Sin embargo, estos
datos estan sesgados a nivel de recogida y en funcion de la zona/criterios que incluya. En
el caso de nuestra cohorte de aCPCNP, los datos de vida real muestran mSLP y mSG
inferiores a los ensayos clinicos aprobatorios, y estarian dentro del rango de otros
estudios, e incluso serian algo superiores, lo que se justificaria en que el analisis esta
limitado a los pacientes de un Unico centro terciario con amplia disponibilidad de ensayos
y con acceso a mas recursos. Por tanto, nuestros datos demostrarian la inequidad que hay
entre los sistemas sanitarios existentes y como el acceso a mas recursos puede repercutir
en la supervivencia de los pacientes, siendo recomendable intentar buscar medidas para
evitar estas desigualdades.

A continuacién, comentaremos los resultados obtenidos de todas las variables
analizadas en la cohorte de vida real. Una de las principales dudas que se plantea en la
practica clinica, dado que no se ha comparado en los ensayos clinicos, es el uso de IPCls
en monoterapia frente al uso de IPCls combinados con quimioterapia; aunque comparar
este escenario sea dudoso en aquellos pacientes con una expresion tumoral de PD-L1
<50%, no se ha definido un estandar en los casos con una expresion tumoral de PD-L1
>50%, y no se han realizado comparaciones directas [263].

En nuestra cohorte observamos una mSLP y una mSG muy similar en ambos
subgrupos, sin diferencias estadisticamente significativas. Estos datos muestran que el
beneficio inicial de ambos esquemas seria similar. Sin embargo, al observar las curvas de
supervivencia, destaca que, al menos de forma inicial, la cohorte de pacientes que han
recibido IPCls en monoterapia presenta una caida mas pronunciada que en la cohorte de
IPCIs combinada con quimioterapia. Si analizamos a largo plazo, por el contrario, vemos el
porcentaje de largos supervivientes (a partir de los 25 meses aproximadamente) es
superior en el grupo de IPCls en monoterapia, algo que probablemente esté condicionado
por la expresion tumoral de PD-L1 >50%.

Entre los principales problemas que tiene el uso de IPCIs en monoterapia es que
las curvas de mSLP y mSG caen de forma importante durante los primeros meses,
existiendo un nimero de pacientes que progresan de forma rapida a estos tratamientos,
y que es posible que pudieran tener una respuesta mas prolongada con la adicion de
guimioterapia [7-9]. Independientemente de este factor, en el contexto de la Comunidad
Valenciana, se acordd por financiacién el uso exclusivo de IPCls en monoterapia para
pacientes con expresién tumoral de PD-L1 >50%, y la combinaciéon con quimioterapia
quedo relegada de forma exclusiva a pacientes con expresidon tumoral de PD-L1 <50%. Este
hecho no ha cambiado hasta finales de 2023 con la aprobacion del esquema carboplatino-
pemetrexed/paclitaxel-cemiplimab en cualquier paciente (independientemente de la
expresion tumoral de PD-L1) [44]. A pesar de alguna excepcion en algun paciente de la
cohorte de vida real que ha llevado este esquema aprobado, esta separacion rigida aplica
a todos los pacientes. Esta separacion ofrece fortalezas, como la posibilidad de valorar si
la combinacién de IPCls con quimioterapia ofrece una sinergia superior a su uso por
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separado (el caso de los pacientes que reciben IPCls en monoterapia), y si es capaz de
“rescatar” aquellos pacientes con una expresion tumoral de PD-L1 <50%; pero también
debilidades como la ausencia de comparacidon de pacientes con la misma expresion
tumoral de PD-L1. Pero, por el contrario, obliga a que un paciente con una expresion
tumoral de PD-L1 que esté situada justo en el 50% se vea obligado a llevar IPCls en
monoterapia a pesar del alto riesgo de que el tratamiento fracase y haya “pérdida de la
oportunidad” en cuanto a poder frenar el aCPCNP. De hecho, esta separacion es evidente
en pacientes con expresion de PD-L1 >90% puesto que son los que presentan mayor
respuesta y mejores datos de mSLP y mSG [112].

En resumen, nuestros datos plantean que es posible haya un porcentaje de
pacientes con alta expresiéon de PD-L1 que se beneficiarian de un tratamiento con IPCls
en monoterapia, o IPCls con quimioterapia. En este aspecto, el modelo ICIRS establecido
en el andlisis de la cohorte A podria ser una herramienta fundamental. Seria interesante
realizar un futuro ensayo clinico en el que comparar IPCls en monoterapia frente a IPCls
combinados con quimioterapia en pacientes con alta expresion tumoral de PD-L1, con la
implementacion del modelo ICIRS, para ver si se podria mejorar los datos de supervivencia
con un abordaje en particular.

Otra problemdtica que encontramos en la practica clinica es la eleccién del
esquema de quimioterapia Optimo para los pacientes con aCPCNP. Dentro de los farmacos
de eleccidn para el tratamiento del aCPCNP, el pemetrexed se valord, a pesar de no
presentar diferencias claras en supervivencia, como el farmaco de eleccién entre las
posibles opciones de doblete de platino en pacientes con histologia no escamosa
[264,265]. Tras el éxito del desarrollo de los IPCls en monoterapia, se planted la
combinacidn de estos con la quimioterapia basada en doblete de platino (con pemetrexed
en histologia no escamosa, y con paclitaxel en histologia escamosa), con el fin de buscar
recuperar aquellos pacientes que progresaban de forma rapida, o para compensar
aquellos pacientes con una expresion tumoral de PD-L1 <50% [10,35,38,42].

Decidimos comparar los pacientes que habian recibido pemetrexed frente a los
demds. La mSLP no mostré diferencias estadisticamente significativas, aunque es
probable que aumentando el nimero de pacientes de las cohortes esta diferencia llegue
al grado de significancia estadistica. Por el contrario, la mSG mostré una diferencia muy
amplia en los pacientes que recibieron pemetrexed frente al resto de los pacientes
(incluyendo pacientes con tumores de histologia no escamosa tratados con otros
esquemas). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas y clinicamente
relevantes. Estos datos van a favor de la existencia de una sinergia del pemetrexed con los
IPCls.

Aunqgue no se deben realizar comparaciones indirectas entre diferentes ensayos,
los datos de mSG de los ensayos que incluyeron pemetrexed fueron superiores, incluso
comparando con el esquema IMpower150 (uso de paclitaxel en histologia no escamosa),
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lo que ha llevado a plantear si pemetrexed pudiera tener un efecto sinérgico con los IPCls.
En relacidn a este fendmeno, Schaer et al. [113] publicaron un analisis in vitro e in vivo
comparando diferentes esquemas de quimioterapia y el papel en el cambio de la
expresion génica de las células tumorales. Entre todos los farmacos utilizados, se observo
gue pemetrexed era capaz de aumentar la expresidon de genes, y consecuentemente un
aumento en el nimero de neoantigenos susceptibles de ser reconocidos por el sistema
inmune (Figura 49); la combinacién de carboplatino y pemetrexed fue capaz de aumentar
los genes expresados de forma diferencial en 73, frente a los 8 que aumentd carboplatino
y paclitaxel. Un dato interesante adicional, es que con el uso individual de pemetrexed (sin
platino), este aumento podia llegar a 108, y plantea la posibilidad del uso de pemetrexed
con IPCls (sin farmacos adicionales) como esquema que presente una mayor sinergia.

Immune panel (P < 0.05)

Pemetrexed Paclitaxel
136 (1297, 7)) 31(277,4))

Pemetrexed Pemetrexed +

136 (1297, 7.) 3(;3(2)3‘?”:":‘)
Paclitaxel +
Paclitaxel 33 12 iR
2R} 20 (157, 5.)

Figura 51. Aumento en el nimero de genes expresados de forma diferencial tras el uso de
diferentes esquemas de quimioterapia en conjunto con IPCls. Adaptado de Schaer et al. Clin
Cancer Res. [113].

En base a estos datos, planteamos analizar las diferencias por histologia, y a pesar
de los sesgos (ya que también estamos comparando histologias diferentes), planteamos
comparar la mSLP y mSG en pacientes que habian recibido pemetrexed frente a otra
combinacion de quimioterapia o IPCls en monoterapia. Al analizar la mSLP estratificada
por histologia, no observamos diferencias estadisticamente significativas, aunque en el
caso de la mSG estas diferencias son mas marcadas (18 meses en histologia no escamosa
frente a 11 meses en histologia escamosa) y si alcanzaron el grado de significacidn
estadistica (p=0,03).

