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I. INTRODUCCIÓN GENERAL 

1. INMUNOTERAPIA EN CÁNCER DE PULMÓN 

1.1. Cáncer de Pulmón No Microcítico avanzado e Inmunoncología  

El cáncer de pulmón es la principal causa de muerte relacionada con cáncer en 

todo el mundo. Con casi 2,5 millones de nuevos casos y 1,8 millones de muertes en 2022, 

representa aproximadamente 1 de cada 10 (12,4%) cánceres diagnosticados y 1 de cada 

5 (18,7%) muertes por cáncer (1). Este mal pronóstico es consecuencia de la agresividad 

biológica de la enfermedad, la alta tendencia a la diseminación temprana y a una larga 

latencia asintomática. Por estas razones, la mayoría de los pacientes se presentan con 

enfermedad metastásica en el momento del diagnóstico y menos del 20% están vivos a 

los 5 años (2). Este pronóstico tan desfavorable hace que el desarrollo de terapias activas 

en esta patología sea una prioridad médica.  

 

El tratamiento del Cáncer de Pulmón No Microcítico avanzado (CPNMa) depende de la 

histología y perfil molecular del tumor. El CPNM representa del 80 al 85% de los casos e 

incluye dos subtipos histológicos principales: carcinoma de células escamosas y 

carcinoma no escamoso, fundamentalmente adenocarcinoma (3). Un subconjunto de 

CPNMa alberga alteraciones definidas molecularmente que son dianas terapéuticas 

para inhibidores de tirosina quinasa (ITK), y varios estudios han demostrado una mayor 

eficacia y un mejor perfil de seguridad para estos fármacos que la quimioterapia (QT). 

Sin embargo, la mayoría de los pacientes tienen una enfermedad sin una alteración 

diana por lo que no pueden beneficiarse de las terapias dirigidas y, en estos casos, la QT 

muestra un efecto limitado en las tasas de supervivencia. En este sentido, el desarrollo 

de la inmunoterapia contra el cáncer ha cambiado drásticamente el panorama del 

tratamiento y ha mejorado el pronóstico de estos pacientes. Aunque todavía es difícil 

estimar con precisión el beneficio de la supervivencia global (SG), algunos estudios han 

informado de un aumento de las tasas de supervivencia hasta 5 veces mayor que las 

obtenidas con QT (4). Sin embargo, solo una minoría de pacientes logra una respuesta 

prolongada con inmunoterapia, mientras que, la mayoría no responde o desarrolla una 

progresión de enfermedad durante el tratamiento.  

 

En la actualidad no se dispone de ningún biomarcador totalmente fiable que permita 

seleccionar a los pacientes con CPNMa que van a obtener un mayor beneficio con 

inmunoterapia. Por tanto, es prioritario encontrar y validar nuevos biomarcadores 

predictivos más sensibles y específicos y, para ello, es necesario profundizar en el 

conocimiento de los procesos que pone en marcha la célula neoplásica, tanto a nivel 

sistémico como en el microambiente tumoral (MAT), que le permiten evadir al sistema 

de inmuno-vigilancia y progresar en su crecimiento, invasión y diseminación.  
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1.2. Puntos de control inmunológicos 

La inmunooncología (IO) moderna consiste en diferentes estrategias, destinadas 

a movilizar y activar el sistema inmunitario para reconocer y destruir a las células 

cancerosas (5). En la práctica clínica actual, el principal enfoque terapéutico es el uso de 

anticuerpos monoclonales que actúan sobre moduladores clave en la respuesta inmune 

de las células T. Estas moléculas, también conocidas como puntos de control 

inmunitario, están presentes en las células T, las células presentadoras de antígenos 

(CPAs) y las células tumorales. Su interacción permite poner en marcha vías de 

señalización inmune inhibidoras o activadoras. Los puntos de control más relevantes son 

las vías inhibidoras, tales como, la molécula 4 asociada a linfocitos T citotóxicos (CTLA-

4), el receptor de muerte celular programada 1 (PD-1) y el ligando de muerte celular 

programada 1 (PD-L1) (6). Para los pacientes con CPNMa, los mayores éxitos se han 

logrado con anticuerpos monoclonales inhibidores del eje PD-1/PD-L1 (ICIs). Los 

anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 han demostrado un beneficio significativo sobre la QT, 

incluyendo un perfil de seguridad favorable, mayor actividad antitumoral, inducción de 

respuestas duraderas y mejor supervivencia. Varios ensayos han evaluado su eficacia, 

tanto en monoterapia como en combinación con otros agentes, y han llevado a 

modificar los algoritmos de tratamiento. Actualmente, un anticuerpo anti-CTLA4 

(ipilimumab) y varios anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 (nivolumab, pembrolizumab, 

atezolizumab y cemiplimab), han sido aprobados por las agencias reguladoras FDA y 

EMA para el tratamiento del CPNMa tanto en primera línea de tratamiento como tras 

progresión a QT basada en platino (7). 

1.3. Anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 en monoterapia 

Nivolumab es un anticuerpo monoclonal IgG4 completamente humano contra 

PD-1. En dos grandes ensayos fase III, CheckMate 017 (8) y CheckMate 057 (9), nivolumab 

mostró una mejor supervivencia frente a docetaxel tras progresión a QT de primera línea 

basada en platino en CPNMa escamoso y no escamoso, respectivamente. En base a 

estos resultados, nivolumab fue el primer ICI en recibir la aprobación de la FDA como 

tratamiento de segunda línea para la enfermedad avanzada. Posteriormente, otros dos 

ICIs confirmaron la superioridad de la inmunoterapia sobre docetaxel en pacientes pre-

tratados con QT. Atezolizumab es un anticuerpo monoclonal que se une a PD-L1. En el 

ensayo OAK (10), los pacientes tratados previamente con QT se aleatorizaron para recibir 

atezolizumab o docetaxel. La SG fue significativamente mayor en el grupo de 

atezolizumab en comparación con el grupo de docetaxel. Atezolizumab fue aprobado 

como terapia de segunda línea independientemente del nivel de expresión de PD-L1 

medido por inmunohistoquimia (IHQ) en célula tumoral (TPS). Pembrolizumab, un 

anticuerpo monoclonal humanizado anti-PD-1, fue el primer ICI que mostró una eficacia 

diferenciada basada en la expresión de PD-L1. El ensayo Keynote 010 (11) se realizó en 
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pacientes con CPNMa previamente tratados y expresión de PD-L1 en al menos el 1% de 

las células tumorales. Pembrolizumab demostró mejorar la SG en comparación con 

docetaxel en la población total, pero con beneficio significativo, especialmente en 

pacientes con al menos una expresión de PD-L1 del 50%.  

 

En el contexto de la primera línea de tratamiento, el ensayo Keynote 024 (12) exploró el 

tratamiento con pembrolizumab en pacientes con alta expresión de PD-L1 (TPS ≥50%). 

La inmunoterapia se asoció con una supervivencia libre de progresión (SLP) y una SG 

significativamente más prolongadas, y un mejor perfil de seguridad que la QT basada en 

platino. Estos resultados establecieron a pembrolizumab como una terapia estándar de 

primera línea en pacientes con alta expresión de PD-L1. Recientemente, otros dos 

anticuerpos anti-PD-1/PD-L1, cemiplimab y atezolizumab, han mostrado beneficios en 

supervivencia en el tratamiento de primera línea de CPNMa con expresión PD-L1 TPS 

≥50% en comparación con la QT (13, 14). 

1.4. Anticuerpos anti-PD1/PD-L1 en combinación 

A pesar de los avances, solo una minoría de pacientes responde a ICIs en 

monoterapia. Para mejorar la eficacia, se ha explorado la combinación de QT e 

inmunoterapia con el objetivo de conseguir un aumento de las tasas de respuesta y 

prolongar aún más la SG. La combinación de ICIs con QT aprovecha la potencial sinergia 

de ambas estrategias terapéuticas a través de varios mecanismos (15). Varios ensayos 

clínicos aleatorizados han demostrado un beneficio en SG al asociar ICIs a la QT basada 

en platino. El estudio KEYNOTE-189 (16) es un ensayo fase 3 en pacientes no escamosos. 

Pembrolizumab en combinación con platino y pemetrexed mejoró la SLP y la SG. Las 

tasas de SG a los 5 años fueron del 19% en el grupo de pembrolizumab frente al 11% en 

el grupo de QT sola. El beneficio en SG fue independiente de la expresión de PD-L1. La 

superioridad de la estrategia de combinación también se demostró en CPNMa 

escamoso. En el ensayo KEYNOTE-407 (17), la adición de pembrolizumab a carboplatino 

y paclitaxel o nab-paclitaxel mejoró la mediana de SG. Las tasas de SG a los 5 años fueron 

del 18% y del 9,7% con pembrolizumab/QT y placebo/QT, respectivamente. EMPOWER-

Lung 3 (18), un ensayo fase 3, comparó cemiplimab más QT con doblete de platino versus 

QT sola como tratamiento de primera línea para CPNMa, independientemente de 

histología y expresión de PD-L1. El ensayo cumplió con los criterios de eficacia de SG 

preestablecidos. Las combinaciones de anticuerpos anti-PD-L1 y dobletes de QT basados 

en platino también han demostrado en el ensayo fase III IM-power130 (19), la 

superioridad en términos de SLP y SG de atezolizumab en combinación con carboplatino 

y nab-paclitaxel en comparación con la QT sola como tratamiento de primera línea para 

la enfermedad metastásica no escamosa. 
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También se han explorado combinaciones de ICIs, especialmente anticuerpos anti-PD-

1 y anti-CTL-4, con y sin QT. Se ha descubierto que el bloqueo simultáneo de CTLA-4 y 

PD-1/PD-L1 da como resultado una respuesta inmune sinérgica y mejorada contra el 

cáncer. En comparación con la QT, muestra un beneficio en la supervivencia, 

especialmente en algunos subgrupos de pacientes. El ensayo fase II Checkmate 568 (20) 

probó con éxito la eficacia y seguridad de nivolumab más ipilimumab como tratamiento 

de primera línea del CPNMa. El beneficio de supervivencia sobre la QT se confirmó en el 

ensayo CheckMate 227 (21) y fue independiente del nivel de expresión de PD-L1. Un 

ensayo más reciente fase 3 Checkmate 9LA (22) exploró el efecto de nivolumab más 

ipilimumab combinado con dos ciclos de QT basada en platino en el entorno de primera 

línea para el CPNMa. La combinación QT-IO proporcionó una mejoría significativa en la 

SG y tuvo un perfil de seguridad favorable independientemente de la histología y del 

nivel de expresión de PD-L1.  

 

En todos estos ensayos, el beneficio en la SG se observó en todos los subgrupos de 

pacientes, incluidos aquellos con expresión baja o negativa de PD-L1. Además, aunque 

la inmunoterapia añade efectos adversos inmuno-relacionados (irEAs) a las toxicidades 

relacionadas con la QT, los tratamientos combinados han mostrado perfiles de 

tolerancia aceptables. Por tanto, los ICIs combinados con doblete QT basada en platino 

se han convertido en el estándar de tratamiento de primera línea para el CPNMa. Sin 

embargo, los esquemas combinados sólo se han comparado con la QT exclusiva. No se 

ha realizado una comparación directa con ICIs como agentes únicos en pacientes con 

PD-L1 TPS ≥50%. Por lo tanto, la monoterapia con anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 sigue 

siendo una opción de tratamiento apropiada en este contexto.  

 

2. BIOMARCADORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA A 

INMUNOTERAPIA 

Un gran número de células y moléculas participan en la interacción tumor-

inmunidad. Se han investigado numerosos biomarcadores potenciales, incluido el MAT, 

los puntos de control inmunitarios, los neoantígenos del cáncer, la carga mutacional del 

tumor, la inflamación y múltiples componentes asociados al tumor que circulan en el 

torrente sanguíneo (23). No obstante, solo unos pocos biomarcadores basados en el 

análisis del tejido tumoral, principalmente la expresión de PD-L1 y la carga de 

mutaciones somáticas (TMB), ayudan a predecir la eficacia de los ICIs en pacientes con 

CPNMa. Sin embargo, se siguen explorando en la actualidad otros biomarcadores 

potenciales, tanto en muestras de tejido como en biopsias líquidas. 
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2.1. Biomarcadores basados en tejido 

El principal biomarcador utilizado en la práctica clínica es la expresión de PD-L1 

en las células tumorales y/o células inmunitarias, evaluada mediante tinción IHQ (24). 

Varios ensayos prospectivos han demostrado su correlación con la eficacia del 

tratamiento anti-PD-1/PD-L1. La primera evidencia sólida proviene de los ensayos 

Keynote 010 y Keynote 024, que condujeron a la aprobación de pembrolizumab en el 

entorno de segunda línea para pacientes con PD-L1 ≥1% y como tratamiento de primera 

línea para pacientes con expresión de PD-L1 ≥50%, respectivamente (11, 12). En general, 

la mayoría de los estudios muestran que la expresión de PD-L1 puede predecir la eficacia 

de los anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 cuando se utilizan como agente único (25). Sin 

embargo, con el desarrollo de estrategias de combinación, su valor predictivo se ve 

significativamente disminuido. La combinación de QT e ICIs aporta una mejoría en la 

supervivencia independientemente de la expresión de PD-L1. Aunque la eficacia 

aumenta con niveles más altos de PD-L1, también se ha demostrado su beneficio en 

tumores PD-L1 negativos (26). Si la expresión de PD-L1 es el mejor biomarcador para la 

inmunoterapia en CPNMa sigue siendo un tema de debate, ya que varios factores 

limitan su fiabilidad (27). Los estudios han demostrado la heterogeneidad intra-tumoral 

de la expresión de PD-L1, que puede ser variable en una misma muestra de tumor y se 

puede modificar durante el tratamiento (28). Además, los ensayos clínicos han utilizado 

varios puntos de corte y métodos de detección, lo que ha llevado a la necesidad de una 

estandarización de la técnica (29). 

 

En los últimos años, la TMB ha surgido como otro biomarcador para la inmunoterapia. 

Se define como el número total de mutaciones somáticas en una muestra tumoral. Un 

alto número de mutaciones da como resultado un mayor número de neoantígenos 

tumorales. Por lo tanto, TMB refleja la carga de neoantígenos y representa un marcador 

subrogado de la inmunogenicidad del cáncer (30). La evidencia de TMB como 

biomarcador relacionado con el sistema inmunitario en CPNMa se origina 

principalmente a partir de análisis retrospectivos o de análisis de subgrupos de ensayos 

clínicos aletorizados. Así, en el ensayo CheckMate 227 (21), una TMB alta (≥10 mutaciones 

por megabase) se asoció con una SLP más prolongada en pacientes que recibieron una 

combinación de nivolumab más ipilimumab en comparación con QT, pero no logró 

predecir la SG. Dos revisiones sistemáticas y metanálisis recientes han demostrado un 

beneficio clínico y de supervivencia de los ICIs en pacientes con TMB alta en 

comparación con aquellos con TMB baja (31, 32) pero se requieren más datos 

prospectivos. Además, no se ha demostrado una correlación entre TMB y expresión de 

PD-L1 y existen otros problemas que limitan su utilidad y validación. Por tanto, en la 

actualidad, no existe una estandarización entre plataformas para su determinación, y 

no hay consenso para definir TMB "alta" ya que se ha utilizado un valor de corte 

diferente en los diferentes ensayos clínicos (33).  
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La deficiencia en el sistema de reparación MisMatch Repair (MMRD) y la inestabilidad 

de microsatélites (MSI) se han asociado con un aumento de TMB y pueden ser 

determinantes en la inmunogenicidad del tumor (34). En consecuencia, algunos ensayos 

clínicos han estudiado su papel potencial como biomarcadores predictivos a 

inmunoterapia. Tenemos evidencia reciente de una alta tasa de respuesta y una mayor 

supervivencia con inmunoterapia en varios tumores sólidos  cono alta MSI y MMRD, lo 

que ha llevado a la primera aprobación de un agente anti-PD1 independiente del 

tejido/localización tumoral por parte de la FDA (35). Sin embargo, MMRD y MSI son raros 

en cáncer de pulmón y están poco estudiados como biomarcadores potenciales del 

beneficio de ICIs en este contexto. 

 

Uno de los campos más emergentes en biomarcadores relacionados con ICIs surge de la 

caracterización de las poblaciones de células en el MAT. Entre estas, los linfocitos 

infiltrantes de tumores (TILs) se han correlacionado con la eficacia de ICIs en varios tipos 

de cáncer, incluido el CPNMa (36). Los altos niveles de TILs, particularmente de células T 

CD8+, reflejan una mayor respuesta inmune contra el cáncer y caracterizan el fenotipo 

inflamado, el denominado tumor “caliente”. La categorización de los tumores en 

"calientes" y "fríos" a través de la identificación de biomarcadores tisulares podría 

ayudar a la selección de pacientes que tienen más probabilidades de beneficiarse de los 

ICIs (37). Se ha definido una metodología denominada "Immunoscore" para medir el 

infiltrado de células T intra-tumorales y peri-tumorales y actualmente se está 

desarrollando un Immunoscore para pacientes con CPNM (38). 

 

2.2. Biopsia líquida y biomarcadores basados en sangre 

La biopsia de tejido es el método estándar para el diagnóstico del cáncer, la 

clasificación histológica y el diagnóstico molecular. Sin embargo, requiere métodos 

invasivos para su realización, y las lesiones tumorales a veces son difíciles de biopsiar. 

Además, puede tener un papel limitado en el estudio de la evolución de la enfermedad 

y en su capacidad para capturar la heterogeneidad del tumor. Para superar estas 

limitaciones, la biopsia líquida se ha convertido en una oportunidad atractiva para el 

diagnóstico del cáncer. Es una herramienta no invasiva y consiste en analizar elementos 

asociados al cáncer en fluidos biológicos, como sangre, orina y saliva. Principalmente, la 

biopsia líquida basada en sangre es uno de los principales campos en la investigación de 

biomarcadores en ICIs. Permite el aislamiento y análisis de múltiples componentes 

derivados de tumores que circulan en el torrente sanguíneo, incluidas células tumorales 

circulantes (CTCs), células inmunitarias, ADN libre de células circulante (ctDNA), 

vesículas extracelulares y microARN (miRNAs) (39). 
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Las poblaciones de células inmunitarias periféricas podrían reflejar la 

interacción entre el sistema inmunitario y el cáncer. Las células mononucleares en 

sangre periférica (PBMCs), el recuento absoluto de linfocitos, neutrófilos, eosinófilos o 

monocitos, la ratio plaquetas/linfocitos (RPL) o la ratio neutrófilos/linfocitos (RNL) se 

han investigado como predictores de respuesta a la inmunoterapia en diferentes 

tumores sólidos (40). En particular, varios estudios han informado que una RNL alta tiene 

un valor predictivo y pronóstico negativo. Dos meta-análisis recientes encontraron que 

una RNL elevada se asoció con una menor SLP y SG en pacientes con CPNMa tratados 

con anticuerpos PD-1/PD-L1 (41, 42). También se han explorado los cambios dinámicos en 

los linfocitos T, especialmente en las células T CD8+/PD1+, como un marcador para 

distinguir a los respondedores y no respondedores a inmunoterapia (43). En los últimos 

años ha despertado especial interés como biomarcador potencial para la terapia con 

ICIs, un grupo de células inmaduras denominadas células supresoras derivadas de 

células mieloides (MDSCs) que se encuentran tanto en la sangre periférica como en MAT 

y ejercen una actividad inmunosupresora. En particular, contribuyen a alterar a las 

células T CD8+ y las células asesinas naturales (NK) a través de la secreción de citoquinas 

y la expresión de marcadores de superficie de tipo inhibitorio. Las MDSCs periféricas se 

han propuesto como predictores negativos de respuesta y factores pronósticos en varios 

tumores sólidos, pero existe todavía controversia de su papel en CPNMa (44) y se 

requieren más estudios para aclarar el papel potencial de las MDSCs y sus 

subpoblaciones como biomarcadores relacionados con el sistema inmunitario. 

 

La identificación del ctDNA en sangre, se basa en la detección del ADN circulante 

que liberan las células tumorales al torrente sanguíneo que puede ser aislado 

directamente a partir de una muestra de plasma (45). En el contexto de la enfermedad 

tumoral, el uso de ctDNA es particularmente útil para pacientes en los que se han 

agotado las muestras de tejido tumoral ya que únicamente con una muestra de sangre 

podría detectarse tanto la presencia de ADN tumoral como mutaciones específicas 

tumorales, variantes estructurales, alteraciones de número de copias y características 

epigenéticas (46). Se ha utilizado el ctDNA para evaluar la expresión de PD-L1, TMB y otras 

firmas relacionadas con el sistema inmunitario. Una expresión baja de PD-L1 soluble y 

alta de TMB en sangre parecen correlacionarse con una buena respuesta a los ICIs (47). 

Sin embargo, la principal evidencia proviene de análisis exploratorios retrospectivos o 

pequeñas series prospectivas (48). Además, los estudios que evalúan la concordancia 

entre el tejido y la biopsia líquida han producido resultados contradictorios (49) y los 

protocolos de detección no están estandarizados (50). Recientemente la utilidad de 

ctDNA se ha ampliado para incluir la evaluación de la respuesta temprana a la terapia 

(respuesta molecular) y en los estadios precoces de CPNM, para la detección de 

enfermedad mínima residual y detección precoz de recaídas (51).  
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Los miRNAs constituyen otros biomarcadores circulantes de respuesta a ICIs que 

han levantado gran interés en los últimos años. Las vesículas extracelulares representan 

un grupo heterogéneo de estructuras membranosas que son producidas y liberadas al 

torrente sanguíneo por diferentes tipos celulares, incluidas las células neoplásicas e 

inmunes (52). Realizan funciones fisiológicas de comunicación intercelular pero, también, 

están implicadas en procesos patológicos como el cáncer promoviendo el crecimiento 

tumoral, la metástasis y la evasión inmune (53, 54). Se diferencian 2 subtipos de vesículas 

extracelulares, los exosomas y las micropartículas derivadas de la membrana plasmática 

(microvesículas). Parece que los principales reguladores de los procesos mediados por 

vesículas extracelulares en cáncer son fragmentos de RNA monocatenario no 

codificantes denominados miRNAs. Los miRNAs actúan a nivel postranscripcional y 

postraslacional regulando diversas funciones celulares y, cada vez hay más evidencia de 

su implicación en el desarrollo, maduración y activación de las células inmunes (55). Por 

tanto, los miRNAs ejercen un papel clave en la regulación de la inmunidad tumoral y 

representan biomarcadores potenciales para la inmunoterapia basada en ICIs. De esta 

manera, disponemos de evidencia procedente de estudios que han explorado el papel 

de firmas de miRNAs obtenidos del plasma de pacientes con CPNMa tratados con ICIs 

que se han asociado con respuesta y supervivencia a dicha terapia (56-59). Sin embargo, 

aunque los datos preliminares postulan a los miRNAs como biomarcadores 

prometedores en inmunoterapia, se necesitan más estudios para aclarar su papel e 

identificar mejor qué firmas de miRNAs pueden predecir mejor la respuesta a ICIs, así 

como, perfeccionar y estandarizar los métodos de detección. 

Por tanto, los biomarcadores basados en biopsia líquida, a pesar de sus 

potenciales ventajas, no se han validado e incorporado en la práctica clínica por el 

momento, como consecuencia de una ausencia de estandarización en la metodología y 

unos hallazgos controvertidos en cuanto a la concordancia con biomarcadores en tejido 

entre otros motivos. 
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2.3. Microbiota 
 

El tejido pulmonar alberga una comunidad compleja de microorganismos, 

denominados microbiota, que regula la homeostasis del microambiente local. Los 

pulmones sanos contienen una alta diversidad bacteriana y variabilidad a nivel de 

especies. De esta manera la disbiosis del microbioma pulmonar da lugar a una 

disminución de la diversidad de la flora bacteriana y un aumento de las bacterias 

patógenas y está implicada en numeras patologías pulmonares, entre ellas, el cáncer (60, 

61). Recientemente, muchos estudios han puesto su punto de mira en la relación entre 

el microbioma pulmonar e intestinal, los cuales están interconectados a través de una 

compleja comunicación bidireccional a nivel linfático y sanguíneo (62). De esta manera, 

existe una evidencia creciente sobre el papel de la composición de la microbiota 

intestinal en el respuesta inmune anti-tumoral y la eficacia de la inmunoterapia en 

cáncer. Sabemos que el tratamiento con antibióticos previo, durante o poco después de 

la terapia con ICIs tiene un impacto negativo en los resultados del tratamiento en 

pacientes con CPNM (63). En esta línea, se ha puesto de manifiesto una correlación 

positiva entre la abundancia de especies de Akkermansia mucinphila en la microbiota 

intestinal y una mayor respuesta a ICIs en pacientes con CPNMa (64). En el mismo sentido, 

los pacientes con CPNMa tratados con terapia anti-PD1 con alta diversidad del 

microbioma intestinal alcanzaron una SLP más prolongada comparada con aquellos con 

una diversidad baja (65). Por tanto, aunque todavía existe escasa evidencia sobre el papel 

del microbioma como biomarcador predictivo de respuesta a ICIs en CPNM, el racional 

biológico y los datos preliminares disponibles lo convierten en un biomarcador muy 

atractivo a investigar. 
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3. LA VÍA NOTCH COMO POTENCIAL BIOMARCADOR EN 

INMUNOTERAPIA: IMPLICACIÓN DE VÍA NOTCH EN EL 

SISTEMA INMUNE 

3.1.  LA SEÑALIZACIÓN A TRAVÉS DE LA VÍA NOTCH 

 

 El gen Notch fue identificado por primera vez a principios del siglo XX en estudios 

con Drosophila melanogaster. En estos modelos, la haploinsuficiencia de Notch daba 

lugar al desarrollo de Drosophila con muescas (“notches”, en inglés) al final de sus alas, 

mientras que, la insuficiencia total del gen resultaba ser letal (66). El gen Notch no fue 

aislado y secuenciado hasta la década de los 80s cuando se descubrió que el producto 

del gen correspondía a una proteína transmembrana que contenía muchas repeticiones 

similares al Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) (67). Posteriormente, se profundizó 

en el conocimiento de la estructura de la vía Notch (ligandos, receptores, genes diana y 

regulación transcripcional) tanto en D. melanogaster como en otros metazoos, 

poniendo de manifiesto que se trata de una vía de señalización altamente conservada 

desde el punto de vista evolutivo (68). 

 

La señalización a través de la vía Notch está implicada en diversos procesos 

fisiológicos celulares tales como proliferación, diferenciación y destino celular, 

apoptosis, angiogénesis y mantenimiento del estado stem cell, además de tener un 

papel clave en la regulación del sistema hematopoyético (69, 70). La desregulación de la 

señalización de Notch está implicada en un amplio rango de enfermedades incluido el 

cáncer. La señalización de la vía Notch participa en muchos aspectos de la biología del 

cáncer, que abarcan del mantenimiento de las Cancer Stem-like Cells (CSCs), la 

angiogénesis tumoral, la inmunidad anti-tumoral, la invasión y metástasis, de tal manera 

que, esta vía puede desempeñar funciones tanto de promoción como de supresión 

tumoral en diversos tipos de cáncer (71). En 1991, el gen Notch se vinculó por primera 

vez con la leucemia linfoblástica aguda de células T humanas. Además, disponemos de 

evidencia manifiesta de que esta vía de señalización ejerce un efecto de doble filo sobre 

la inmunidad tumoral al regular la abundancia y funcionalidad de diversas células 

inmunes, incluidas las células supresoras derivadas de mieloides, los macrófagos 

asociados a tumores, las células dendríticas y células T (73). 

 

 

 

 

 

 



 24 

3.1.1. Estructura de la vía Notch: Receptores y ligandos de la vía Notch 
 

El gen Notch codifica un receptor transmembrana de un único paso con múltiples 

dominios. Sus ligandos son también proteínas transmembrana. En mamíferos se 

describen 4 isoformas del receptor Notch 1-4 y cinco ligandos agrupados en dos familias: 

ligandos Delta homólogos de Drosophila, denominados Delta-like (DLL 1, 3 y 4), y 

ligandos tipo Serrate like llamados Jagged (Jag1 y Jag2). Todos estos ligandos son 

denominados ligandos canónicos de Notch y se caracterizan por un dominio 

Delta/Serrate/Lag-2 (DSL) conservado y repeticiones en tándem del factor de 

crecimiento epidérmico (EGF like) en su dominio extracelular. Los receptores maduros 

de Notch también poseen un dominio extracelular con repeticiones EGF like, un dominio 

transmembrana y un dominio intracelular (DICN). Las repeticiones EGF like del dominio 

extracelular de ligandos y receptores de Notch son las que están implicadas en la 

interacción ligando/receptor. El DICN está compuesto por un dominio de unión a RBP-

Jk (RAM: RBP-J-Association Module), siete repeticiones anquirina (ANK) que sirven de 

unión a cofactores, un dominio de transactivación (TAD) y un dominio C-terminal de 

motivos ricos en prolina/ácido glutámico/serina/treonina (PEST) que es responsable de 

su degradación por el proteosoma (68, 74-76) (Figura 1). Los ligandos pueden tener un 

efecto de activación o inhibición sobre la señalización de la vía Notch a través de 

interacciones con el receptor de tipo trans o cis respectivamente. De esta manera, las 

interacciones trans se producen entre dos células adyacentes induciendo una activación 

de la señalización de la vía, mientras que, las interacciones cis ocurren en una misma 

célula ejerciendo un efecto inhibitorio (77). Después de la transcripción y traducción, los 

precursores de Notch se generan en el retículo endoplásmico y luego se translocan al 

aparato de Golgi (78). En el retículo endoplasmático, los precursores de Notch son 

glicosilados por la enzima POFUT1, que une fucosa a residuos específicos de 

serina/treonina en las repeticiones de EGF de la porción extracelular del receptor. 