Al comparar las curvas de supervivencia estratificadas por uso o ausencia de
pemetrexed, se puede observan que a largo plazo los porcentajes de pacientes largos
supervivientes son similares, pero en los primeros 50 meses, probablemente por el uso
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del pemetrexed, la diferencia a favor del pemetrexed es muy marcada. Estas diferencias,
también podrian haber afectado los resultados vistos en pacientes con histologia
escamosa, asi como el peor comportamiento en mSLP y mSG en esta histologia en los
ensayos aprobatorios de quimioterapia combinada con IPCls [38,42]. Estos datos, sumado
a la evidencia preclinica, deberian plantear la realizacién ensayos clinicos que comparen
el doblete de pemetrexed (o incluso pemetrexed en monoterapia) combinado con IPCls
frente a otros esquemas de quimioterapia combinados con IPCls. Otra posibilidad que
sugerimos en base a estos datos, seria valorar testear el uso de pemetrexed en pacientes
con histologia escamosa, puesto que dicho farmaco se descartd en la era anterior a los
IPCls [264], y podria aportar beneficios adicionales a la sinergia con dichos farmacos. De
hecho, aunque se presupone que la resistencia a pemetrexed viene condicionada por una
mayor expresion de timidilato sintasa, no se ha demostrado que dicha relacidn exista
[266]. En relacidn con la posibilidad de valorar farmacos prohibidos en histologia
escamosa, se ha publicado de forma reciente un ensayo fase Ill con un farmaco anti-VEGF
(farmaco con contraindicaciéon absoluta en histologia escamosa) con resultados
marcadamente positivos [267], por lo que seria interesante volver a probar viejos
farmacos en la era de los IPCls.

En resumen, pemetrexed parece ser la opcion de quimioterapia superior en
pacientes con aCPCNP no escamoso, y es posible que dicho papel del pemetrexed influya
en las diferencias de supervivencia vistas entre pacientes con histologia escamosa y no
escamosa. Es necesario realizar un estudio clinico que compare los esquemas con
pemetrexed frente aquellos que usan otras alternativas para confirmar estas diferencias.

Uno de los principales problemas en los ensayos clinicos aprobatorios es que los
pacientes estdn muy seleccionados, presentan criterios de inclusidén rigidos que no
replican la practica clinica en la que se usardn estos farmacos tras su aprobacidn, y no
presentan las caracteristicas basales que tiene la mediana de pacientes con aCPCNP (por
ejemplo, en los ensayos se incluyen pacientes con edad mas joven, mejor estado
general...) [251].

Con el fin de buscar aclarar si el tratamiento con IPCls (fuera combinados con
guimioterapia o en monoterapia) tiene beneficio en condiciones de vida real,
comparamos las poblaciones que encajarian mas en un escenario de ensayo clinico con
aquellos que no cumplirian con criterios. Para ello valoramos diferentes variables clinicas:
el ECOG y las comorbilidades han demostrado ser estadisticamente significativas en
cuanto a prediccion de mSG, lo que es congruente con los datos de vida real y ensayos
mencionados previamente. Por el contrario, la mSLP no logré ser estadisticamente
significativa por escaso margen, y probablemente alcanzaria dicha significacidon
estadistica con un aumento del numero de pacientes. En cuanto a la edad avanzada (>70
afos) y la polifarmacia no se ha observado diferencias estadisticamente significativas en
mSLP y mSG. Esta ausencia de diferencias en pacientes con edad >70 afos es congruente
con la propuesta de que la edad cronoldgica sea mas importante que la bioldgica. Sin
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embargo, en el caso de la polifarmacia, las diferencias en mSG quedaron al borde de la
significaciéon estadistica, y es probable que con un escaso incremento del niumero de
pacientes se demuestre que hay diferencias. De hecho, estas diferencias de meses son
congruentes con las del estudio de datos de vida real mencionado previamente [268].

El ECOG es un factor prondstico clave para guiar las decisiones en el tratamiento
de cualquier paciente con cancer [269]. Este factor puede tener relacién con factores
asociados al tumor, aunque también con caracteristicas basales del paciente como
comorbilidades, polifarmacia, etc. En principio, los pacientes con un ECOG >2 tienen un
mayor riesgo de presentar toxicidad con la quimioterapia estandar, y por ese motivo
fueron excluidos de ensayos clinicos con IPCls. Un ensayo fase Ill que planted la posibilidad
de administrar IPCls en monoterapia a pacientes con un ECOG de 2 o 3 fue el ensayo IPSOS
[270], en el que se aleatorizd a pacientes no aptos para doblete de platino a llevar
atezolizumab o quimioterapia en monoterapia (vinorelbina o gemcitabina). Los resultados
de este estudio mostraron que el uso de IPCls aumentd la mSG de 9,2 a 10,3 meses
(HR=0,78) con un menor numero de efectos secundarios grado 3 o 4 relacionados (16%
en el grupo atezolizumab frente al 33% en el grupo de quimioterapia). Dicho estudio, y
nuestros datos, han demostrado que la administracion de IPCls es factible en este
subgrupo de pacientes. De forma reciente, también se ha publicado otro estudio fase Il
con durvalumab que apoya este abordaje [271]. Respecto a la combinacién con
guimioterapia basada en doble de platino, un estudio de datos de vida real que incluyo
un 41,9% pacientes que presentaban ECOG de 2 demostré que esta combinacion era
segura y tasas de eficacia similares a los ensayos aprobatorios, asi como un perfil de
seguridad aceptable [272].

Otro factor infrarrepresentado en los ensayos clinicos aprobatorios es la edad
avanzada. La edad mediana de diagndstico de pacientes con cancer de pulmdn es 70 afiios,
y un 66% de los pacientes presenta una edad >65 afios al diagndstico [3]. El punto de corte
para plantear que un paciente presenta edad avanzada es bastante discutido, aunque un
estudio de cohortes prospectivo multicéntrico ha planteado la edad de 70 afios [273]. Uno
de los factores descritos que podria influenciar la respuesta a los IPCls es el proceso de
inmunosenescencia [202,274-276], por el cual el sistema inmune adaptativo y, por tanto,
los linfocitos T sufren un deterioro progresivo en el que se generan procesos que llevan a
gue estos estén exhaustos o en situacion de anergia. En una revision en la que se
agruparon los datos de ensayos clinicos con IPCls que incluyeron pacientes con una edad
>65 afios, se observd que estos farmacos eran eficaces en dichos pacientes, aunque se
debe tener mas precaucion en la vigilancia de efectos adversos dado que tienen una
mayor probabilidad de aparecer dada la disfuncionalidad parcial del sistema inmune
secundario a la inmunosenescencia [277]. Sin embargo, un factor que se deberia tener en
cuenta, y que cada vez es mas relevante, es el concepto de edad bioldgica frente a la
cronolégica, dado que puede haber personas con una edad >70 afos que presenten una
edad bioldgica muy inferior, y viceversa [278]. Como factor subrogado de envejecimiento
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biolégico hemos seleccionado la presencia de comorbilidades en las personas, a partir del
indice de comorbilidad de Charlson modificado para oncologia [217,218], con el fin de
comprobar si era mejor predictor a nivel de eficacia que la edad [203], demostrando que
hay diferencias.

Respecto al sexo, a pesar de la posible evidencia de que el sistema inmunoldgico
presenta diferencias entre hombres y mujeres, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en la mSLP y mSG de nuestra cohorte. Esto podria estar
condicionado porque nuestros pacientes recibieron IPCl en monoterapia, pero también
en combinacién con quimioterapia. En el metaanalisis de Conforti et al. se observd que
los hombres respondian mejor a los IPCls que las mujeres, pero solo se incluyeron
pacientes con IPCls en monoterapia con enfermedad avanzada [198]. En el escenario de
enfermedad localizada, nuestro metaanalisis también detectd diferencias entre hombres
y mujeres que recibieron IPCls, pero aquellos estudios que mas pesaron en el resultado
fueron aquellos de IPCIs en monoterapia [201]. Por tanto, es posible que el efecto que
ejerce la quimioterapia sobre el sistema inmunolégico pueda compensar las diferencias.
Este hecho refuerza la necesidad de comparar los IPCls en monoterapia frente a
combinaciones de IPCls con quimioterapia en diferentes escenarios para optimizar la
seleccidn de tratamientos.