Posteriormente, en el aparato de Golgi, la familia de glicosiltransferasas Fringe extiende 

la O-fucosa, mientras que las xilosiltransferasas extienden la O-glucosa (79, 80). La 

glicosilación de Notch es vital para su estabilidad y función, de tal manera que, la 

interacción de los receptores Notch con los ligandos Notch se puede modular mediante 

la glicosilación de los receptores Notch (75). El nivel de receptores Notch en la membrana 

celular está controlado por endocitosis constitutiva, promovida por las ubiquitina 

ligasas. Una cantidad apreciable de receptores Notch serán ubiquitinados y degradados 

en el proteosoma, mientras que el resto se expresa en la membrana celular para 

transmitir señales (74, 75). 
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Figura 1. Ligandos y receptores Notch  

Immunity, 2010 (Adaptada de Radtke F et al). 

 

3.1.2. Activación de la vía Notch mediada por ligandos 

 

 La unión ligando-receptor entre células vecinas induce la liberación, por 

proteólisis regulada secuencial, del DICN al citoplasma. La primera escisión del receptor 

(S1) se produce en el aparato de Golgi antes de su migración a la superficie celular por 

una furin-proteasa y da como resultado un receptor heterodimérico formado por un 

dominio extracelular unido de forma no covalente a un péptido transmembrana que 

contiene el dominio transmembrana y el dominio intracelular. Cuando la activación de 

la vía Notch depende del ligando, las fuerzas mecánicas de la unión ligando-receptor 

expone el lugar de escisión S2 a la acción proteolítica de una desintegrina y 

metaloproteasa de la familia de proteasas ADAM. ADAM17 y, especialmente, ADAM10 

son las enzimas esenciales en la activación de la vía Notch dependiente de ligando. Tras 

este segundo corte S2 se produce un cambio conformacional en el receptor de Notch 

que lo hace accesible a la acción del complejo de proteasas gamma-secretasa 

intramembrana. Esta escisión final conocida como S3, libera el DICN al citoplasma (75, 81-

84). 
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El DICN migra al núcleo donde interacciona a través de su dominio RAM con factores de 

transcripción como CSL (CBF1/Suppressor of Hairless/LAG-1), en mamíferos RBP-Jk 

(Recombining Binding Protein suppressor of hairless). En este proceso DICN desplaza co-

represores de CSL que lo mantienen inactivo y recluta co-activadores como Mastermind-

like y la histona acetiltransferasa para formar el complejo transcripcional de Notch que 

regula la transcripción de sus genes diana (75, 81, 83) (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Señalización a través de la vía Notch mediada por ligando 

Immunity, 2010 (Adaptada de Radtke F et al). 

 

3.1.3. Genes diana de la vía Notch 

 

La vía de Notch tiene diferentes genes diana que van a depender del tipo y 

contexto celular (75, 81, 83): 

 

- Genes que promueven la proliferación celular: Cdkn1a, Myc y EGFR. 

- Genes que promueven la supervivencia celular: bcl-2. 

- Genes que controlan la propia vía: Receptor Notch y, sobre todo, la expresión de 

los genes de los ligandos de Notch. Notch-regulated ankyrin repeat protein (NRARP) 

es un regulador negativo de la señalización de la vía al unirse al complejo del DICN 

activado y producir la pérdida de DICN. 

- Genes de la familia Hes (Hairly and Enhancer of Split) y de la familia Hey (Hairy and 

Enhancer of Split with YRPW motif), tales como, Hes1, Hes5, Hes7, Hey1, Hey2 y HeyL 

que codifican para factores de transcripción de tipo bHLH (represores 

transcripcionales) y explican las funciones de la vía más características en el adulto. 
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Las principales particularidades de la vía de señalización Notch son (75, 81): 
- Los receptores y ligandos son proteínas transmembrana, por lo tanto, se trata de 

una vía de señalización entre células adyacentes para controlar destino celular por 

medio de procesos competitivos de inhibición lateral o de división asimétrica. 

- El propio receptor de membrana actúa como un factor de transcripción nuclear, por 

lo tanto, la vía no presenta pasos intermedios de transducción de señales en el 

citoplasma. Dado que no hay una cascada de amplificación de la señal en la vía, es 

la dosis y el tiempo de interacción con el ligando la que va a determinar el grado de 

activación de esta.  

- DICN no es un transactivador de genes por sí mismo, por tanto, tiene que unirse a 

un factor de transcripción (CSL) que en condiciones basales es un represor 

transcripcional. 

3.1.4. Activación de la vía Notch no canónica 

 

La vía de Notch también puede ejercer sus funciones de forma no canónica al 

activarse receptores Notch en endosomas, independientemente de la unión a ligando y 

de CSL, e interaccionar con otras vías de señalización como Wnt/beta-catenina, NF-

kB,TGFb, STAT3, PI3K, mTORC2 y HIF1alfa entre otras (85). Además, se ha descrito una 

vía de Notch no canónica y no nuclear en la que DICN interacciona con mTORC2 en el 

citoplasma para activar la señalización de PI3K-AKT y promover la transcripción de IL-10 

e IL-12 (86). El dominio intracelular Jag1 puede promover el crecimiento tumoral y la 

transición epitelio-mesénquima (TEM) sin unirse a los receptores Notch (87) (Figura 3). 

 

Figura 3. Señalización a través de la vía Notch no mediada por ligando (no canónica) 

Cells, 2021 (Adaptada de Misiorek et al). 
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3.1.5. Efecto biológico de la señalización de Notch 

 

Debemos tener en cuenta que el efecto biológico de la señalización de Notch a 

través de la vía canónica o no canónica puede ser variable en función del momento y de 

la intensidad de la señal, así como, de la expresión diferencial de ligandos/receptores y 

de los mecanismos de regulación transcripcional y postranscripcional. Además, hay que 

considerar que el número de puntos de unión potenciales del complejo Notch/RBP-J en 

el genoma excede al número de genes que la vía regula dentro de un tipo celular. De 

esta manera, el estado de la cromatina que va a controlar el acceso al genoma puede 

condicionar la especificidad del efecto de la señalización de Notch al determinar la unión 

del complejo de transcripción en zonas proximales a región promotora de sus genes 

diana o en zonas regulatorias distales. Por tanto, el resultado final va a depender mucho 

del contexto celular en el que nos encontremos (88, 89). Otro elemento a tener en cuenta 

en la señalización a través de la vía son las diferencias en las señales enviadas a través 

de diferentes combinaciones de interacciones ligando-receptor (90). 

 

Desde un punto de vista oncogénico la disregulación de Notch puede tener efectos 

opuestos. De esta manera, puede presentar un efecto oncogénico por hiperactivación 

de la vía (cáncer de mama, leucemia linfobláscia aguda T, leucemia linfática crónica B, 

linfoma esplénico de la zona marginal) o tener un efecto supresor tumoral por pérdida 

de función de la vía dependiendo del tipo tumoral (91). 

 

 

3.2. LA VÍA NOTCH EN LA HOMEOSTASIS DEL SISTEMA INMUNE 

 

La señalización a través de la vía Notch ocupa una posición clave en la regulación 

del sistema inmune a nivel de hematopoyesis, diferenciación de las células inmunes e 

inflamación y también está implicada en diversos procesos patológicos como 

autoinmunidad e inmunosupresión inducida por tumores. De esta manera, Notch puede 

controlar la diferenciación y función de células implicadas tanto en la inmunidad innata 

(células mieloides y células NK) como adaptativa (linfocitos T CD4, CD8 y Treg) (92). 
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3.2.1. Células mieloides 

3.2.1.1. Progenitores hematopoyéticos/stem cells mieloides (HSCs) en la médula 

ósea 

Las células mieloides son esenciales en la homeostasis de la respuesta inmune 

tanto innata como adaptativa. Estas células mieloides (granulocitos, macrófagos y 

células dendríticas) se desarrollan en condiciones fisiológicas a partir de progenitores 

hematopoyéticos pluripotenciales mediante un proceso secuencial de diferenciación 

en la médula ósea. Este proceso de diferenciación está regulado por una compleja red 

de citoquinas y por la interacción directa célula-célula entre HSCs y células del estroma.  

 

Efectos de la vía Notch en los HSCs mieloides 
La señalización a través de la vía Notch juega un papel fundamental en la 

interacción entre HSCs y estroma y, por tanto, en el desarrollo y diferenciación de las 

células mieloides. Las células HSCs expresan los cuatro receptores de la familia Notch e 

interactúan constantemente con células estromales circundantes que expresan ligandos 

de Notch (93). Sin embargo, el efecto exacto de Notch sobre la diferenciación de las 

células mieloides a partir de HSCs todavía no se conoce en profundidad y sigue siendo 

controvertido. De esta manera, la mayoría de las evidencias que encontramos en la 

literatura soportan un papel crítico de Notch en el mantenimiento de las HSCs 

promoviendo su auto-renovación como consecuencia del bloqueo de la diferenciación 

terminal de las células mieloides (94, 96, 97), sin embargo, otros datos sugieren que la 

señalización a través de la vía es necesaria para el desarrollo de células mieloides 

maduras (95, 98, 99). Por tanto, parece que el impacto de la vía Notch en la diferenciación 

de las células mieloides es crítico pero puede depender de diferentes factores: el estadio 

de diferenciación en el que se desencadena su activación, la presencia de citoquinas 

específicas o el tipo de ligando que activa la vía (Figura 4). 

 

 
Figura 4. Regulación de la diferenciación de las células mieloides mediada por Notch 

Protein Cells, 2016 (Adaptada de Shang et al). 
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3.2.1.2. Células dendríticas  

 
Las células dendríticas (CDs) son CPAs que reconocen, adquieren, procesan y 

presentan antígenos a los linfocitos T para activar la respuesta inmune específica de 

antígeno. Las CDs juegan un papel clave en la respuesta inmune adaptativa frente a 

patógenos, células tumorales y auto-antígenos. Las CDs captan antígenos en tejidos y 

órganos linfoides y reconocen patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) por 

medio de receptores PRR. El reconocimiento y la captura de patógenos desencadenan 

una cascada de eventos de señalización que conduce a la maduración de las CDs, lo que 

implica el crecimiento de dendritas, una mayor expresión de complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) de clase II y moléculas coestimuladoras, secreción de 

citoquinas y migración a órganos linfoides para presentar el antígeno peptídico a las 

células T vírgenes (100, 101). Por lo tanto, las CDs están íntimamente involucradas tanto en 

la respuesta inmune innata como adaptativa. Dentro de las CDs podemos distinguir a las 

CDs clásicas y a las CDs plasmocitoides (CDp). Ambas poblaciones celulares derivan de 

HSCs que emigran de la médula ósea hasta los tejidos linfoides periféricos para 

completar su diferenciación terminal. Las CDs clásicas constituyen la población celular 

dominante y se diferencian a partir del linaje mieloide mientras que las CDp representan 

una pequeña proporción y se diferencian a partir de progenitores linfoides (101). 

 

Efectos de la vía Notch sobre la diferenciación de CDs 

 

Varios estudios han evidenciado el papel clave de la señalización de Notch en la 

diferenciación y maduración de las CDs (Figura 4). Existe evidencia, pero también cierta 

controversia en torno al grado de participación de la vía Notch en la diferenciación de 

CDs clásicas. Varios grupos han descrito en estudios in vitro que la vía Notch tiene un 

efecto directo favoreciendo la diferenciación de las CDs (102, 103). En contra a estos 

hallazgos, otros estudios in vivo en modelos murinos han puesto de manifiesto que el 

bloqueo de la vía Notch inhibe el desarrollo de células T pero no parece afectar al 

desarrollo de las CDs. De esta manera, Radtke et al (104), generaron ratones knockout 

condicionales para Notch1 y demostraron que el desarrollo de células T estaba 

bloqueado en estos ratones. Sin embargo, el número de CDs en timo, CD clásicas y CDs 

de Langerhans en la piel fue normal. En este sentido, los ligandos de Notch expresados 

en las células del estroma parecen regular de forma opuesta la diferenciación de las CDs, 

de tal manera que, la expresión de DLL1 en el estroma esplénico promueve su 

diferenciación, mientras que, Jagged1 la inhibe al promover la acumulación de sus 

precursores inmaduros, como se puso de manifiesto en un modelo de mielopoyesis 

inducida (105). 
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Efectos de la vía Notch sobre la maduración de las CDs 
La señalización a través de la vía Notch está involucrada tanto en la maduración 

funcional de las CDs como en sus funciones efectoras que median la respuesta de las 

células T, comportándose en general, como un regulador positivo. Las CDs expresan 

receptores y ligandos Notch, así como receptores tipo toll-like (TLRs). Los TLRs estimulan 

de forma potente la expresión de ligandos Notch en las CDs (106). De esta manera, la vía 

Notch juega un papel crítico en la maduración de CD inducidas por péptidos o 

lipopolisacáridos (LPS). Dos procesos esenciales en la maduración de las CDs, como son 

el crecimiento de las dendritas y la expresión de MHC de clase II, se redujeron 

significativamente en las CDs deficientes en RBP-J durante la maduración mediada por 

LPS (107).  

 

Como se ha comentado previamente, la interacción de los ligandos/receptores de la vía 

Notch entre las CDs y los linfocitos T puede modular la función de los linfocitos T 

colaboradores naive y linfocitos T efectores y determinar la polarización de la respuesta 

inmune Th1 vs Th2/Th17/Treg (108-111). Durante la activación de la célula T, el tipo de 

ligando de Notch presentado en la superficie de las CDs puede determinar la 

diferenciación y polarización de la célula T. De esta manera, las CDs con alta expresión 

de ligandos DLL1 o DLL4 pueden polarizar a los linfocitos T CD4+ hacia una respuesta 

inmune de tipo Th1 (antitumoral) y conducir a la diferenciación de linfocitos T CD8+ en 

células memoria. DLL4-Notch actúa como una señal de co-estimulación para potenciar 

la cascada PI3K activada por TCR-CD28 necesaria para una respuesta antitumoral 

efectiva (110). Por su parte, las CDs con alta expresión de ligandos Jag-2 y baja expresión 

de ligandos DLL1 y 4 promueven el desarrollo de respuestas inmunes de tipo Th2 o Th17, 

mientras que, aquellas con una alta expresión de ligandos Jag-1 pueden inducir la 

polarización de las células T hacia un fenotipo T regulador (111). (Figura 5). 