Por ultimo, otro elemento que puede influir en la respuesta a IPCls es la
polifarmacia. De acuerdo con un estudio publicado por Hakozaki et al. de datos de vida
real, en el que se incluyeron 94 pacientes con aCPCNP tratados con IPCls que consumian
de forma crénica un nimero de farmacos >5, definido como polifarmacia, presentaron
una mSG de 9,5 meses frente a 28,1 meses en los pacientes sin polifarmacia [268]. En el
analisis multivariante la polifarmacia fue un factor independiente de la edad. Nuestros
datos apoyan este hecho como factor independiente, por lo que seria interesante valorar
en el futuro realizar estudios que incluyan pacientes con polifarmacia para replicar mejor
la practica clinica habitual.

En resumen, factores como las comorbilidades (que traducirian una edad
biolégica mas avanzada), el ECOG, o la polifarmacia pueden ser claves en la optimizacion
de los esquemas con IPCls. Seria conveniente conocer mejor cdmo el envejecimiento del
sistema inmune puede influir en los IPCls, y aumentar en los ensayos clinicos en
poblaciones que repliquen mejor la practica clinica habitual.

Un punto complejo en el tratamiento del aCPCNP son aquellos pacientes con un
tumor que presenta mutaciones que no disponen de un tratamiento accionable, o
aquellas que tienen tratamientos dirigidos en desarrollo, pero que pueden presentar una
buena respuesta a los IPCls (como KRAS o BRAF no V600E). Cada vez hay mas mutaciones
gue se han convertido en accionables en los ultimos afios con el desarrollo de diferentes
tratamientos diana [5,6]. Ademads, se ha producido la optimizacién de técnicas como la
NGS, que permiten conocer el estatus de un amplio abanico de mutaciones en un periodo
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de tiempo reducido [101,102]. Los pacientes que suelen presentar mutaciones como
EGFR, ALK, o ROS1 tienen un perfil diferente, siendo mas frecuentes en no fumadores,
mujeres, pacientes de edad mas joven, y con un comportamiento de la enfermedad
diferente [279]. Con la aparicidn de los IPCls se realizaron aproximaciones con IPCls en
monoterapia, o combinados con tratamientos dirigidos, presentando resultados negativos
en pacientes con EGFR y ALK, siendo deletéreo particularmente en estos ultimos [142].
Esto ha llevado a excluir estos pacientes de los ensayos clinicos aprobatorios y de la
practica clinica habitual con IPCls, pero existen multiples mutaciones en las que la
sensibilidad a los IPCls es mas dudosa, particularmente en el caso de mutaciones de KRAS
o BRAF no V600E, ya que estas son mas frecuentes en pacientes fumadores y se presupone
una mayor carga mutacional en base a las mutaciones generadas por el tabaco, generando
asi un mayor niumero de neoantigenos que favorecerian la respuesta por el sistema
inmunitario [280].

En una revision realizada por Mhanna et al. [281] en la que se ha analizado la
sensibilidad de inmunoterapia de multiples mutaciones, se da la recomendacién de
administrar un tratamiento dirigido en aquellos pacientes con alteraciones en ALK, ROS1,
EGFR y BRAF V600E al ser las menos sensibles a los IPCls, mientras que en el resto se
puede evaluar la pauta de IPCls en monoterapia o IPCls combinados con quimioterapia
(Figura 50). Por todo ello, las mutaciones de EGFR, ALK y ROS1 se han excluido de nuestro
estudio; sin embargo, si hemos incluido pacientes con mutaciones en BRAF V600E dado
gue en Espafia el Unico tratamiento disponible en la fecha de la recogida de los datos, la
combinacidn de dabrafenib-trametinib, presentaba una orden de financiacién negativa
[44].

Non
V600E Exon
21/20

Targeted therapy

Figura 52. Probabilidad de respuesta a IPCls en funcion de diferentes alteraciones gendmicas
presentadas por el CPCNP. Adaptada de Mhanna et al. Curr Treat Options Oncol. [281].
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En el caso de nuestra cohorte, aunque hubo ligeras diferencias en la mSLP, estas
no fueron estadisticamente significativas. La diferencia en la mSG tampoco demostro
diferencias estadisticamente significativas, a pesar de la existencia de alguna opcién de
tratamiento dirigido en segunda linea de tratamiento. Por ejemplo, en el caso de ciertos
pacientes con mutaciones en KRAS G12C, 7 pacientes recibieron un farmaco dirigido en
alguna de las lineas sucesivas como sotorasib o adagrasib. Sin embargo, el problema con
estos farmacos es que las diferencias en tasa de respuesta y mSLP respecto a docetaxel,
el tratamiento estandar en pacientes sin mutaciones accionables, son muy escasas y
aportan poco beneficio, con un aumento de la mSLP de 1-2 meses [282,283]. Es probable,
por ello, que no haya aportado beneficio en la mejoria de la mSLP y mSG de los pacientes
con mutaciones que no presentan tratamiento dirigido aprobado en el escenario de
primera linea. Adicionalmente, el comportamiento bioldgico de las mutaciones en KRAS,
gue comprenden >50% de los pacientes de los pacientes con mutaciones en nuestra
cohorte, suelen presentar una enfermedad con comportamiento similar a los pacientes
gue no presentan dichas mutaciones al tener el tabaquismo un papel relevante en el
origen del tumor.

En resumen, en aquellos pacientes con mutaciones no accionables los IPCls
contintian siendo la base del tratamiento sistémico en primera linea de tratamiento.
Aunque es posible que se desarrollen nuevas opciones terapéuticas que cambien el
prondstico de estos pacientes, es probable que los IPCls continden siendo un elemento
que se utilice en las lineas terapéuticas de los pacientes, particularmente en el caso de
BRAF no V600E y KRAS.

Entre los elementos mas controvertidos del tratamiento de pacientes con aCPCNP
encontramos el manejo de la enfermedad en el sistema nervioso central. En el caso de los
pacientes con carcinomatosis leptomeningea no existen datos en ensayos clinicos
aleatorizados con inmunoterapia dado que es un criterio de exclusién absoluto por el
prondstico ominoso (MSG de 14 semanas) [284]; no obstante, existen varios reportes de
casos clinicos en los que se logra control de la enfermedad con IPCls [285]. Con respecto
a lesiones ocupantes de espacio a nivel cerebral, los ensayos clinicos aprobatorios
presentan criterios bastante dispares: los ensayos KEYNOTE-189 y KEYNOTE-407
permitieron la inclusion de pacientes con metdstasis cerebrales con un tamano inferior a
1,5 cm siempre que fueran asintomaticas [37,38]; el resto de ensayos aprobatorios
requerian tratamiento local y estabilidad de la lesion durante 4 semanas tras tratamiento,
lo que presenta el riesgo de que solo se incluyan pacientes con enfermedades indolentes
o bajo indice de replicacidn y pacientes muy seleccionados que no representen la practica
clinica habitual [7-9,12,42].

En el caso de nuestra cohorte, no hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas en la mSLP entre los pacientes con metastasis cerebrales o sin metastasis
cerebrales tratados con IPCls. Se puede observar una tendencia a una peor mSG, pero
dichas diferencias quedaron lejos de la significacion estadistica; aunque aumentando el
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tamano muestral se alcanzara dicho limite de significacidn, las diferencias no son tan
marcadas, vendrian condicionadas por el peor prondstico que acarrea presentar
enfermedad en esta localizacién. Un ensayo clinico interesante, que podria ayudar a
acabar de dirimir el mejor manejo de esta poblacidn, seria el USZ-Strike (fase lll), en el que
los pacientes con aCPCNP (o melanoma) con enfermedad cerebral se aleatorizan a llevar
IPCIs junto a radioterapia local en las lesiones cerebrales o simplemente IPCls y vigilancia
del sistema nervioso central sin tratamiento local [286].

Solo se han publicado 2 ensayos que se han focalizado en valorar el efecto de los
IPCls en pacientes con afectacion del sistema nervioso central: el ensayo fase |l publicado
por Goldberg et al, en el que pacientes con enfermedad de debut cerebral recibieron
tratamiento de entrada con pembrolizumab, incluyendo pacientes en los que las
metastasis cerebrales no se habian tratado de forma previa [287]; de los 42 pacientes
incluidos, 21 (50%) no recibieron tratamiento local previo, y un 33% de estos no habia
progresado tras 1 ano de tratamiento a pesar de no haber recibido dicho tratamiento
local. Este ensayo se detuvo a mitad de reclutamiento por los cambios en el paradigma de
tratamiento de estos pacientes, pero demostré que los IPCls podian generar respuesta en
enfermedad cerebral. El segundo ensayo es el fase |l Atezo-Brain, en el cual se incluyeron
40 pacientes con enfermedad cerebral (incluyendo pacientes con lesiones activas y con
necesidad de corticoides) que no recibieron tratamiento local para dichas lesiones [288];
la mSLP fue de 6,9 meses con una tasa de respuestas del 42,7%, y una mSG de 11,8 meses.
Estos datos, junto al andlisis de los datos de nuestra cohorte, apoyan en casos
seleccionados el tratamiento de pacientes con esta enfermedad sin necesidad de tratar
lesiones de forma local.

Partiendo de los escasos datos de dichos ensayos, nuestro grupo de investigacion
[289] publicé un articulo de revision con dichos datos, sugiriendo que se podria usar
IPCls de entrada (sin necesidad de tratamiento local cerebral) en los siguientes casos: 1)
Pacientes que no tengan una necesidad inminente de terapia local para el sistema
nervioso central, dado que los IPCls requieren tiempo para activar el sistema inmunitario
y pueden ocurrir eventos como la pseudoprogresion; 2) Pacientes en riesgo de toxicidad
a largo plazo por radioterapia; 3) Pacientes que no estén recibiendo dosis altas de
corticosteroides, aunque este punto es mas controvertido; 4) Pacientes con un Estado
Funcional (PS) de 0 o0 1; 5) Incluir pacientes con lesiones < 2 cm, dado que la evidencia de
la mayoria de los ensayos prospectivos limité el tamafio a < 1,5 cm o < 2 cm, aunque el
reciente ensayo Atezo-Brain ha demostrado que las lesiones mas grandes pueden tratarse
de manera segura (lo que hace que este criterio sea relativo). En la Figura 47 se muestran
los principales mecanismos por los que los IPCls pueden generar respuesta a nivel de
sistema nervioso central, siendo principalmente una rotura de la barrera
hematoencefalica por la inflamacion de la metastasis cerebral que permita la entrada del
IPCI, o una activacion indirecta del sistema inmunolégico a nivel cerebral tras la activacién
del sistema inmune por el uso de IPCls a nivel sistémico.
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Main Suggested Mechanisms of Brain Metastses Response to [Cls
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Figura 53. Principales mecanismos por los que los IPCls pueden generar respuesta a nivel de
sistema nervioso central: 1) Un mecanismo de activacién indirecta de la inmunidad del sistema
nervioso central; 2) Entrada del farmaco en el sistema nervioso central por daiio de la barrera
hematoencefalica. Imagen propia (publicada en Suay et al. [289]).

Un problema de los IPCls es que pueden generar toxicidad autoinmune derivada
de una hiperactivacion del sistema inmunoldgico, por lo que decidimos analizar en nuestra
cohorte este factor. A pesar de que los IPCls presentan un menor riesgo de toxicidad que
la quimioterapia tradicional, los pacientes que desarrollan toxicidad autoinmune pueden
presentarla de caracter grave. En ciertas ocasiones, esta toxicidad es compleja de manejar
y requiere de técnicas/farmacos inmunosupresores que se suelen utilizar en las
enfermedades autoinmunes (p. ej. plasmaféresis, corticoides, micofenolato mofetilo,
anticuerpos monoclonales frente a componentes activadores del sistema inmune como
interleuquinas...) [99,290].

En el caso de nuestra cohorte, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre aquellos pacientes que presentaron un evento inmunorrelacionado
severo (grado 23) y aquellos que no. Sin embargo, se puede observar una tendencia a
gue puedan aparecer diferencias de mSLP aumentando el tamafio muestral, puesto que
la mSLP del grupo con toxicidad inmunorrelacionada severa fue superior a la del resto
de pacientes (11 meses frente a 7 meses), pero no se alcanzo la significacidon estadistica
por escaso margen (p=0,14). Al observar la mSG, estas diferencias fueron menores (19
meses frente a 15 meses respectivamente; p=0,57), lo que podria venir condicionado por
2 factores: 1) Estas toxicidades severas, aunque mantengan la respuesta tumoral, tienen
riesgo de generar eventos inmunorrelacionados crénicos que pueden llevar al deterioro

126



clinico e incluso la muerte; 2) estos pacientes requieren medicacion inmunosupresora
crénica con corticoides y anticuerpos monoclonales que frenen el sistema inmune,
ademds de no poder volver a recibir tratamiento con IPCls, lo que puede generar
toxicidades derivadas de dichos tratamientos o que la enfermedad pueda progresar
[290,291].

A pesar de que estas toxicidades pueden suponer un problema de comorbilidad y
de necesidad de multiples farmacos inmunosupresores de forma crénica [21], se ha
observado que existe una posible asociacion entre la aparicion de estos eventos adversos
autoinmunes y la respuesta al tratamiento [292,293], probablemente asocidndose esta
hiperactivacion con un mejor abordaje del tumor por el sistema inmune. En un analisis
retrospectivo publicado por Toi et al., al analizar 70 pacientes con aCPCNP que recibieron
nivolumab en monoterapia en 22 linea de tratamiento, se observd que aquellos pacientes
con toxicidades autoinmunes presentaron una tasa de respuestas del 57%, frente a un
12% en aquellos pacientes que no desarrollaron dicha toxicidad; la mSLP fue de 12 meses
y 3,6 meses respectivamente [292]. Estos datos coinciden con el analisis de nuestra
cohorte, al mostrar una mayor tendencia a la respuesta y a una mejoria de la mSLP, pero
no se reportaron datos de mSG que indicaran si las comorbilidades generadas por estas
toxicidades hayan podido ser deletéreas para los pacientes.

En resumen, es posible que, aunque estos efectos puedan predecir un mayor
control tumoral, la comorbilidad y deterioro asociado influya en contra en el global de
la mSG; en el futuro seria conveniente conocer mejor las causas por las que se generan
estos efectos en algunos pacientes y optimizar los esquemas de tratamiento.

Por ultimo, abordamos la problematica del Unico biomarcador que se usa en
nuestro contexto para la valoracion del tipo de esquema de IPCl a administrar en los
pacientes con aCPCNP, la expresion tumoral de PD-L1. Esta se ha debatido ampliamente
en los apartados de la introducciéon como el Unico biomarcador usado de forma habitual
en la practica clinica, y como el Unico que se ha usado de forma habitual para estratificar
en los ensayos clinicos aprobatorios de 12 linea de tratamiento en los pacientes con
aCPCNP [8,15,18,37,38,107,121].

Al dividir los pacientes de nuestra cohorte por presencia de expresion tumoral
negativa de PD-L1, expresion positiva de PD-L1 1-49%, y alta expresidén tumoral de PD-L1
(250%), observamos: 1) La mSLP y la mSG no mostraron diferencias estadisticamente
significativas, aunque llama la atencidn la tendencia a que los pacientes con una expresion
tumoral de PD-L1 1-49% que recibieron IPCls combinados con quimioterapia presentaran
mayor mSLP y mSG que los pacientes que recibieron IPCls en monoterapia por presentar
una alta expresiéon tumoral de PD-L1. Esto lleva a plantear que la quimioterapia pueda
influir en el tratamiento de IPCls tal y como se ha especificado en apartados previos, y que
pueda compensar el déficit de PD-L1. Otro posible factor a tener en cuenta es que el efecto
de la quimioterapia permitiria “recuperar” aquellos pacientes que presentan una
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resistencia primaria a los IPCls a pesar de tener una expresién tumoral de PD-L1 elevada,
suavizando la caida de las curvas de supervivencia de IPCls en monoterapia. Por ultimo,
indica que PD-L1 es un biomarcador subéptimo en la capacidad de predecir la respuesta
a IPCls. 2) Al observar las curvas de supervivencia a largo plazo, si que se observa una
estabilizacion y una separaciéon entre aquellos pacientes con una expresion tumoral de
PD-L1 250% vy el resto de los pacientes, presentando un porcentaje de pacientes que
permanecen vivos a 5 afios del 30% y 20% respectivamente.