 

 
  
Figura 5. Regulación de la respuesta mediada por células T según la expresión de ligandos de 

Notch en CDs 

Journal for ImmunoTherapy of Cancer, 2020 (Adaptada de Tchekneva et al). 
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3.2.1.3. Macrófagos 
 

Los macrófagos constituyen una población celular heterogénea que pueden 

ejercer funciones como células fagocíticas y CPA y, por tanto, ejercen un papel clave 

tanto en la respuesta inmune innata como adaptativa así como en la remodelación e 

inflamación de los tejidos. El cáncer es otra área en la que los macrófagos han surgido 

como un actor crucial en la creación de un MAT que promueve el crecimiento tumoral 

y la metástasis, en oposición a su papel tradicional como una célula inmune innata (112, 

113). Los macrófagos se caracterizan por su plasticidad fenotípica, de tal manera que, se 

han descrito al menos dos fenotipos según su vía de activación: macrófagos con 

activación clásica (M1) y macrófagos con activación alternativa (M2). Los macrófagos 

M1 son activados por PAMP y están especializados en respuestas inmunes innatas 

contra patógenos intracelulares. Los receptores TLR en los macrófagos M1 

desencadenan la activación de NF-κB, AP-1 y STAT1 y promueven la liberación de 

citocinas proinflamatorias y quimioquinas que conllevan a un incremento en la 

capacidad de presentación antigénica y una respuesta inmune Th1. Los macrófagos M2 

secretan citoquinas antiinflamatorias e inmunosupresoras como IL-10 y TGF-β y su 

función fisiológica consiste en limitar el daño tisular causado por la inflamación y 

promover la reparación y remodelación tisular. Los efectos de los macrófagos sobre la 

respuesta inmune adaptativa son más complejos y pueden condicionar efectos 

contrapuestos, tanto anti-tumorales como pro-tumorales, dependiendo del contexto 

del microambiente (112, 113).  

 

Efectos de la vía Notch sobre la diferenciación y maduración de Macrófagos 
 

La señalización a través de la vía Notch juega un papel importante en la 

diferenciación, polarización y activación de los macrófagos (Figura 6). En líneas 

generales, podemos decir que la señalización a través de la vía de Notch favorece la 

activación y las funciones efectoras de los macrófagos con un fenotipo pro-inflamatorio 

(M1) (114-116). Parece que la vía de Notch puede estar también implicada en la activación 

alternativa de los macrófagos hacia un fenotipo anti-inflamatorio M2. En un modelo 

de macrófagos con delecion de Rbpj, se requirió la señalización de la vía de Notch a 

través de CSL/RBP-Jk para la activación de macrófagos con fenotipo M2, así como, para 

la transcripción de sus genes diana como il4 y Arg1 (117). En la misma línea, otros 

investigadores han descrito la activación de Notch en macrófagos con fenotipo anti-

inflamatorio que producen elevadas cantidades de IL-10 y bajos niveles de IL-12 para 

amortiguar la respuesta inmunitaria (118). Por tanto, la vía de Notch puede estar 

implicada en la activación tanto clásico como alternativa de los macrófagos y su efecto 

puede depender del contexto celular (114, 115, 119). 
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Figura 6. Implicación de la vía Notch en el desarrollo y activación de macrófagos 

Journal of Hematology & Oncology, 2023 (Adaptada de Li et al). 

 

3.2.2. Células linfoides 

3.2.2.1. Linfocitos T 
 

Durante la respuesta inmune, las CPAs activan las células T naive y desencadenan 

su expansión clonal diferenciándose en linfocitos T colaboradores o helper (Th). 

Funcionalmente, las células Th1 son necesarias para la eliminación de virus y patógenos 

intracelulares. Las células Th2 median la inmunidad contra los parásitos helmintos y las 

reacciones alérgicas. Las células Th17 son críticas para controlar las infecciones fúngicas 

y bacterianas extracelulares y mediar la autoinmunidad mientras que las células Treg 

están involucradas en la regulación de la auto-tolerancia periférica y la inmunosupresión 

tumoral. 

 

Efectos de la señalización de la vía Notch en la fisiología del linfocito T 
 

Cabe destacar el papel de la vía Notch en la fisiología del linfocito T tanto a nivel 

central, donde está implicada en determinar el destino de la célula T en diferentes 

etapas de su desarrollo evolutivo, como a nivel periférico, en la que es necesaria en toda 

la línea de desarrollo del linfocito T para su proliferación, supervivencia y diferenciación 
(120) (Figura 7). 
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Figura 7. Vía Notch en la diferenciación y maduración de la célula T 

Immunology Letters, 2019 (Adaptada de Chiplunkar et al). 

 
A nivel central los progenitores linfoides multipotentes proT y proB se 

diferencian hacia un linaje de célula T en detrimento del linaje B mediante un proceso 

de inhibición lateral que implica una expresión diferencial de ligandos de Notch en 

médula ósea (121). Por otra parte, una vez que los progenitores linfoides migran al timo, 

la interacción DLL1-Notch promueve la supervivencia de células T pre-CD4-CD8 

mediante la regulación de su metabolismo en el tejido tímico. De esta manera, 

diferentes modelos han puesto de manifiesto que la sobreexpresión de los ligandos DLL1 

o DLL4 en los HSCs en la médula ósea in vivo o la expresión de DLL1 o DLL4 en el 

microambiente tímico conduce a la inducción del desarrollo de células T y la supresión 

de células B (122). Posteriormente al establecimiento de la identidad del linaje T, de nuevo 

la señalización de Notch también está implicada en la diferenciación y maduración de 

los linajes de células T αβ versus γδ y CD4+ versus CD8+. De esta manera, la expresión 

de Jag2 en las células epiteliales tímicas activan la señalización de Notch3 en los 

linfocitos favoreciendo la generación de células T γδ frente a αβ (123). La activación de la 

vía Notch también parece estar implicada en la decisión del linaje CD4+ versus CD8+. Los 

estudios iniciales mostraron que la expresión constitutiva del DICN1 en los timocitos 

inmaduros resultaba en un mayor número de timocitos CD8+ y CD4+/CD8+ (dobles 

positivos) (124). 

 

A nivel periférico la señalización a través de la vía de Notch regula varias 

funciones de las células T maduras vírgenes, tales como, su diferenciación, proliferación 

y polarización. A pesar de que la actividad de la vía Notch disminuye tras la fase de 

diferenciación linfoide doble positivo (CD4+/CD8+) en el timo, las células CD4 y CD8+ 

maduras vírgenes expresan receptores Notch1 y Notch2 en la periferia. De esta manera, 

si bloqueamos la vía de Notch en linfocitos T maduros activados se produce un descenso 

de su activación, proliferación, supervivencia, citotoxicidad y capacidad de producción 

de citoquinas (125). 
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Linfocito T CD4+  

 
El papel de la vía de Notch en la regulación de la diferenciación y función del 

linfocito T CD4+ está bien establecido. De esta manera, la interacción de los 

ligandos/receptores de la vía Notch entre las CPAs y los linfocitos T puede modular la 

función de los linfocitos T colaboradores naive y linfocitos T efectores y determinar la 

polarización de la respuesta inmune Th1 vs Th2/Th17/Treg (111) (Figura 8). Las células T 

expresan en su superficie el complejo del receptor de célula T (TCR) y receptores de 

Notch, mientras que, las CPAs expresan moléculas de co-estimulación y ligandos de 

Notch. Durante la activación de la célula T, el tipo de ligando de Notch presentado en la 

superficie de las CPAs puede determinar la diferenciación y polarización de la célula T. 

De esta manera, las CPAs con alta expresión de ligandos DLL1 o DLL4 pueden polarizar 

a los linfocitos T CD4+ hacia una respuesta inmune de tipo Th1 (antitumoral) y conducir 

a la diferenciación de linfocitos T CD8+ en células memoria. De echo, el DICN está 

directamente implicado en la expresión del factor transcripcional T-bet así como en la 

producción de IFNg en el linfocito T CD4+, fenómenos claves en la respuesta inmune de 

tipo Th1. Por su parte, las CPAs con alta expresión de ligandos Jag-2 y baja expresión de 

ligandos DLL1 y 4 promueven el desarrollo de respuestas inmunes de tipo Th2 o Th17 

mediante la activación de genes como Il4 y Gata3 e Il17 y RORgt respectivamente (108, 

109), mientras que, aquellas con una alta expresión de ligandos Jag-1 pueden inducir la 

polarización de las células T hacia un fenotipo T regulador (110).  

Linfocito T CD8+ 

 
Por su parte, el papel de la vía de Notch en la activación y función del linfocito T 

CD8 citotóxico, aunque menos conocido, también parece clave. La vía Notch regula 

directamente la producción de moléculas efectoras y citoquinas en el linfocito T CD8 

(granzima, perforina, interferón gamma) (126-129), la diferenciación hacia células T 

efectoras de vida corta, así como el mantenimiento de células T memoria (133) (Figura 9). 

Así, la activación de la vía de Notch en el linfocito T CD8 a través de anticuerpos agonistas 

de Notch o proteínas de fusión del ligando DLL4 conducen a un aumento de la respuesta 

antitumoral (130, 131), sugiriendo el potencial efecto terapéutico de promover la 

señalización de Notch en las células T CD8 del microambiente tumoral. Otros trabajos 

describen un papel supresor de la vía sobre el linfocito T CD8 cuando se activa a través 

del ligando Jagged-1 (132). Por tanto, podemos ver como los ligandos de Notch parece 

que tienen un efecto opuesto sobre la señalización de la vía en la célula T: la unión de 

ligandos DLL en las en las CPAs a los receptores Notch del linfocito T CD8+ inducen una 

respuesta citotóxica antitumoral mientras que la unión a ligandos tipo Jagged resultan 

en una señal inhibitoria sobre la vía.  
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Figura 8. Implicación de la vía Notch en la respuesta de células T mediada por CPAs 

Front Immunol, 2020 (Adaptada de Goruganthu et al). 

 
 
 
 

 
Figura 9. Implicación de la vía Notch en la activación y función del linfocito T CD8 

Front Immunol, 2018 (Adaptada de Tsukumo et al). 
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3.2.2.2. Linfocitos B 

 
La vía de Notch también está implicada en la regulación de la diferenciación y 

funciones de los linfocitos B. La señalización a través de la vía Notch parece 

fundamental para guiar una diferenciación apropiada en diferentes etapas del 

desarrollo de las células B desde las células progenitoras hematopoyéticas en la médula 

ósea hasta las células B diferenciadas que participan en las respuestas inmunes (134) 

(Figura 10). Estudios in vitro han demostrado que la señalización de Notch1 conduce a 

la diferenciación de las células T y NK a partir de las células progenitoras 

hematopoyéticas linfoides humanas (CD34+), mientras que inhibe la diferenciación de 

las células B (135). De esta manera, el bloqueo de Notch1 interrumpe completamente el 

desarrollo de células T e incrementa la acumulación de células B ectópicas en el timo.  

 

A nivel periférico, una vez que las células B inmaduras migran desde la médula ósea al 

bazo, se requiere un incremento en la actividad de la vía mediada por la señalización 

DLL1-Notch para la maduración de un subgrupo de células B que residen en la zona 

marginal. Estas células B generan rápidamente células plasmáticas en respuesta a 

patógenos, sobre todo, en lo que respecta a bacterias encapsuladas (136). 

 

 

 
Figura 10. Implicación de la vía Notch en la diferenciación del linfocito B 

Front Immunol, 2021 (Adaptada de Garis et al). 
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3.2.2.3. Células asesinas naturales 

 

Las células asesinas naturales (NK) son células antivirales y antitumorales 

cruciales en el sistema inmunológico innato. La señalización de Notch desempeña un 

papel indispensable en la regulación de su desarrollo y funciones efectoras (Figura 11). 

De esta manera, los precursores CD34+ de la sangre del cordón umbilical humano se 

diferencian en células NK in vitro después de ser estimulados con ligandos Notch 

(principalmente DLL1, DLL4 y Jagged2) en presencia de citoquinas (IL-7, Flt3 e IL-15). 

Estas células NK pudieron lisar células tumorales porque regulan positivamente su 

transcripción y liberación de granzima B e IFN-γ mediada por la activación de Notch1 y 

Notch2 (137). A medida que las células NK humanas maduran, la señalización de Notch 

mediada por DLL1 se activa para promover la expresión de CD16 y de los receptores tipo 

Ig asesinos (KIR), lo que produce citotoxicidad contra las células tumorales (138). En 

células NK murinas, la activación de las células NK mediada por CDs está controlada por 

la interacción de Notch con Jagged2 (139). En comparación con las células NK humanas 

normales, la expresión de Notch1 se redujo significativamente en las células NK de 

pacientes con cáncer de pulmón o cáncer gástrico (140). En conjunto, estas observaciones 

sugieren que la activación de Notch puede mejorar significativamente las propiedades 

antitumorales de las células NK.  

 

 

Figura 11. Implicación de la vía Notch en el desarrollo y activación de células NK 

Journal of Hematology & Oncology, 2023 (Adaptada de Li et al). 

 

 



 39 

4. MECANISMOS DE EVASIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE 

ANTITUMORAL MEDIADOS POR LA SEÑALIZACIÓN DE LA 

VÍA NOTCH 

 Las células neoplásicas son capaces de poner en marcha una serie de procesos, 

tanto a nivel sistémico como en el MAT, que pueden alterar la diferenciación y función 

de las células del sistema inmune con la finalidad de evadir al sistema de inmuno-

vigilancia y progresar en su crecimiento, invasión y diseminación (142). La señalización a 

través de la vía de Notch está implicada en la regulación de todos los tipos celulares que 

median la respuesta inmune innata y adaptiva antitumoral (CDs, neutrófilos, linfocitos 

B, linfocitos T CD4+ Th1, CD8+ citotóxicos y células NK), así como, de elementos clave 

en la inmunosupresión del microambiente que las células tumorales utilizan en su favor 

para evadir esa respuesta inmune (MDSCs, TAM tipo M2, linfocitos Treg y Breg, CAFs, 

puntos de control del sistema inmune como PD1/PD-L1, además de, otras células del 

microambiente como células endoteliales y células mesenquimales) (143). De ahí que, 

Notch pueda ser un biomarcador de respuesta a terapia con ICIs en cáncer atractivo para 

evaluar (Figura 12). 

 

 

 
Figura 12. Implicación de la vía Notch en el MAT y evasión en la respuesta inmune 

Front Immunol, 2024 (Adaptada de Wang et al). 
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La señalización de Notch está implicada en el desarrollo del cáncer a través de 

múltiples mecanismos de evasión del sistema inmune, entre los que destacan:  

 

4.1. Inducción de inmunosupresión. 

4.2. Promoción de un microambiente pro-tumoral. 

4.3. Disfunción de la respuesta inmune adaptativa anti-tumoral. 

 

4.1. INDUCCIÓN DE INMUNOSUPRESIÓN MEDIADA POR LA VÍA NOTCH 
 

La vía de Notch está implicada en la regulación de las dos principales poblaciones 

celulares inmunosupresoras asociadas a cáncer (células mieloides y células T 

reguladoras). 