En resumen, nuestros resultados confirman que la expresiéon tumoral de PD-L1 es
un biomarcador subdéptimo. Seria necesario buscar nuevos biomarcadores o modelos
predictivos con el fin de optimizar los tratamientos de forma mas eficiente para evitar la
prescripcion de tratamientos inadecuados a los pacientes. Una posible nueva opcién
consistiria en el uso del modelo ICIRS desarrollado en esta tesis.

En global, todos estos datos muestran el valor de analizar la practica clinica en un
escenario de vida real, al ayudar a resolver dudas que no se han respondido en los
ensayos clinicos de aprobacidn. Aunque la evidencia ofrecida no es definitiva, y presenta
como principal sesgo el hecho de ser datos retrospectivos, permite generar hipotesis
para plantear nuevos ensayos clinicos que validen dichas propuestas. Aunque el
pronéstico de los pacientes con aCPCNP ha cambiado de forma radical con la
implementacion de esquemas de IPCls, quedan multiples dudas por resolver en el futuro.
Los datos presentados en esta tesis sugieren conclusiones interesantes que pueden
integrarse o ayudar a crear futuros ensayos clinicos en estos pacientes.
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6 Conclusiones
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6.1 Busqueda de biomarcadores no invasivos de repuesta a IPCls
en el tratamiento de aCPCNP

1. Elandlisis de poblaciones inmunes circulantes en sangre periférica constituye un
biomarcador poco invasivo y facilmente adaptable a la practica clinica capaz de
predecir la respuesta a los IPCls.

a. Los niveles elevados de monocitos detectados por citometria de flujo en
sangre periférica de forma basal, en conjunto con la toma de corticoides,
estan asociados con una peor respuesta a IPCls en monoterapia.

b. Los niveles bajos de linfocitos T CD4+ y NK detectados por citometria de
flujo en sangre periférica de forma basal, en conjunto con la toma de
corticoides, estan asociados con una peor respuesta a IPCls en
combinacidén con quimioterapia.

2. Hemos desarrollado un modelo matematico que valora la respuesta a IPCls
combinados o no con quimioterapia en el tratamiento en primera linea del
aCPCNP. Este modelo valora la respuesta de forma continua y personalizada, y
por tanto, puede considerarse como una herramienta de medicina de precision.

3. Para facilitar la implementacidn clinica del modelo ICIRS hemos desarrollado
nomogramas y una pagina web donde se ha automatizado su calculo. Al
introducir los datos, se obtiene una estimacién de mSLP a 6 y 12 meses, y de mSG
a 12 y 24 meses, aunque la pagina web permite utilizar otros tiempos.

a. Partiendo de los niveles basales de linfocitos T CD4+, NK, monocitos, vy la
toma o no de corticoides, el ICIRS permite predecir con un grado de
fiabilidad aceptable la probabilidad de SLP o de SG en un punto temporal
concreto. Sin embargo, este modelo debe ser validado antes de su
implementacion clinica.

b. El modelo ICIRS, previa validacion con una nueva cohorte, podria ser de
ayuda en la toma de decisiones sobre el uso o no de quimioterapia con
independencia del valor de expresiéon de PD-L1, siendo una herramienta
clave, sobre todo en aquellos pacientes con una expresién de PD-L1 >50%,

donde radica la duda de qué esquema utilizar.

6.2 Analisis de datos de vida real en el escenario de aCPCNP
tratados en primera linea con IPCls

1. En una cohorte retrospectiva en un centro de referencia, la expresion tumoral de
PD-L1 es un marcador subdptimo para la eleccion de un esquema con IPCls en
los pacientes con aCPCNP. Es necesario buscar nuevos biomarcadores que
permitan establecer el mejor esquema para cada escenario clinico. Una vez
validado, el modelo ICIRS, desarrollado en la parte inicial de este trabajo, puede
ser una herramienta de medicina de precisién en este aspecto.
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2. En un escenario de datos retrospectivos de vida real, los pacientes con aCPCNP

tratados en primera linea con IPCls presentan una mSLP y mSG inferior a la

observada en los ensayos clinicos aprobatorios. Esto es consecuencia de tener

una poblacién con un peor estado general, metastasis cerebrales no pretratadas,

o tumores menos seleccionados (con un ritmo de crecimiento mas rapido que no

permitian esperar a realizar las pruebas de valoracién de ensayo clinico).

a.

La mSG y mSLP de nuestros datos en un unico centro de referencia es
superior a la de otros datos de vida real a nivel nacional. Es probable que
este hecho esté influenciado por la disponibilidad de ensayos clinicos en el
Hospital Universitario y Politécnico La Fe, asi como unidades de referencia,
y las diferencias que puede haber dentro de un pais entre los sistemas
sanitarios.

3. Enun escenario de datos retrospectivos de vida real, se han observado 2 factores

gue convendria explorar en futuras lineas de investigacion:

a.

Los pacientes con histologia no escamosa, y aquellos tratados con
pemetrexed presentan una mSG significativamente mayor que el resto de
los pacientes. Se deberia confirmar estas diferencias en un ensayo clinico,
asi como entender los mecanismos de sinergia entre la quimioterapia,
particularmente pemetrexed, y los IPCls con el fin de optimizar esquemas
de tratamiento.

La edad biolégica es mas importante de forma estadisticamente
significativa que la edad cronoldgica al valorar el esquema 6ptimo para
pacientes de edad avanzada y la eficacia de este. Se deberia realizar mas
estudios con una edad bioldgica/cronoldgica avanzada dado que es una
poblacidén infrarrepresentada en los ensayos clinicos.
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8 Anexos

8.1 Anexo 1. Hoja de informacidn al paciente y consentimiento
informado

Instituto de Investigacion
Sanitaria La Fe

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE ADULTO

Versién: v1 Fecha de la version: 20-09-2021

Investigador Principal: Agustin Lahoz Rodriguez, Unidad de Biomarcadores y Medicina
de Precisién, agustin.lahoz@uv.es

CENTRO: IIS Hospital La Fe

Titulo del proyecto de investigacion: “Busqueda de biomarcadores en inmunoterapia
basados en la metabolémica y estudio del metabolismo de células supresoras de
origen mieloide como diana terapéutica en el cancer de pulmén”

1. INTRODUCCION:

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio en el que se le invita a
participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Investigaciéon con
medicamentos del Hospital Universitario y Politéchico La Fe (CEIm La Fe).

Nuestra intencién es tan sélo que usted reciba la informacién correcta y suficiente para
que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta
hoja informativa con atencién y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan
surgir después de la explicacion. Ademas, puede consultar con las personas que
considere oportunas.

2. PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Debe saber que su participaciéon en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la
relacién con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

3. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

Con este proyecto pretendemos, por un lado, buscar perfiles de metabolitos en sangre de
aproximadamente 40 pacientes con cancer de pulmén que anticipen el potencial beneficio de la
inmunocterapia y por otro, encontrar vulnerabilidades metabdlicas en células inmunosupresoras
con el objetivo de evitar el escape inmunitario de las células cancerosas. Esta doble
aproximacion puede ayudar en la toma de decisiones médicas y aumentar el beneficio
terapéutico, lo que ademés supondria un importante ahorro econémico. El uso combinado de
inmunoterapia con farmacos inhibidores del escape inmunitario de las células cancerosas
puede contribuir a una mayor eficacia en el tratamiento del céncer.

Por tanto, dado que se trata de muestras extraidas por necesidades asistenciales habituales,
los pacientes incluidos no deberén realizarse ningln procedimiento ni visita adicional de las
que corresponden al seguimiento habitual de pacientes diagnosticados de CPNM en
tratamiento

Este analisis se desarrollaréd en la unidad analitica del Instituto de Investigacién La Fe que
cuenta con una plataforma de metabolémica.
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4. BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIC:

Al participar en el estudio usted estd colaborando en esta investigacion. Puede que la
informaciéon que obtengamos como resultado de su participacién no le beneficie a usted
directamente, pero podria beneficiar a otras personas afectadas por su misma enfermedad.
Participar en este estudio puede ayudar a descubrir nuevos marcadores que en un futuro se
podrian empelar para predecir la respuesta al tratamiento con ICls de pacientes que padecen
su misma enfermedad.