 

CÉLULAS MIELOIDES 

 

Las células mieloides diferenciadas (granulocitos, células dendríticas y 

macrófagos) ejercen una función clave en la respuesta inflamatoria aguda presentando 

antígenos, activando la respuesta inmune adaptativa mediada por células T y 

fagocitando patógenos y también contribuyen a la eliminación de las células tumorales 

en las fases iniciales de la carcinogénesis (sistema de inmuno-vigilancia). Sin embargo, 

con el tiempo, las células neoplásicas pueden poner en marcha mecanismos para evadir 

el sistema de inmuno-vigilancia, e incluso, utilizar los propios recursos del sistema 

inmune para favorecer la progresión tumoral (inmuno-edición). Existe una amplia 

evidencia que avala el papel crítico de las células mieloides en la progresión del cáncer. 

Los principales cambios que se producen en la población mieloide, como consecuencia 

de la liberación de múltiples factores solubles por el MAT, incluyen la acumulación de 

MDSCs, defectos en la diferenciación y maduración de las células dendríticas y la 

acumulación y polarización de los macrófagos asociados a tumor (144).  

 

Revisaremos la implicación de la vía Notch en las diferentes poblaciones de células 

mieloides en cáncer: 

- Células derivadas mieloides supresoras (MDSCs del inglés Myeloid-Derived 

Suppressor Cells). 

- Células dendríticas (CDs). 

- Macrófagos asociados a tumor (TAM del inglés Tumor Associated Macrophages). 
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4.1.1. Células Derivadas Mieloides Supresoras 

MDSCs y cáncer 

En el MAT se genera un entorno inflamatorio persistente que pone en marcha 

múltiples procesos, entre otros, hipoxia, privación de nutrientes, acidificación del 

medio, niveles elevados de especies reactivas de oxígeno (ROS) y liberación de factores 

de crecimiento. Estos procesos alteran la diferenciación de las células mieloides y dan 

lugar a la formación de subpoblaciones celulares con una potente actividad 

inmunosupresora y pro-tumoral, denominadas células derivadas mieloides supresoras. 

Las MDSCs tienen importantes implicaciones, no sólo en cáncer, sino también en otros 

procesos patológicos como procesos inflamatorios e infecciones crónicas, 

autoinmunidad o reacciones alérgicas (145). 

 

Las MDSCs representan uno de los reguladores clave en el proceso de inmuno-edición 

en cáncer a diferentes niveles. Pueden inhibir directamente las células T efectoras y las 

células NK a través múltiples mecanismos, generan un MAT más inmunosupresor al 

reclutar células inmunitarias inhibitorias (células T y B reguladoras y TAM), promueven 

la supervivencia de las células tumorales y favorecen su evasión inmune, remodelan el 

MAT estimulando la invasión y la angiogénesis tumoral y también están implicadas en 

la formación del nicho pre-metastásico (146, 147). Por tanto, no es de extrañar que exista 

una amplia evidencia del rol de las MDSCs en la progresión tumoral y respuesta a los 

tratamiento antineoplásicos. En diferentes tipos de tumores sólidos, los niveles 

elevados de MDSCs se han relacionado con mal pronóstico y estadios avanzados de la 

enfermedad, así como, un posible marcador predictivo de respuesta a inmunoterapia 

basada en ICIs (148, 149). De ahí que, exista un interés creciente en la actualidad en 

desarrollar estrategias terapéuticas dirigidas a contrarrestar los efectos 

inmunosupresores de la población de MDSCs. 

Identificación y clasificación de MDSCs 

La población de MDSCs está constituida por una población heterogénea de 

células progenitoras mieloides y células mieloides inmaduras que tienen funciones 

inmunosupresoras. Desde un punto inmunofenotípico, las MDSCs constan de dos 

grandes grupos de células llamadas PMN-MDSC, que son fenotípicamente y 

morfológicamente similares a los neutrófilos y M-MDSC, que son fenotípica y 

morfológicamente similares a los monocitos. En la mayoría de las neoplasias sólidas, 

entre ellas el CPNM, las PMN-MDSCs representan más del 80% de todas las 

subpoblaciones de MDSCs. Sin embargo, en otras neoplasias como el melanoma, las M-

MDSCs constituyen la subpoblación dominante. Además de estas dos poblaciones 

principales, las MDSCs incluyen a un pequeño grupo de células con actividad formadora 

de colonias mieloides que abarcan una mezcla de precursores mieloides inmaduros que 

se denominan MDSCs en etapa temprana (early-MDSCs) o inmaduras.  
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En humanos, las MDSCs se describieron principalmente en sangre y tumores, así 

como, en la médula ósea en diferentes estadios. Los criterios para la caracterización 

fenotípica de estas células por inmunofluorescencia y citometría de flujo ahora están 

relativamente bien definidos. Entre las PBMCs, las PMN-MDSCs se definen como 

CD11b+ CD14− CD15+ o CD11b+ CD14− CD66b+, y las M-MDSCs como CD11b+ CD14+ 

HLA-DR−/low CD15−. CD33 se puede utilizar como marcador alternativo a CD11b, 

puesto que, las M-MDSCs expresan niveles más altos de CD33 que las PMN-MDSCs. Las 

células Lin- (incluyendo CD3, CD14, CD15, CD19, CD56) HLA-DR- CD33+ contienen 

grupos mixtos de MDSCs que comprenden progenitores más inmaduros. Es importante 

tener en cuenta que estos marcadores de superficie también se expresan en otras 

células mieloides (150, 151) (Figura 13). Por tanto, se han intentado identificar marcadores 

más específicos para diferenciar mejor las MDSCs de otras poblaciones mieloides 

(especialmente PMN-MDSCs de neutrófilos) y se han descrito marcadores de superficie 

celular asociados con funciones específicas de MDSCs tales como CCR5, CD84, LOX1 o 

FATP2 (145). Estas dos subpoblaciones de MDSCs también tienen diferentes formas de 

suprimir la activación de las células T. Las PMN-MDSCs expresan un alto nivel de ROS y 

bajo nivel de NO, mientras que, en las M-MDSCs ocurre lo contrario. También se han 

realizado análisis transcriptómicos de las células mieloides infiltrantes de tumores en 

diferentes tipos de cáncer y se ha podido observar que los transcriptomas de PMN-

MDSCs y M-MDSCs difieren entre sí y entre los de neutrófilos y monocitos, tanto en 

ratones como en humanos (152).  

 

 

 
 

Figura 13. Expresión de marcadores de superficie en poblaciones mieloides y MDSCs 

Nature Reviews Clinical Oncology, 2024 (Adaptada de Lasser et al) 
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Generación, expansión, reclutamiento y activación de MDSCs en cáncer 

Las MDSCs se generan a través de un complejo proceso que inicialmente conlleva 

una fase de expansión y acondicionamiento en la médula ósea y el bazo, durante el cual 

las células mieloides inmaduras se acumulan y se vuelven inmunosupresoras. 

Posteriormente, se produce una fase de activación en el MAT en la cual estas células 

adquieren sus funciones inmunosupresoras máximas. Las MDSCs se reclutan, expanden 

y activan a través de una compleja red de factores de crecimiento, citoquinas, 

quimioquinas, patrones moleculares asociados a daño (DAMPs) y PAMPs que derivan 

tanto de las células tumorales como de las condiciones asociadas al MAT (hipoxia, déficit 

de nutrientes, acidificación e inflamación crónica) (Figura 14) (153). 

 

 
 

Figura 14. Generación, expansión, reclutamiento y activación de MDSCs 

Nature Reviews Clinical Oncology, 2024 (Adaptada de Lasser et al). 

 

Mecanismos de progresión tumoral mediados por MDSCs 

Las MDSCs están implicadas en la progresión tumoral a través de múltiples 

mecanismos tanto inmunes como no inmunes (Figura 14): 

a) Inmuno-evasión a través de la inhibición de la proliferación y de la actividad 

antitumoral de las células T efectoras mediante la producción de ROS, NO, arginasa 

y 2,3-dioxigenasa indolamina (IDO). Además, las MDSCs suprimen la citotoxicidad de 

la células NK e inducen la acumulación y activación en el MAT de otras células 

inmunosupresoras como linfocitos Treg, Breg y TAM a través de la secreción de 

diferentes citoquinas. Las MDSCs están estrechamente relacionadas con la 

generación de linfocitos T exhaustos en el MAT a través de la expresión de altos 

niveles de receptores inhibitorios de los puntos de control inmune como PD-L1. 
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b) Promoción de angiogénesis tumoral a través de la liberación de factores pro-

angiogénicos. 

c) Estimulación de Cancer Stem Cells y de la TEM a través de la producción de IL-6, NO 

y TGFb. 

d) Favoreciendo invasión y diseminación tumoral a través de la secreción de 

metaloproteinasas de matriz (MMPs). 

e) Promoviendo la formación del nicho pre-metastásico mediante la liberación de 

quimioquinas como CXCL12 o S100 y el establecimiento de metástasis a través de la 

producción de MMPs e IL-1b. 

Implicación de la vía Notch en la generación, expansión, reclutamiento y activación 
de MDSCs en cáncer 
 
Efectos de la vía Notch sobre la diferenciación de células mieloides hacia MDSCs 

 

Como se ha comentado previamente, el papel de Notch en la mielopoyesis no se 

conoce con exactitud, pero varios estudios han mostrado que la señalización a través de 

la vía parece importante en la expansión y acumulación de MDSCs (154-156). En el contexto 

tumoral existen trabajos que demuestran que la inhibición de la señalización de Notch 

en HSCs, MDSCs y CDs está directamente implicada en la diferenciación anormal de las 

células mieloides. En un modelo murino transgénico, se pudo apreciar que el bloqueo 

de la escisión S2 o S3 del receptor Notch regulado por ADAM10 en los HSCs codujo a 

una inhibición del desarrollo de células B y a una acumulación de MDSCs (157). Cheng et 

al (155) evaluaron el papel de la señalización de la vía Notch en la diferenciación de las 

células mieloides en cáncer estudiando 3 poblaciones celulares: CD34+ HSC en médula 

ósea, Gr-1+CD11b+ MDSCs en bazo y CDs CD11c+ MHC II+ en bazo. Observaron que la 

expresión de genes diana de Notch (Hes1 y Hes5) estaba reducida significativamente en 

las 3 poblaciones celulares comparada con los controles no tumorales. Estos 

investigadores evaluaron también la expresión de Hes1 en PMN-MDSCs de sangre 

periférica obtenidas de pacientes con cáncer y fue significativamente más baja que la 

procedente de donantes sanos. Además, los autores confirmaron una disminución 

significativa de todos los ligandos de Notch (Jag1, Jag2, DLL1, 3 y 4) en la médula ósea 

de un modelo tumoral murino comparado con ratones sanos. El grupo de Wang et al 
(158) también confirmó en un modelo tumoral murino que la señalización de Notch está 

inhibida en las MDSCs. Aislaron MDSCs periféricas de los bazos de ratones y encontraron 

que la expresión de receptores (Notch1 y 2), ligandos (Dll1, Dll4 y Jag1) y genes diana 

(Hes1 y 5 y Hey1 y 2) de la vía Notch estaba suprimida de forma significativa. Además, 

también observaron que si se modulaba la señalización a través de la vía Notch se podía 

influir en el proceso de diferenciación y en la capacidad inmunosupresora de las MDSCs. 

Observaron una reducción en la proporción de M-MDSCs a expensas de una mayor 

proliferación, expansión y acumulación de PMN-MDSCs en órganos linfoides y MAT, las 

cuales presentaron una menor capacidad inmunosupresora. Estos investigadores 
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también observaron que la señalización a través de la vía Notch juega un papel clave en 

destino de las MDSCs hacia una diferenciación monocítica o polimorfonuclear MDSC 
(159).  Finalmente otros estudios sugieren el potencial papel de los ligandos de Notch 

Jagged-1 y DLL-1 en la generación de MDSCs en la médula ósea. DLL-1 promueve la 

diferenciación de células dendríticas, mientras que, Jag-1 bloquea su diferenciación a 

través de un efecto opuesto sobre la vía de Wnt e induce la acumulación de células 

mieloides inmaduras (162). 

 

En conclusión, parece clave el papel de la vía Notch en la diferenciación de las 

células mieloides en el MAT siendo su expresión diferente en función de la población 

mieloide, pero en general, se describe una inhibición de la vía en MDSCs y TAM y una 

activación en CDs (Figura 15). 

 

 
 

Figura 15. Diferenciación de las células mieloides en el MAT mediada por Notch 

Nature Reviews Clinical Oncology, 2024 (Adaptada de Lasser et al). 

 

Efectos de la vía Notch sobre Cancer Stem-like Cells mediados por MDSCs 

 

Las células inmunes pueden promover la progresión tumoral a través de varios 

mecanismos que incluyen la inducción de la proliferación de CSCs. Las células madre o 

células iniciadoras de tumores son una subpoblación de células tumorales que median 

la formación de tumores primarios y metástasis mediante propiedades de auto-

renovación y evasión inmune. Además, están asociadas con la progresión, la resistencia 

al tratamiento, y la supervivencia en pacientes con cáncer (163). Las MDSCs pueden 

favorecer la progresión tumoral y la resistencia a los tratamientos al promover las 

propiedades de CSCs en las células tumorales y la vía Notch está implicada en este 

proceso. Welte et al (164) mostraron en un modelo murino de cáncer de mama que la 

producción de G-CSF por las células tumorales mediada por la vía mTOR promovía la 
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acumulación de MDSCs. Estas células aumentaban de forma recíproca la expresión de 

genes relacionados CSCs en las células tumorales a través de la activación de la vía 

Notch. En la misma línea, Peng et al (165) mostraron que la presencia de MDSCs en 

muestras de tejido tumoral de cáncer de mama se correlacionaban con la existencia de 

CSCs y una mayor proporción de ambas poblaciones predecían una peor supervivencia 

de forma independiente. Estos autores sugieren que las MDSCs promueven y mantienen 

propiedades de CSCs en las células tumorales a través de la intercomunicación entre las 

vías STAT3 y Notch. 

 

Efectos de la vía Notch sobre la migración y reclutamiento de MDSCs 

 

La vía de Notch también está implicada en la generación del nicho metastásico a 

través de la promoción de la migración y reclutamiento de MDSCs. En este sentido cabe 

destacar la relación de la vía de Notch con FBXW7, una E3 ubiquitin protein ligasa 

implicada en la degradación de diferentes onco-proteínas implicadas en crecimiento 

tumoral. El gen que codifica F-box protein FBXW7 se comporta como un supresor 

tumoral en el MAT y puede inhibir el desarrollo de metástasis. Yumimoto et al (166) 

mostraron que la deleción de Fbxw7 en células estromales inducía una acumulación del 

DICN1 y, consecuentemente, una activación transcripcional de CCL2. CCL2 es una 

quimioquina implicada en el reclutamiento de MDSCs y macrófagos en el nicho pre-

metastásico. En la misma línea Otani et al (167), describieron el reclutamiento de MDSCs 

mediado por la activación de Notch en TAMs y la consecuente liberación de quimioquina 

CCL2 e IL-10 en un modelo de glioma. Se llegan a conclusiones similares en un modelo 

de cáncer colorrectal en el que Notch3 aumentó la expresión de varias citoquinas y 

promovió el reclutamiento de MDSCs y TAMs en el MAT (168). 