Los pacientes incluidos en el estudio no deberén realizarse ningdn procedimiento ni visita
adicional de las que corresponden segln el seguimiento habitual de pacientes diagnosticados
de CPNM en tratamiento.

Debe saber que su participacion en este estudio puede no aportarle beneficios
directos.

5. TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS:

No procede

6. N°DE URGENCIA PARA PROBLEMAS DEL ESTUDIO:

En caso de que desee formular preguntas acerca del estudio o dafios relacionados
con el mismo, puede contactar con el médico del estudio, el Dr. Agustin Lahoz
Rodriguez, en el nimero de teléfono 616535288.

7. CONFIDENCIALIDAD:

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos
los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 3/2018, de 5 de
diciembre de proteccion de datos y garantia de los derechos digitales y en el
Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del Consejo de 27 de abril de
2016 de Proteccion de Datos (RGPD) . De acuerdo a lo que establece la legislacion
mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacién, oposicion,
cancelacion de datos, limitar el tratamiento de datos que sean incorrectos y solicitar
una copia o que se trasladen a un tercero (portabilidad) para lo cual debera dirigirse al
investigador principal del estudio o al/a la Delegado/a de Proteccién de Datos de la
Institucién, con quién podra comunicarse a través del teléfono y/o direccién de correo
electronico: Agustin.lahoz@uv es.

Le recordamos que los datos no se pueden eliminar, aunque deje de participar en el
estudio, para garantizar la validez de la investigacién y cumplir con los deberes
legales. Asi mismo tiene derecho a dirigirse a la Agencia de Protecciéon de Datos si ho
quedara satisfecho.

Tanto el Centro como el Promotor son responsables respectivamente del tratamiento
de sus datos y se comprometen a cumplir con la normativa de proteccién de datos en
vigor. Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo, de
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manera que no se incluya informacién que pueda identificarle, y sélo su médico del
estudio/colaboradores podra relacionar dichos datos con usted y con su historia
clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a ninguna otra persona salvo a las
autoridades sanitarias, cuando asi lo requieran o en casos de urgencia médica. Los
Comités de Etica de la Investigacion con medicamentos, los representantes de la
Autoridad Sanitaria en materia de inspeccién y el personal autorizado por el Promotor,
Unicamente podran acceder para comprobar los datos personales, los procedimientos
del estudio clinico y el cumplimiento de las normas de buena practica clinica (siempre
manteniendo la confidencialidad de la informacién).

El Investigador y el Promotor estan obligados a conservar los datos recogidos para el
estudio al menos hasta 25 afios tras su finalizacion. Posteriormente, su informacion
personal solo se conservara por el centro para el cuidado de su salud y por el
promotor para otros fines de investigacion cientifica si usted hubiera otorgado su
consentimiento para ello, y si asi lo permite la ley y requisitos éticos aplicables.

Solo se tramitaran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio, que
en ningun caso contendran informacién que le pueda identificar directamente, como
nombre y apellidos, iniciales, direccién, n° de la seguridad social, etc... En el caso de
que se produzca esta cesion, sera para los mismos fines del estudio descrito y
garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de protecciéon de la
legislacién vigente en nuestro pais.

Si realizaramos transferencia de sus datos codificados fuera de la UE a las entidades
de nuestro grupo, a prestadores de servicios o a investigadores cientificos que
colaboren con nosotros, los datos del participante quedaran protegidos con
salvaguardas tales como contratos u otros mecanismos por las autoridades de
proteccion de datos. Si el participante quiere saber mas al respecto, puede contactar
con el Delegado de Proteccion de Datos del promotor [direccion/link].

8. COMPENSACION ECONOMICA:

El promotor del estudio es el responsable de gestionar la financiacién del mismo, por
lo que su participacion en éste no le supondra ningtin gasto.

9. OTRA INFORMACION RELEVANTE:

Cualquier nueva informacién que se descubra durante su participacién y que pueda
afectar a su disposiciéon para participar en el estudio, le serd comunicada por su
médico lo antes posible.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, no se afiadira
ningun dato nuevo a la base de datos y, en caso de que se hubieran recogido
muestras, puede exigir la destruccion de todas las muestras identificables,
previamente obtenidas, para evitar la realizacion de nuevos andlisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor o los
investigadores del mismo lo consideran oportuno, ya sea por motivos de seguridad o
porque consideren que usted no estd cumpliendo con los procedimientos establecidos.
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En cualquiera de los casos, usted recibird una explicacién adecuada del motivo por el
que se ha decidido su retirada del estudio.

El promotor podréa suspender el estudio siempre y cuando sea por alguno de los
supuestos contemplados en la legislacién vigente.

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los
procedimientos del estudio que se le han expuesto. Cuando acabe su participacion
recibira el mejor tratamiento disponible y que su médico considere el mas adecuado
para su enfermedad.

10. OBTENCION Y UTILIZACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS:

Su participacién en este estudio conlleva la obtencién y utilizacién de muestras
biolégicas con fines de investigacion, para lo que se observara la Ley 14/2007 de
investigacion biomédica y el Real Decreto 1716/2011, normativas que garantizan el
respeto a los derechos que le asisten.

Al firmar este documento, revisado y evaluado favorablemente por el Comité de Etica
de la Investigacién con medicamentos que ha aprobado este estudio, usted acepta
que se utilicen sus muestras para las finalidades del presente estudio.

Las muestras biolégicas se haran coincidir con las extracciones que habitualmente le
practicaran antes de recibir el tratamiento y no supondran pinchazos adicionales. En
todo momento se seguird la normativa en cuanto a la obtencion, conservacién y
almacenamiento de las muestras obtenidas, asi como en el manejo de los datos que
se obtengan, de acuerdo a lo establecido en la Ley 14/2007, del 3 de julio, de
Investigacion Biomédica.

Las muestras bioldgicas se custodiaran en el IS Hospital La Fe, durante 5 afos.
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CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

Titulo del estudio: “Busqueda de biomarcadores en inmunoterapia basados en la metabolémica y
estudio del metabolismo de células supresoras de origen mieloide como diana terapéutica en el
cancer de pulmén”

Yo, (nombre y apelidos).

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con: (nomibre def Investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Recibiré una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1° Cuando quiera
2° Sin tener que dar explicaciones.
3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del Participante Firma del Investigador
Nombre: Nombre:
Fecha: / ! Fecha: f i

Deseo que me comuniquen la informacién derivada de la investigaciéon que pueda ser relevante
para misalud: []Si [] No

Firma del representante Fecha: / / (Nomtre, firma y fecha
de pufio y letra del representante legal)

Firma del investigador: Fecha: / /

Deseo que me comuniquen la informacién derivada de las pruebas genéticas realizadas
(dnicamente para aquellos estudios que incluyan este tipo de pruebas, siempre que estén
validadas y que puedan tener relevancia para la salud del paciente): [ ] Si [ No

Firma del representante Fecha: / / (Nombre, firma y fecha
de puito y lefra del representante legal)

Firma del investigador: Fecha: / /
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CONSENTIMIENTO ORAL ANTE TESTIGOS

Titulo del estudio: “Busqueda de biomarcadores en inmunoterapia basados en la metabolémica y
estudio del metabolismo de células supresoras de origen mieloide como diana terapéutica en el
cancer de pulmén”

YO, (nombre y apellidos),

e He recibido la hoja de informacién sobre el estudio.

¢ He podido hacer preguntas sobre el estudio.

e He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

e He sido informado por: (nombre del investigador)

¢ Recibiré una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado.
Declaro bajo mi responsabilidad que: (nombre def participante def estudio)

o Comprende que su participacién es voluntaria.
e Comprende que puede retirarse del estudio:
1° Cuando quiera
2° Sin tener que dar explicaciones.
3° Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.
e Y ha expresado libremente su conformidad para participar en el estudio.

Firma del testigo (Nombre, fima y fecha de pufio y letra) Firma del Investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: / / Fecha: / /

El paciente desea que le comuniquen la informacién derivada de la investigacion que pueda
ser relevante para su salud (si procede): []Si [] No

Firma del testigo (Nombre, firma y fecha de pufic y letra) Firma del Investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: / / fFecha: / /

El paciente desea que le comuniquen la informacion derivada de las pruebas genéticas
realizadas (unicamente para aquellos estudios que incluyan este tipo de pruebas, siempre
que estén validadas y que puedan tener relevancia para la salud del paciente): [ ] Si [] No

Firma del testigo (Nombre, firma y fecha de pufio y letra) Firma def Investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: / / Fecha: / /
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CONSENTIMIENTO DEL REPRESENTANTE LEGAL

Titulo del estudio: “Busqueda de biomarcadores en inmunoterapia basados en la metabolémica y
estudio del metabolismo de células supresoras de origen mieloide como diana terapéutica en el
cancer de pulmén”

Yo, (nombre y apeliidos)
e He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
e He podido hacer preguntas sobre el estudio.
e He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con: (nombre def Investigador)
Comprendo que la participacion de (nombre del participante) €S voluntaria.
Comprendo que (nombre dei participante) puede retirarse del estudio:

1? Cuando quiera
2° Sin tener que dar explicaciones.
3° Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

En mi presencia se ha dado a (nombre dei participantey, toda la
informacién pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y esta de acuerdo en participar.

Recibiré una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado.

Y presto mi conformidad con que (nombre del participante) participe en el
estudio.

Firma del Representante Firma del Investigador

Nombre: Nombre:

Fecha: / / Fecha: / /

Deseo que me comuniquen la informacion derivada de la investigacion que pueda ser relevante
para misalud: [] Si []No

Firma del representante Fecha: / / (Nombre, firma y fecha
de pufio y letra del representante legal)

Firma del investigador: Fecha: / /

Deseo que me comuniquen la informacién derivada de las pruebas genéticas realizadas
(Unicamente para aquellos estudios que incluyan este tipo de pruebas, siempre que estén
validadas y que puedan tener relevancia para la salud del paciente): [ ] i [ No

Firma del representante Fecha: / / (Nombre, firma y fecha
de puito y lefra del representante legal)

Firma del investigador: Fecha: / /
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8.2 Anexo 2. Informe del comité de ética en investigacion médica
Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia

La Fe

Departament
de Salut

CEImF-PE-01-11 v

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
CON MEDICAMENTOS

MARIA TORDERA BAVIERA, titular de la Secretaria Técnica del Comité de Etica de la
Investigacién con medicamentos del CEIM - HOSPITAL UNIVERSITARIO Y POLITECNICO
LA FE,

CERTIFICA

Que este Comite ha evaluado en su sesion de fecha 20/10/2021, el Proyecto de Investigacién:

Titulo: “Busqueda de biomarcadores en inmunoterapia basados en la metabolomica y
estudio del metabolismo de células supresoras de origen mieloide como diana
terapéutica en el cancer de pulmén.”

N° de registro: 2020-174-1

Documento Version - Fecha
Protocolo - FIS-2020 sin version ni fecha
Hoja de Informacién al Paciente y Consentimiento Informado Version v1. Fecha de la version 20-09-2021

Que dicho proyecto se ajusta a las normativas éticas sobre investigacién biomédica con
sujetos humanos y es viable en cuanto al planteamiento cientifico, objetivos, material v
métodos, etc, descritos en la solicitud, asi como la Hoja de Informacion al Paciente y el
Consentimiento Informado.

En consecuencia, este Comité acuerda emitir INFORME FAVORABLE de dicho Proyecto de
Investigacion que sera realizado en el HOSPITAL UNIVERSITARI | POLITECNIC LA FE por
elfla Dr. / Dra. AGUSTIN LAHOZ RODRIGUEZ del servicio/unidad/grupo de investigacién de
UNIDAD DE BIOMARCADORES Y MEDICINA DE PRECISION como Investigador Principal.

Que &l CEIM - HOSPITAL UNIVERSITARIO Y POLITECNICO LA FE, tanto en su composicién
como en sus procedimientos, cumple con las normas de BPC (CPMP/AICH/135/95) y con la
legislacion vigente que regula su funcionamiento, y que la composicién del CEIM - HOSPITAL
UNIVERSITARIO Y POLITECNICO LA FE, es la indicada en el anexo |, teniendo en cuenta
que, en el caso de que algun miembro participe en el estudio o declare algin conflicto de
interés, no habra participado en la evaluacién ni en el dictamen de la solicitud de autorizacién
del estudio clinico.

Lo que firmo en Valencia, a 20/10/2021

Firmat per Maria Tordera Baviera el
28/10/2021 14:06:17

Fdo.: MARIA TORDERA BAVIERA .
Secretario/a Técnica del Comité de Etica de la Investigacién con medicamentos
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La Fe

Departament
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ANEXO |
COMPOSICION CEIm

Presidente:_
ADELA CANETE NIETO - Facultativo Especialista en Pediatria. Jefe Seccion de Unidad de
Hematologia y Oncologia Pediatrica

Vicepresidente:
OSCAR DIAZ CAMBROMNERO - Facultativo especialista en Anestesiologia y Reanimacion. Jefe
Seccion Anestesiologia y Reanimacion

Secretario:
MARIA TORDERA BAVIERA - Farmacéutica Especialista en Farmacia Hospitalaria. Farmacéutica
adjunta del Servicio de Farmacia

Vocales:

MARIA VICTORIA PARICIO GOMEZ - Diplomada Enfermeria. Supervisora del Servicio de Hematologia
y Trasplante de Progenitores Hematicos

JAVIER LLUNA GONZALEZ - Facultativo Especialista en Cirugia Pediatrica. Médico adjunto del
Servicio de Cirugia Pediatrica

PAULA RAMIREZ GALLEYMORE - Facultativo Especialista en Medicina Intensiva. Médico adjunto del
Servicio de Medicina Intensiva

JOSE MARIA CANELLES GAMIR - Farmacéutico de Atencién Primaria del Departamento de Salud
Valencia La Fe i

SERAFIN RODRIGUEZ CAPELLAN - Licenciado en Derecho. Técnico de Funcién Administrativa
adscrito a la Direccién de Investigacion

VICENTE INGLADA ALCAIDE - Miembro Lego, representante de los intereses de los pacientes
MIGUEL ANGEL CANO TORRES - Licenciado en Derecho. Técnico de Funcion Administrativa adscrito
a la Direccion de Investigacion

LUIS VICENTE MARTINEZ DOLZ - Facultative Especialista en Cardiologia. Jefe de Servicio de
Cardiologia

BONAVENTURA CASANOVA ESTRUCH - Facultativo Especialista en Neurologia. Médico adjunto del
Servicio de Neurologia .
SARA BRUGGER FRIGOLS - Facultativo Especialista en Radiodiagnéstico. Médico adjunto del Area
de Imagen Médica .

M® ISABEL IZQUIERDO MACIAN - Facultativo Especialista en Pediatria (Neonatologia). Jefa de
Servicio de Neonatologia

MATTEO FRASSON - Facultativo Especialista en Cirugia. Médico adjunto del Servicio de Cirugia
General y Digestiva

JOSE VICENTE SOLANAS PRATS - Facultativo Especialista en Medicina de Familia y Comunitaria.
Médico del Centro de Salud Trinitat )

ANTONIO ORDUNA GALAN - Ing. de aplicaciones y sistemas. Responsable Area de Seguridad y
Calidad de Sistemas de Informacién

ANA PEIRO PEIRO - Fac. especialista en Farmacologia Clinica. Médica Adjunta del Servicio
Farmacologia Clinica. DSA-HG.
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9 Actividades cientificas relacionadas

9.1 Concesidn beca GIDO proyectos Investigacion 2022

Resolucion Beca GIDO Proyecto de Investigacién 2022 - GIDO

Resolucién Beca GIDO Proyecto de
Investigacion 2022

ACTA DE RESOLUCION DE LA BECA GIDO PROYECTO DE
INVESTIGACION 2022

Reunido el Jurado Evaluador de la Beca GIDO Proyecto de Investigacion 2021 compuesto por los Doctores Maria Guirado, Martin Oré Arce y Alfredo Sanchez.