 

Expresión diferencial de ligandos de Notch en MDSCs del MAT 

 

La señalización a través de la vía Notch parece estar suprimida en los linfocitos T 

CD8 del MAT y esa inhibición podría estar mediada por la expresión diferencial de 

ligandos de Notch en el estroma tumoral. Podemos destacar en este sentido, el papel 

de las MDSCs en la generación de un microambiente inmunosupresor mediante la alta 

expresión de ligandos Jagged-1 y 2. Así Sierra et al (169) estudiaron la expresión de Jag1 y 

2 en tumores cultivados in vitro y procedentes de ratones y detectaron una mayor 

expresión de Jag1 y 2 en los tumores subcutáneos comparados con las células tumorales 

cultivadas in vitro. Además, midieron la expresión de RNAm de Jagged1/2 en las 2 

poblaciones celulares mayoritarias aisladas en un modelo murino 3LL de carcinoma de 

pulmón (células tumorales CD45-CD49+ y células mieloides CD45+CD11b+) y 

encontraron unos niveles elevados de expresión en ambas poblaciones (170). 
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La expresión de ligandos de Notch en MDSCs circulantes pueden potenciar la capacidad 

de diseminación y metástasis de las CTCs. Un trabajo reciente publicado por Sprouse et 

al (171) nos muestra que las MDSCs circulantes pueden interaccionar directamente con 

las CTCs y promover su supervivencia y potencial metastásico a través de la interacción 

Jagged1-Notch1 en los clusters CTCs/PMN-MDSCs. En este trabajo se aislaron por 

citometría de flujo CTCs y PMN-MDSCs de muestras de sangre periférica de pacientes 

con melanoma y cáncer de mama. Los estudios de co-cultivo in vitro demostraron una 

producción aumentada de ROS y una alta expresión de Jagged1 en las MDSCs de los 

clusters que condicionaba la sobrexpresión del receptor Notch1 en CTCs a través del eje 

ROS-NRF2-ARE. La inhibición de la producción de ROS bloqueaba las interacciones 

CTC/MDSCs y conducía a una reducción de la proliferación y supervivencia de las CTCs. 

 

En resumen, la señalización a través de la vía de Notch modula de forma decisiva 

la biología de las MDSCs en múltiples puntos dependiendo del nivel de expresión de 

receptores y ligandos implicados, del estadio de la diferenciación mieloide, de factores 

del MAT y de la subpoblación de MDSCs considerada. 

 

4.1.2. Macrófagos Asociados a Tumor 

 
Los TAMs son uno de los componentes más importantes del MAT y suelen 

adquirir un fenotipo M2 aunque, al igual que ocurre en condiciones fisiológicas, su 

fenotipo es muy plástico y puede cambiar según el contexto. Un recuento elevado de 

TAMs se ha relacionado con aumento de la angiogénesis, mayor invasión de las células 

tumorales, supresión de la inmunidad adaptativa antitumoral al reclutar MDSCs y 

células Treg y, en definitiva, con mal pronóstico en cáncer (172-174).  

 

Efectos de la vía de Notch en la población de TAMs 

 

En general, como ya se ha comentado previamente, la señalización a través de la 

vía de Notch se regula positivamente en los macrófagos activados determinando un 

fenotipo M1. En el contexto tumoral, parece que la señalización a través de la vía Notch 

tiene un papel crítico modulando la polarización M1 versus M2 de los macrófagos en la 

respuesta inmune antitumoral. En este sentido, Wang et al (175) mostraron en un modelo 

tumoral que los TAMs con fenotipo M2 presentaban una supresión de la señalización de 

la vía Notch con unos niveles más bajos de ligandos DLL, receptores Notch1 y 2 y Hes1 

respecto a la población de macrófagos M1. En este modelo, la activación de la 

señalización de Notch en los macrófagos promovió un cambio de fenotipo a M1 y una 

respuesta inmune anti-tumoral Th1 a través de un cambio en la expresión de proteínas 

de la familia SOCS3.  
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De nuevo, parece que la expresión diferencial de los ligandos de Notch en el MAT 

puede tener su implicación en la polarización de la población de TAMs. En este sentido 

tenemos varios trabajos en carcinoma de mama (176-177) y en adenocarcinoma de pulmón 

y páncreas (179, 180) en los que la expresión de Jag1 en el estroma tumoral estaría asociada 

con la infiltración de TAMs. En estos estudios la expresión de RNAm de Jag1 se ha 

correlacionado con una alta densidad de infiltración de TAMs con fenotipo M2 y con 

peor SLE y SG. Diferentes IL y quimioquinas podrían estar implicadas en la polarización 

de los TAMs mediada por Jag1. Así, en otro modelo de cáncer de mama, la señalización 

de la vía Notch mediada por Jag1 aumentó la secreción de IL-4 e IL-6 induciendo una 

polarización de TAMs a un fenotipo M2 y favoreciendo la progresión tumoral (178).  En 

un modelo de ratones portadores de glioma, la terapia con virus oncolíticos indujo la 

expresión de Jag1. La activación de Notch en los TAMs mediada por Jag1 promovió la 

secreción de CCL2, amplificando el reclutamiento de M-MDSC y atenuando la respuesta 

inmune antitumoral de las células T (181-182). Otra de las dianas de la señalización de la 

vía Notch implicada en la polarización de los macrófagos y en la generación de TAMs 

que se han descrito son los microRNAs. Varios de estos miRNAs, como miR-148a-3p (183) 

y miR-125a (184), se encuentran regulados por la vía Notch y participan en la 

diferenciación y activación de los macrófagos hacia TAMs.  

 

La vía de Notch parece también implicada en el proceso de reclutamiento de los TAMs 

al MAT a partir de los monocitos circulantes. Diversas quimioquinas, tales como CCL2, 

CCL5, CCL7, CXCL8 y CXCL12, liberadas por las células tumorales inducen la migración, 

diferenciación y supervivencia de las células mieloides que infiltran el tumor. En 

diferentes modelos de cáncer de mama, se pone de manifiesto que la señalización 

CCR2/CCL2 parece clave en el reclutamiento de monocitos hacia el MAT y su 

diferenciación a TAMs (185-186). En estos trabajos se muestra cómo la vía de Notch regula 

la expresión de dos importantes citoquinas pro-inflamatorias (IL1b y CCL2) en la célula 

tumoral, condicionando la adhesión de monocitos a los vasos sanguíneos, su 

extravasación y migración hacia el MAT para diferenciarse hacia TAMs con un fenotipo 

pro-tumoral. Además, la vía Notch también regula la activación de las células tumorales 

mediada por la liberación de TGFb por parte de los TAMs potenciando la expresión de 

Jagged1. La señalización Notch/Jagged1 amplifica de nuevo la secreción de 

citoquinas/quimioquinas aumentando el reclutamiento de TAMs. De esta manera, se 

establece un circuito de regulación paracrina entre estas dos poblaciones celulares 

dependiente de la señalización de Notch que promueve la supervivencia tumoral.  
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4.1.3. Células T reguladoras 
 

Las células Treg son un subconjunto de células T CD4+ que se encuadran dentro 

de las denominadas células inmunitarias con funciones supresoras. Las Treg pueden 

desarrollarse en el timo, como células Treg naturales (nTreg), y se caracterizan por la 

expresión de la cadena alfa del receptor de IL-2 (CD25) y el factor de transcripción 

nuclear Foxp3, pero también pueden originarse a nivel periférico a partir de células T 

CD4+ naive mediante la estimulación por contacto directo con CPAs o por factores 

solubles como TGFb e IL-2 (pTreg). Las células Treg regulan las respuestas inmunes al 

prevenir la activación y expansión de células T auto-reactivas, manteniendo, de esta 

manera, la homeostasis inmunológica y evitando el desarrollo de enfermedades 

autoinmunes, reacciones de hipersensibilidad o el rechazo de trasplantes. Las células 

Treg pueden ejercer sus funciones supresoras sobre la población T efectora mediante 

diferentes mecanismos: contacto celular directo con células T CD4+ auto-reactivas, 

eliminación de células T efectoras o creación de un microambiente inmunosupresor 

mediante la liberación de citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGFb (187). La 

infiltración de Treg se asocia con una disminución en la proporción de linfocitos T 

citotóxicos, progresión tumoral y mal pronóstico en diferentes tipos de cáncer (188, 189). 

Efectos de vía Notch en la diferenciación y expansión de células Treg 

La vía de Notch está implicada en la diferenciación de novo de células nTreg en 

el timo, así como, en la inducción y/o expansión de células pTreg a nivel periférico. En 

cuanto al papel de Notch en la generación de células nTreg en el timo la evidencia 

disponible es escasa y contradictoria. Por un lado, tenemos trabajos que evidencian el 

efecto de Notch en la regulación de la transcripción de Foxp3 en nTreg (190-192).  Por otro 

lado, encontramos otros trabajos en los que la deleción de Notch1 no tendría impacto 

en la población de células nTreg en el timo (193). Trabajos posteriores sugieren que la 

activación del TCR sería el principal responsable de la adquisición y mantenimiento del 

fenotipo Treg a partir de los precursores tímicos y que la vía Notch tendría un papel 

secundario en el desarrollo de las nTreg incidiendo en la expresión de Foxp3 (194). En 

cuanto a la implicación de la vía Notch en la inducción y/o expansión de las pTreg, así 

como, en el mantenimiento de sus funciones inmunosupresoras a nivel periférico los 

datos experimentales son más robustos e implicarían tanto a la vía canónica como no 

canónica. Chatila et al (196) usaron diferentes modelos murinos en los que se bloqueaba 

o activaba la señalización de la vía Notch en la población de células Treg para evaluar el 

efecto a nivel periférico en sus funciones inmunosupresoras. La sobrexpresión del DICN1 

en Treg producía linfo-proliferación, apoptosis de Treg, reprogramación de Treg hacia 

un fenotipo Th1 y autoinmunidad al suprimir la transcripción de genes críticos en la 

función inmunosupresora de las Treg tanto de forma directa (vía canónica) como de 

forma indirecta a través de Rictor-AKT-Foxo1 y su efecto sobre la regulación epigenética 

de Foxp3 (vía no canónica). En muchos casos, TGFb representa la vía de señalización 



 50 

predominante, de tal manera que, la vía de Nocth ejercería un papel secundario 

cooperando con TGFb en la inducción de Treg. Ambas vías de señalización cooperan en 

el mantenimiento de la población pTreg a través de la activación de la transcripción de 

Foxp3, mediante la interacción de Notch1/CSL y pSMAD3 en su región promotora (199). 

Además, la interacción entre las vías de señalización de Notch y TGF-b también estaría 

implicada en la regulación de la función inmunosupresora de las Treg sobre las células T 

efectoras. Ostroukhova et al (200-201) demostraron que las células Treg que expresan en 

su membrana TGFb son capaces de activar la vía Notch en sus células diana y ejercer sus 

funciones inmunosupresoras sobre la población T efectora.  

En diferentes modelos tumorales podemos comprobar la implicación de la 

señalización de Notch en la expansión y función inmunosupresora de las Treg. La alta 

expresión de DLL3 en cáncer de mama se correlacionó con una proporción elevada de 

células Th foliculares y Treg y con un peor pronóstico (197). Otros estudios en cáncer 

gástrico y melanoma muestran que la alta expresión de Notch en el MAT se asocia con 

una menor infiltración de células T CD8+ y un aumento de Treg y MDSCs mediante la 

regulación positiva de TGFb (198, 202). 

 

Efecto de la expresión de ligandos Jagged en el MAT en inducción/expansión de Treg 

En este sentido, de nuevo, la expresión diferencial de los ligandos de Notch 

puede ser clave en la homeostasis de la población de Treg en el MAT. Como se ha 

comentado previamente, la interacción de los ligandos/receptores de la vía Notch entre 

las CPAs y los linfocitos T puede modular la función de los linfocitos T colaboradores 

naive y determinar la polarización de la respuesta inmune Th1 vs Th2/Th17/Treg. De 

esta manera, las CDs con una alta expresión de ligandos Jag-1 pueden inducir la 

polarización de las células T hacia un fenotipo T regulador (203). Esta hipótesis se pone de 

manifiesto en varios trabajos en los que la expresión de ligandos tipo Jagged en células 

del microambiente, tales como CPAs, HSCs, células stem mesenquimales del estroma o 

MDSCs, pueden determinar una activación de la señalización de la vía Notch y conducir 

a una inducción de Treg a partir de células T CD4+ naive o a una expansión de células 

Treg pre-existentes (204-208, 209). 

 

4.2. PROMOCIÓN DE UN MICROAMBIENTE PRO-TUMORAL 

La señalización a través de la vía Notch está implicada en la modificación del 

microambiente hacia un rol pro-tumoral ejerciendo un papel clave en la regulación de 

los tipos celulares responsables del soporte del MAT, así como, en la angiogénesis 

tumoral y el fenómeno de transición epitelio-mesénquima. Analizaremos el papel de 

Notch en dos poblaciones claves en el soporte del MAT: 

- Fibroblastos asociados a cáncer (CAFs, del inglés Cancer-associated fibroblasts). 

- Neutrófilos asociados a tumor (TANs, del inglés Tumor-associated neutrophils). 
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4.2.1. Fibroblastos Asociados a Cáncer 
 

Los CAFs constituyen el principal componente celular en el MAT, existiendo una 

evidencia creciente de su implicación en la progresión tumoral en diferentes tipos de 

cáncer. Uno de sus principales mecanismos para promover un microambiente pro-

tumoral es el desarrollo de una angiogénesis aberrante y parece que Notch estaría 

también implicada en este proceso. En un modelo celular de cáncer de pulmón, el 

contacto célula-célula entre CAFs y células tumorales, mediado por la señalización 

Jag1/Notch2, indujo la formación de una red vascular aberrante que favoreció la 

infiltración de células tumorales y neutrófilos tipo N2 en el MAT (210). 

 

Tenemos más evidencia de la importancia de la vía Notch en la interacción entre la célula 

tumoral y los CAFs para promover un estroma pro-tumoral. Los CAFs liberan 

estaniocalcina 1 (STC1) que interacciona directamente con receptores Notch1 en células 

de hepatocarcinoma potenciando su progresión tumoral. Además, Notch1 es capaz de 

regular STC1 a nivel transcripcional promoviendo, de esta manera, la expansión del 

estroma tumoral (211). En un modelo de cáncer de mama expuesto a radiación, se 

objetivó una expansión de CSCs que sobre-expresaban DLL1 y favorecían el 

reclutamiento de CAFs en el MAT dependiente de IL-6. Posteriormente, la activación de 

la señalización de Notch mediada por DLL1 en CAFs desencadenó la activación de la vía 

Wnt en CSCs con sobre-expresión DLL1 generando células tumorales más 

radiorresistentes (212). Sin embargo, también hay evidencia de que los CAFs activados 

por Notch pueden ejercer un efecto de supresión tumoral (213, 214). 

4.2.2. Neutrófilos Asociados a Tumor 
 

Los TANs tienen un papel relevante en la migración y extravasación de las células 

tumorales, así como, en la formación del nicho pre-metastásico. Wood et al (215) 

documentaron en tejido de cáncer de colon metastásico la presencia de neutrófilos con 

activación de la señalización Notch y TGF-b. En un estudio retrospectivo en muestras de 

tejido parafinadas de cáncer de ovario se analizó la población de TANs. Un nivel elevado 

de TANs se asoció con una disfunción de células T CD8+ a través de la expresión de Jag2 

condicionando un peor pronóstico. IL-8 contribuyó al reclutamiento de TANs y a la 

inducción de la expresión de Jag2 en TANs (216).  

4.2.3. Angiogénesis tumoral 

La angiogénesis tumoral es un evento clave en los procesos de progresión 

tumoral, invasión y metástasis. La señalización a través de la vía Notch (DLL4-Notch1) 

regula de forma fisiológica la angiogénesis, coordinando la formación correcta de brotes 

y ramificaciones de neovasos a través del contacto directo célula-célula, del endotelio 

tipo “tip” y “stalk” del brote angiogénico. 
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Efectos de la vía Notch en la angiogénesis tumoral 

En el contexto tumoral, la vía Notch está implicada en dos funciones claves del 

endotelio: el mantenimiento de las CSCs y la formación de nichos pre-metastásicos. En 

este sentido, en un modelo de neoesferas de glioblasmoma se ha puesto de manifiesto 

la expresión de ligandos de Notch en las células endoteliales y de receptores de Notch 

en las células tumorales adyacentes. El co-cultivo de ambas poblaciones celulares daba 

como resultado el crecimiento tumoral, así como, un aumento en las propiedades de 

auto-renovación de las CSCs (217). En la misma línea, en modelos murinos de cáncer de 

ovario y carcinoma de cabeza y cuello destaca el papel clave de la expresión de ligandos 

Jagged1 en el endotelio del MAT en la progresión tumoral, al favorecer la proliferación 

y resistencia al tratamiento de células neoplásicas, así como, la angiogénesis tumoral 
(218-219). La señalización de Notch está implicada en la promoción de un endotelio pro-

inflamatorio, lo que da como resultado la apertura de uniones gap y favorece la 

adhesión de las células tumorales. En un trabajo de Wieland et al (220) se ha demostrado 

que las células tumorales y las células mieloides pueden activar Notch1 endotelial en un 

sitio metastásico distante. La activación sostenida de Notch indujo un endotelio 

inflamado que expresaba la molécula de adhesión VCAM1 promoviendo aún más la 

infiltración de neutrófilos, la adhesión de las células tumorales al endotelio y la intra-

vasación en el tumor. 

4.2.4. Transición Epitelio-Mesénquima y desarrollo de metástasis 
La capacidad de las células tumorales de invadir los tejidos adyacentes y de 

colonizar órganos distantes son características distintivas del cáncer. Las células 

epiteliales, para poder escapar de su microambiente local, ponen en marcha un proceso 

de desarrollo reversible denominado TEM, durante el cual la pérdida de características 

epiteliales (expresión de E-cadherina y moléculas de adhesión célula-célula) hace que 

las células adquieran características mesenquimales que les permiten invadir, resistir la 

apoptosis, diseminarse y adquirir características de CSCs (221). 

 

Efectos de la vía Notch en la TEM y desarrollo de metástasis 

Notch es una de las vías de señalización implicadas en la regulación de la TEM. En este 

sentido, varios estudios pre-clínicos demuestran el papel que puede tener la expresión 

de ligandos de Notch Jagged en la activación del proceso de TEM en la célula tumoral.  

La expresión de ligandos Jag1 y activación de Notch1 es responsable de la TEM en 

modelos de cáncer de mama. Este proceso, parece estar dirigido por uno de los genes 

diana de Notch, Slug, que actuaría como un represor transcripcional de E-cadherina y 

conduciría a la activación de b-catenina (222). La implicación de Jag1 en el proceso de TEM 

se ha descrito también en otros tipos tumorales como cáncer de cérvix (223), 

hepatocarcinoma (224) y cáncer de páncreas (225). Jag1 también está implicado en la 

capacidad de migración y metástasis de la célula tumoral en cáncer de mama (226), 

próstata (229) y colon (230), así como, en la especificidad de tejido en la diseminación del 
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cáncer de mama (227, 228). Como ya se ha comentado con anterioridad, la expresión de 

Jag1 por IHQ se correlacionó con mayor riesgo de recaída metastásica. Además, en este 

trabajo, se obtuvieron muestras de sangre de pacientes con cáncer de mama 

metastásico y más del 85% de las CTCs aisladas expresaban Jag1 y se asociaron a una 

SLP más corta, lo que sugiere de nuevo la implicación de Notch en la supervivencia de 

las CTCs y su capacidad metastásica (176). 

 

4.3. DISFUNCIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL 

ADAPTATIVA 
 

La respuesta inmune antitumoral adaptativa está mediada por: 

- Células dendríticas. 

- Linfocitos T. 

- Puntos de control inmune. 

4.3.1. Células Dendríticas 
 

Los defectos en la diferenciación, maduración y función de las CDs constituyen 

una de las principales alteraciones que se producen en la respuesta inmune adaptativa 

en pacientes con cáncer. En líneas generales, la señalización a través de la vía de Notch 

promueve la diferenciación, maduración y función de las CDs. 

 

Efectos de la vía Notch sobre la diferenciación de CDs 

 

La diferenciación de las CDs desde las HSCs está controlada por una compleja red de 

factores de crecimiento y citoquinas, así como, por el contacto directo célula-célula en 

el estroma de la médula ósea. En este sentido, varios estudios han evidenciado el papel 

clave de la señalización de Notch en la diferenciación y maduración de las CDs (231). Así, 

los ligandos de Notch expresados en las células del estroma parecen regular de forma 

opuesta la diferenciación de las CDs, de tal manera que, DLL1 promueve su 

diferenciación mientras que Jag1 la inhibe al promover la acumulación de sus 

precursores inmaduros, como se puso de manifiesto en un modelo de mielopoyesis 

inducida (232). De nuevo, la expresión diferencial de ligandos de Notch en el 

microambiente puede condicionar la diferenciación de las CDs y, probablemente, en el 

contexto tumoral la expresión aumentada de ligandos Jagged en el MAT podría estar 

implicada en los defectos de diferenciación de las CDs. 
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Efectos de la vía Notch sobre la maduración de las células dendríticas 

La señalización a través de la vía Notch está involucrada tanto en la maduración 

funcional de las CDs como en sus funciones efectoras que median la respuesta de las 

células T. Como se ha comentado previamente, la interacción de los ligandos/receptores 

de la vía Notch entre las CDs y los linfocitos T puede modular la función de los linfocitos 

T colaboradores naive y linfocitos T efectores y determinar la polarización de la 

respuesta inmune Th1 versus Th2/Th17/Treg. Por tanto, la expresión diferencial de los 

ligandos de Notch en las CDs pueden modular la respuesta de la célula T en el contexto 

de la inmunidad anti-tumoral. Esto se ha puesto de manifiesto por parte del grupo de 

Tchekneva et al (203) en un estudio en el que usaron métodos genéticos y farmacológicos 

para evaluar el papel de los ligandos DLL y Jag expresados en CDs en la regulación de la 

respuesta inmune mediada por célula T en un modelo murino de cáncer de pulmón LLC 

y páncreas MT5. Estos investigadores generaron un modelo de ratón genéticamente 

modificado con deleción homo o heterocigota de los alelos de DLL1 y Jag2 en CDs 

CD11c+ y observaron un crecimiento acelerado de los tumores y una menor 

supervivencia en los ratones con deleción para ligandos DLL1 en CDs, pero no en el caso 

de deleción de Jag2, comparado con los ratones wild-type. Estos hallazgos ponen de 

manifiesto que las CDs que expresan DLL1, pero no Jag2, son indispensables para la 

inducción de una respuesta inmune específica de antígeno y para la generación de 

linfocitos T efectores y memoria. Además, analizaron las poblaciones celulares inmunes 

que infiltraban tumores primarios pulmonares humanos y observaron una correlación 

significativa entre la expresión de Jag1 o Jag2 en CDs y la expresión de PD-1 en linfocitos 

T CD8+ efectores y memoria, presentando Jag1 la mayor correlación. Estos efectos se 

han podido reproducir en un modelo de cáncer de colon, donde la inhibición de Notch2 

interfirió en la presentación de antígenos a linfocitos T CD8+ a través de una supresión 

del receptor de quimioquina CCR7 (233). La vía Notch también parece implicada en la 

regulación de las células NK mediad por CDs. La sobre-expresión de ligandos Jag2 en CDs 

aumentó la citotoxicidad de células NK y retrasó la proliferación en un modelo de 

linfoma de células B (234). 

4.3.2. Linfocitos T 

La vía de Notch en el linfocito T CD8+ 

 
Los linfocitos T CD8+ citotóxicos son el brazo efector de la inmunidad adaptativa 

antitumoral y numerosos trabajos han mostrado que muchas de sus funciones 

dependen de la señalización a través de la vía Notch. De esta manera, podemos ver 

como la supresión de la vía Notch en el linfocito T CD8+ en diferentes modelos animales 

conduce a una respuesta inmune antitumoral deficiente, siendo este uno de los eventos 

clave dentro de los mecanismos de evasión del sistema inmune que promueve la célula 

tumoral en el MAT (235-238).  
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Expresión diferencial de ligandos de Notch en el estroma tumoral y respuesta anti-

tumoral mediadas por linfocito T CD8+ 

 
Esta supresión de la vía de Notch en los linfocitos T CD8 que infiltran el tumor podría 

estar mediada por la expresión diferencial de ligandos de Notch en el estroma tumoral, 

y, en este sentido, Sierra et al (169) publicaron que el MAT suprime la expresión de Notch1 

y 2 en las células T intra-tumorales pero no en el las células T periféricas aisladas del 

bazo en un modelo tumoral murino. Podemos destacar, el papel de las MDSCs en la 

generación de un MAT inmunosupresor mediante mecanismos dependientes de NO y 

por la alta expresión de ligandos Jag-1 y 2. En la misma línea, en un modelo murino de 

cáncer de mama la activación de Notch inducida por su ligando Jag1 derivado de las 

células tumorales fomentó la producción de citoquinas, IL-6 y WISP-1, que 

contribuyeron al reclutamiento de macrófagos al MAT. Los macrófagos activados por 

Notch interactúan con las células T infiltrantes para suprimir su proliferación y 

activación, impulsando, de esta manera, la evasión inmune adaptativa de las células 

tumorales (239). Varios estudios pre-clínicos avalan esta hipótesis y demuestran que la 

reactivación de la vía de Notch en el linfocito T CD8+ es capaz de vencer la 

inmunosupresión generada por el tumor en su microambiente: 

 

- Una activación selectiva de DLL1-Notch en los precursores de la médula ósea 

aumentó la activación de las células Th1 resultando en un incremento de la 

infiltración intra-tumoral de células T CD8+, elevó el número de linfocitos T CD8 

memoria, disminuyó la población de Treg e inhibió el crecimiento tumoral en un 

modelo murino de cáncer de pulmón (240). 

- La reactivación de la vía Notch mediante la transferencia adoptiva transgénica 

condicional de su dominio intracelular en el linfocito T CD8+ aumentó su respuesta 

citotóxica con una mayor producción de INFg y granzima B y permitió vencer la 

inmunosupresión generada por MDSCs in vivo (169).  

- El tratamiento con un inhibidor del proteasoma en un modelo tumoral murino 

provocó una mayor expresión de INFg y otras moléculas efectoras en células T CD8 

a través de la regulación positiva de varios componentes de la vía Notch (241). 

- El co-cultivo de células estromales con expresión de DLL1 con células T CD4+ y CD8+ 

generó células T stem memoria altamente proliferativas y de larga duración. 

Además, estas células dejaban de expresar marcadores de linfocito T exhausto y 

tenía un efecto antitumoral (242). 

 

Por el contrario, el bloqueo de la señalización de Notch en un modelo de glioma facilitó 

la evasión inmune y la progresión del tumor disminuyendo la expresión de citoquinas 

dependientes de CMH tipo I y de IFNg, así como, el reclutamiento de células T CD8+ (243). 
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La vía Notch en el linfocito T CD4+ y la polarización de la respuesta inmune 

Como se ha comentado previamente, la interacción de los ligandos/receptores de la vía 

Notch entre las CPAs y los linfocitos T puede modular la función de los linfocitos T 

colaboradores naive y determinar la polarización de la respuesta inmune Th1 vs 

Th2/Th17/Treg. De esta manera, las CPAs con alta expresión de ligandos DLL1 o DLL4 

pueden polarizar a los linfocitos T CD4+ hacia una respuesta inmune de tipo Th1 

(antitumoral). Por su parte, las CPAs con alta expresión de ligandos Jag-2 y baja 

expresión de ligandos DLL1 y 4 promueven el desarrollo de respuestas inmunes de tipo 

Th2 o Th17, mientras que, aquellas con una alta expresión de ligandos Jag-1 pueden 

inducir la polarización de las células T hacia un fenotipo T regulador favoreciendo 

mecanismos de evasión de la respuesta inmune en el MAT (203).  

4.3.3. Puntos de control inmunes 

 PD-1 es un receptor de membrana que pertenece a la familia de CD28 y que se 

expresa en linfocitos T activados, células NK y células mieloides. PD-1 interacciona con 

2 ligandos de la familia B7, PD-L1 y PD-L2. PD-L1 se expresa ampliamente en CPAs y 

HSCs. La interacción PD-1 y PD-L1 activa una vía inhibitoria que conduce a un bloqueo 

de la respuesta inmune celular mediada por el linfocito T CD8, constituyendo un 

mecanismo fundamental de evasión de la respuesta inmune en el contexto del cáncer. 

Los niveles de expresión de PD-1 vienen determinados por el grado de transcripción de 

su región promotora Pdcd1. Se han descrito tanto factores que activan la transcripción 

de Pdcd1 [NFATc1, inducido por la activación del TCR del linfocito T, o IRF9, inducido por 

INF alfa] como factores que reprimen su transcripción (244). 