Resuelven por unanimidad, que la Beca GIDO Proyecto de Investigacion 2022 se otorga a los siguientes proyectos presentados con las siguientes cuantias:

1.- Nuevas aproximaciones en la oncologia de precisién: modelos 3D (Organoides)

Presentado por: Dra. Silvia Calabuig Farifias
Bidloga, Investigadora Postdoctoral. Fundacién de Investigacion del Hospital General Universitario Valencia
Beca: 5.000€

2.- Disefio de un modelo in vitro para el screening farmacol6gico que emule el microambiente tumoral en cancer de pulmén

Presentado por: Dr. José Marcelo Galbis Caravajal
Jefe de Servicio de Cirugia Toracica. Hospital Universitario de la Ribera.
Beca: 3.000€

3.- Andlisis de biomarcadores de sinergia en la combinacién de platino-pemetrexed-pembrolizumab en el tratamiento del
carcinoma no microcitico de pulmén

Presentado por: Dr. Guillermo Suay Montagud
Facultativo Residente. Servicio de Oncologia Médica. Hospital Universitari i Politécnic La Fe.
Beca: 2.000€

Y para que conste a los efectos oportunos se firma el presente documento en Valencia a 11 de marzo de 2022.

Dr. Alfredo Sanchez Hernandez
Coordinador de la Beca GIDO Proyecto de Investigacién 2022
Vicepresidente de Gido
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9.2 Podster en congreso nacional

Congreso de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica 2024 — Madrid — 150CT2024 a
180CT2024.

oef:’_%
g o 1
PSS ] 2024
CONECTANDO AVANCES, GANANDO VIDA. I MADRID
15-18 OCTUBRE
X @_SEOM () @SEOM_ONCOLOGIA HSEOM24 HOTEL MELIA CASTILLA

La Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, certifica que:

Guillermo Suay Montagud, Alba Ortiz Gracia, Carmina Rodrigo Jarque, Julio Linares Diaz,
Juan Carlos Garcia Cafiaveras, Andrea Armero Mateu, Francisco Aparisi Aparisi, Agustin
Lahoz Redriguez, Oscar Jose Juan Vidal

han presentado la comunicacion titulada

Andlisis de la influencia de la polifarmacia sobre el tratamiento con inhibidores
de punto de control inmunitario en pacientes con carcinoma no microcitico de
pulmén metastasicos: datos de vida real en un centro de referencia.

seleccionada como ePdster con el numero
EPOSTER-264
incluida en la cbra “Libro de comunicaciones SEOM2024” (ISBN: 978-84-88014-

58-0) durante el Congreso SEOM2024, celebrado en Madrid del 15 al 18 de
octubre de 2024.

Para que conste a los efectos oportunos, emitimos el presente certificado en
Madrid, 18 de octubre de 2024.

(frnz ) o0
‘.\\‘&\Cb
.q\u\?;51
Dr. César Serranc Garcia ol _Qlj-
Secretario General de la Sociedad Espafiola G e
de Cncologia Médica (SEOM) ot =

C/ Velazquez, 7 - 39 planta. 28001 Madrid / Tel.: 915775281 / Fax:911393556 / www.seom.org

/pso.es.SEOM2024.2024
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Analisis de la mfluencla de Ia polifarmacia
sobre el tra to con in idores de

LA POLIFARMACIA INFLUYE punto de control inmunitario en pacientes
EN LA MEDIANA DE $G DE ;oez;;ésico: da';:sl d;lvida rea‘l":n un
LOS PACIENTES CON centro de referencia

CPCNP TRATADOS CON

IPCI. FUTUROS ESTUDICS
PROSPECTIVOS DEBERIAN
EVALUAR ESTE FACTOR.

Autores: GUILLERMO SUAY'Z, ALBA ORTIZ-GRACIA!, CARMINA
RODRIGO? JULIO LINARES?, JUAN-CARLOS GARCIA-
CANAVERAS?, ANDREA ARMERQ?, FRANGISCO APARISI?,
AGUSTIN LAHOZ?, OSCAR JUAN-VIDAL'Z

“Servicia de Oncologia Médica, Hespital La Fe, Valencia, Espaia; *Unidad
de Biomarcaderes y Medicina de Precision, IIS La Fe, Valencia, Espana.

Introduccion
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CARCINOMA NO
MICROCITICO DE PULMON,
INHIBIDORES DE PUNTO DE
CONTROL INMUNITARIO,
POLIFARMACIA, DATOS DE
VIDA REAL,
INMUNOTERAPIA

n marcadoes Ambles para valorar qué padieries pusden
benefciarse an mayor o menar medida ds los IPC. 3 exisen poblacionss.
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9.3 Poster en congreso internacional
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Immune checkpoint inhibitors (ICIs) have radically changed the prognosis of patients with non-small cell lung cancer

(NSCLC) by increasing the overall survival (OS). However, some doubts exist regarding special populations such as elder

patients, which show less benefit to different ICIs in different subgroup analyses of approbatory trials. It has been
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Simple Summary: Immune checkpoint inhibitors (ICIs) have transformed the treatment paradigm for
metastatic non-small cell lung cancer (NSCLC) patients (IB-ILIA) with no targetable driver mutations.
Although genetic and physiological factors could suggest a priori differences in response to ICls
regarding sex, there are few works addressing it, and the available results are confusing. It is well
established that women have a more proficient immune system; thus, a higher immune editing level
is needed to develop metastatic disease, which could explain their better responses in the early phases
of disease. Furthermore, the encouraging results observed for metastatic disease have promoted
the use of ICls as neoadjuvant treatments. Here, we aimed to first review the landscape of current
neoadjuvant settings used in resectable NSCLC patients, before analyzing whether sex may be a
factor that modulates responses to ICIs. To this end, we have carried out a meta-analysis of the

available data.

Abstract: Non-small cell lung cancer (NSCLC) is one of the world’s leading causes of morbidity
and mortality. ICls alone or combined with chemotherapy have become the standard first-line
treatment of metastatic NSCLC. The impressive results obtained have stimulated our interest in
applying these therapies in early disease stage treatments, as neoadjuvant immunotherapy has shown
promising results. Among many of the factors that may influence responses, the role played by sex is
attracting increased interest and needs to be addressed. Here, we aim to first review the state of the art
regarding neoadjuvant ICls, whether they are administered in monotherapy or in combination with
chemotherapy at stages IB-1IIA, particularly at stage [ILA, before analyzing whether sex may influence
responses. To this end, a meta-analysis of publicly available data comparing male and female major
pathological responses (MPR) and pathological complete responses (pCR) was performed. In our
meta-analysis, MPR was found to be significantly higher in females than in males, with an odds ratio
(OR) of 1.82 (95% C11.13-2.93; p = 0.01), while pCR showed a trend to be more favorable in females
than in males, but the OR of 1.62 was not statistically significant (95% CI 0.97-2.75; p = 0.08). Overall,
our results showed that sex should be systematically considered in future clinical trials settings in

order to establish the optimal treatment sequence.

Keywords: immune checkpoint inhibitors; NSCLC; necadjuvance; sex; PD-L1; immune system

1. Introduction

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is one of the main causes of cancer death world-
wide, which is attributed to its late stage diagnosis [1-3]. Immune checkpoint inhibitors
(ICls) have emerged as a new treatment option in those patients without target mutations.
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Highlights

= Controversy exists regarding ICI use in non-targetable NSCLC brain
metastases.

= Microglia is key to modulate brain metastases growth and immune
infiltration.

= Brain metastases respond to ICIs due to BBB damage or indirect
immune infiltration.

= ICI upfront treatment without local CNS therapy may be used in
selected cases.

Abstract

Immune checkpoint inhibitors (ICI) therapy with or without chemotherapy has been
established as the first-line treatment for patients with non-oncogene addicted advanced
Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC). Yet some clinical settings, such as the treatment
sequence in patients with brain metastases, have barely been evidenced. Although IClIs
cannot directly cross the blood-brain barrier (BBB), evidence suggests that BBB damage
could allow ICIs into the central nervous system, or that they can have an indirect effect
on the tumor immune microenvironment (TIME) and cause an anti-tumor response.
Pivotal phase III trials have included a highly selected population but offer few data on
these patients. Here we first review how ICIs can indirectly shape the brain metastases
microenvironment through different mechanisms, and some possible causes of ICls
resistance. We also analyze the evidence reported in pivotal phase III trials and phase 11
trials focused on NSCLC brain metastases for first-line treatment, and the evidence for
upfront or delayed local brain therapy. Finally, we discuss the best evidence-based
approach to treat NSCLC patients with brain metastases and propose future research.
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