 

Efecto de Notch sobre la expresión de puntos de control inmune como PD-1 

La vía de Notch también juega un papel clave en la expresión de PD-1 al ejercer un 

control directo en la transcripción de Pdcd1 durante la activación del linfocito T CD8+ 
(245). En modelos in vitro se ha demostrado que la inhibición de Notch reduce la expresión 

en superficie de PD-1 en linfocitos CD8 tras la estimulación antigénica. Por tanto, la 

inducción de la transcripción de PD-1 durante la activación del linfocito T CD8 estaría 

mediada por la activación del TCR y consiguiente translocación del factor transcripcional 

NFAT al núcleo, así como, por la interacción entre ligandos de Notch expresados por las 

CPAs y receptores Notch expresados en el linfocito T CD8. Además de potenciar los 

efectos antitumorales de las células T, la señalización de Notch podría acelerar el 

agotamiento de las células T. Por tanto, la vía de Notch podría tener también un efecto 

negativo durante el proceso de activación de la célula T CD8 y, de esta manera, la 

presentación antigénica mantenida por CPAs que expresan ligandos de Notch puede 

conducir una activación de la señalización de Notch sostenida que lleve a una inhibición 

funcional del linfocito T CD8 al inducirse la expresión de PD1 de forma permanente en 

el contexto del cáncer e infecciones crónicas (246).  
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En un modelo de cáncer gástrico con alta expresión de ubiquitina-4, que se encarga de 

la degradación de un represor de la vía Notch (Numb), se objetivó aumento de la 

señalización de la vía y una sobre-expresión de PD-1 en células tumorales (247). En el 

mismo sentido, la señalización a través de Notch/c-Myc/EZH2 indujo la expresión de PD-

L1 en células de leucemia linfática crónica (LLC), lo que contribuyó a una mayor 

resistencia a las células T activadas en un modelo murino de LLC (248). En un modelo de 

CSCs en cáncer de mama, la activación de Notch3 aumentó la expresión de PD-L1 a 

través de mTOR y potenció las características stem cells (249). En un estudio retrospectivo 

con muestras tumorales de pacientes con cáncer de páncreas resecado, existió 

correlación entre una alta expresión proteica de DLL3 y la expresión de PD-L1 y se 

asociaron con una disfunción de linfocitos T (250). 

  

Por tanto, podemos ver como la vía Notch puede favorecer tanto la función supresora 

de las células Treg como promover la adquisición de un fenotipo T exhausto a través de 

la modulación de los puntos de control inmune inhibitorios como PD-1, amortiguando 

de esta manera la respuesta de las células T y, en el contexto tumoral, favoreciendo la 

evasión del sistema inmune (Figura 16). 

 

 

 
Figura 16. Implicación de la vía Notch en la activación del linfocito T CD8+ 

Journal of Hematology & Oncology, 2023 (Adaptada de Li et al) 
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II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

1. HIPÓTESIS 

Nuestra hipótesis está basada en las siguientes premisas: 
 

1.1. La señalización a través de la vía de Notch está implicada en la regulación de todas 

las poblaciones celulares que median la respuesta inmune innata y adaptiva anti-

tumoral (CDs, neutrófilos, linfocitos B, linfocitos T CD4+ Th1, CD8+ citotóxicos y 

células NK), así como, de elementos clave en la inmunosupresión del MAT (MDSCs, 

TAM tipo M2, linfocitos Treg, CAFs, puntos de control del sistema inmune, además 

de, otras células del microambiente).  

 

1.2. Las MDSCs juegan un papel clave en el proceso de inmuno-edición en cáncer 

mediante diversos mecanismos y existe evidencia de su implicación en la progresión 

tumoral y respuesta a los tratamientos antineoplásicos.  

 

1.3. La expresión diferencial de ligandos de Notch, en el sentido de una alta expresión 

de ligandos tipo Jagged, en el microambiente y, en particular, en MDSCs parece 

mediar, en modelos pre-clínicos, un importante mecanismo de escape al sistema 

inmune en el MAT (inhibición de células CD8+, CD4+ y NK, expansión de Treg, 

disfunción de CDs, polarización de TAMs a fenotipo M2, inducción de puntos de 

control inmunológico inhibitorios). 

 

Dadas estas premisas nuestra hipótesis sostiene que los niveles de MDSCs circulantes, 

así como, la expresión de ligandos, receptores y genes diana de la vía Notch en las 

mismas y en tejido tumoral de pacientes con CPNMa pretratados con QT basada en 

platino puede identificar aquellos con mayor probabilidad de respuesta y supervivencia 

al tratamiento con ICIs. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivos primarios 

 
2.1.1. Explorar la correlación entre la proporción basal de poblaciones celulares 

inmunes circulantes (MDSCs totales y subpoblaciones, linfocitos Treg, CD8+, 

CD4+, B, células NK, NKT y monocitos) y respuesta radiológica, SLP y SG tras 

tratamiento con ICIs en pacientes con CPNMa pretratados con QT basada en 

platino. 

 

2.1.2. Explorar la correlación entre RNL pre-tratamiento y SLP/SG tras tratamiento con 

ICIs en pacientes con CPNMa pretrados con QT basada en platino. 

 

2.1.3. Explorar la correlación entre los niveles de expresión de ligandos (DLL y JAG), 

receptores (DLL y JAG) y genes diana (HES1 y HEY1) de la vía Notch, así como, los 

niveles de expresión de IDO1, ARG1 y PD-L1 en MDSCs circulantes y respuesta 

radiológica, SLP, SG y tasa de supervivencia a largo plazo tras tratamiento con 

ICIs en pacientes con CPNMa pretratados con QT basada en platino. 

2.2. Objetivos Secundarios 

 

2.2.1. Explorar la asociación entre la proporción basal de MDSCs totales y 

subpoblaciones circulantes y RNL pre-tratamiento con ICIs en pacientes con 

CPNMa pretratados. 

 

2.2.2. Explorar la correlación entre los niveles de expresión de ligandos, receptores y 

genes diana de la vía Notch, así como, los niveles de expresión de IDO1, ARG1 y 

PD-L1 en tejido tumoral y la respuesta radiológica al tratamiento con ICIs en 

pacientes con CPNMa pretratados con QT basada en platino. 
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III. MATERIAL Y MÉTODOS 

1. DISEÑO DEL ESTUDIO 

Esta tesis doctoral ha sido desarrollada a partir de un estudio observacional de 

seguimiento prospectivo multicéntrico sobre muestras de pacientes con CPNMa 

tratados con ICIs dentro de la práctica clínica habitual entre marzo de 2018 y noviembre 

de 2021. Se trata de un estudio integrativo de análisis de biopsias líquidas de tipo 

traslacional. Se han obtenido muestras seriadas de sangre periférica y de tejido tumoral 

de pacientes tratados con anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 para analizar la expresión de 

biomarcadores en MDSCs circulantes y su asociación con la respuesta al tratamiento y 

supervivencia (Figura 17). 

 

Este proyecto se ha llevado a cabo en los servicios de Oncología Médica de 3 hospitales 

públicos de la Comunidad Valenciana dentro del Grup de Investigació i Divulgació en 

Oncología (GIDO): 

-Hospital Arnau de Vilanova, Valencia.  

-Hospital Universitario y Politécnico La Fe, Valencia. 

-Consorcio Hospitalario Provincial de Castellón, Castellón. 

 

El análisis de biomarcadores se ha llevado a cabo en la Unidad de Biomarcadores 

y Medina de Precisión (UBMP) del Instituto de Investigación Sanitaria La Fe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CPNM estadio IV Tratamiento anti-PD-1/PD-L1  
 

Basal (pre-tratamiento) 
 

Muestra de sangre periférica  
Tejido tumoral  

(biopsia archivo o reciente) 

1ª evaluación de 
respuesta (8-12 semanas) 

 
Muestra de sangre periférica  

Evaluación radiológica 

A la progresión 
 

Muestra de sangre periférica 
Evaluación radiológica 

Tejido tumoral (opcional) 

Seguimiento 
(supervivencia) 

 
Práctica clínica 

habitual 

Progresión 

Figura 17. Diseño del estudio 
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2. POBLACIÓN DEL ESTUDIO  

La población que se ha incluido en el estudio está constituida por pacientes 

diagnosticados de CPNMa (estadio III irresecable o estadio IV) que han iniciado 

tratamiento con anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 tras progresión, al menos, a una línea de 

tratamiento con QT basada en platino y no tuviesen contraindicación para el 

tratamiento con ICIs.  

2.1. Criterios de Inclusión específicos: 
 
- Consentimiento informado por escrito para participar en el estudio, antes de la 

inclusión en el mismo y en el cual se autorice a la extracción de muestras de sangre 

periférica.   

- Edad igual o mayor de 18 años. 

- Estado funcional aceptable y compatible con un tratamiento onco-específico activo: 

ECOG 0-1.  

- Diagnóstico de CPNMa no resecable, metastásico o recidivante documentado 

histológicamente o citológicamente.  

- Tratamiento previo con QT para la enfermedad localmente avanzada o avanzada. 

Los pacientes con mutaciones de EGFR o reordenamientos de ALK/ROS1 podían ser 

incluidos si habían recibido tratamiento anti-PD-1/PD-L1 tras progresión a terapia 

dirigida y, al menos, una línea de QT basada en platino. 

- Pacientes candidatos a recibir una 2ª línea de tratamiento y para los cuales, a 

criterio del médico tratante, la opción terapéutica más adecuada fuese el 

tratamiento con un anticuerpo anti-PD1/PD-L1 (nivolumab, pembrolizumab o 

atezolizumab), siguiendo siempre las especificaciones de las fichas técnicas de los 

fármacos mencionados.  

- Enfermedad medible por criterios RECIST 1.1. 

- Pacientes en los que se haya podido obtener muestras de sangre periférica y 

tuviesen disponibilidad de tejido tumoral previo a tratamiento con anti-PD1/PD-L1. 

- Pacientes con metástasis cerebrales fueron elegibles si las metástasis habían sido 

tratadas y no había evidencia de progresión por TC y/o RM. 

- Función hematológica, hepática y renal aceptables, y sin contraindicación para la 

administración de inmunoterapia de acuerdo con ficha técnica.  

- No tratamiento previo con anti-PD-1, anti-PD-L1, anti-PD-L2, anti-CTLA-4 o cualquier 

otros anticuerpo o fármaco dirigido a puntos de control del sistema inmune o co-

estimilación de células T. 

- Pacientes con capacidad de adhesión a los procedimientos del estudio y 

seguimiento. 
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3. TAMAÑO MUESTRAL 

Se ha estimado un tamaño muestral de 100 pacientes. La tasa de respuesta 

global de los pacientes tratados en el estudio CheckMate 057 (CPNM no escamoso) y 

CheckMate 017 (CPNM escamoso) fue de aproximadamente el 20%. Tomando estos 

datos como referencia, esperaríamos encontrar aproximadamente 20 respondedores y 

80 no respondedores en nuestro conjunto de datos. Definimos la respuesta como se 

hace en los ensayos CheckMate 057 y 017 (respuestas completas y parciales por criterios 

RECIST v1.1, según la evaluación del investigador). La IHQ de PD-L1 fue capaz de 

discriminar los respondedores de los no respondedores en el ensayo CheckMate 057. 

En este ensayo, la tasa de respuesta RECIST fue de 37% en los pacientes con una 

expresión de PD-L1 ≥10% y del 11% en los pacientes con expresión de PD-L1 <10%. Por 

ello, hemos asumido que, para ser clínicamente relevante, nuestro biomarcador debe 

tener al menos un rendimiento equivalente a la de la expresión de PD-L1 en el ensayo 

CheckMate 057. 

 

Hemos asumido una hipótesis H0 (tasa de respuesta en el grupo con biomarcador 

negativo) del 10% y una hipótesis H1 (tasa de respuesta RECIST 1.1 en el grupo con 

biomarcador positivo) del 40%. Suponiendo una tasa de error alfa del 10%, la potencia 

de acuerdo con la diferente distribución del biomarcador positivo/negativo sería (Tabla 

1): 

 

 

Tabla 1. Cálculo tamaño muestral y potencia 

Biomarcador (+) Biomarcador (-) Power* 

Two-sided test One-sided test 

25% 75% 80.4% 88.9% 

50% 50% 88.7% 94.3% 

75% 25% 80.4% 88.9% 

 

*H0=0.1; H1=0.4; alpha=0.1. ArcSinus method para potencia/cálculo tamaño musetral. 
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4. PLAN TERAPÉUTICO 

Los pacientes han sido tratados con anticuerpos anti-PD-1/PD-L1 en ciclos de 15 

o 21 días según las dosis recomendadas y la práctica clínica habitual de cada centro 

participante, manteniendo el tratamiento hasta progresión de la enfermedad, toxicidad 

inaceptable o a consideración del clínico según práctica habitual. 

- Nivolumab a dosis de 3 mg/kg en infusión de 60 minutos en ciclos cada 15 días. 

- Pembrolizumab a dosis de 2 mg/kg en ciclos cada 21 días en pacientes con expresión 

de PD-L1  1%. 

- Atezolizumab dosis fija 1200 mg iv en ciclos cada 21 días. 

La administración del fármaco, modificación de dosis, retraso del tratamiento y manejo 

de la toxicidad inmuno-relacionada se ha llevado a cabo de acuerdo a las 

recomendaciones del laboratorio y práctica clínica habitual de cada centro. 

5. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO 

Se han recogido las siguientes variables en diferentes etapas del estudio: 

 

Tabla 2. Procedimientos del estudio 

 

Día 

Basal Visitas 

de 

tratamiento 

1ª valoración 

respuesta 

(1) 

Discontinuación 

tratamiento 

Seguimiento 

(2) 

Consentimiento 

informado 

X     

Datos demográficos e 

historia clínica 

X     

Criterios de selección X     

ECOG X   X  

Variables de laboratorio X  X X  

Dosis anti-PD1/PD-L1  X    

Muestra de sangre 

periférica  

X  X X  

Muestra de tejido X   X 

(OPCIONAL) 

 

Evaluación de respuesta X  X X  

Supervivencia     X 

(1) Valoración de respuesta: Se realizará según la práctica clínica habitual cada 8-12 semanas. 

El método para la valoración radiológica de la respuesta tumoral debe ser el mismo en todas 

las visitas.  

(2) Visitas de seguimiento: Se han realizado según la práctica clínica habitual. 
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5.1. VARIABLES CLÍNICAS 

 
Variables clínicas en la evaluación basal 

 

Se han recogido los siguientes datos de la historia clínica y oncológica del paciente: 

• Variables demográficas: Edad al inicio del tratamiento. Sexo. Historia familiar de 

cáncer. Hábito tabáquico. 

• Historia oncológica: Fecha del primer diagnóstico. Tipo histológico. Estadio de la 

enfermedad según el sistema TNM. Localización de las metástasis. Tratamientos 

previos para el cáncer de pulmón (cirugía, radioterapia y/o QT).  

• Variables clínico-patológicas basales: ECOG. Peso. Talla. Pérdida de peso (10%, 

10% o no pérdida de peso). Patologías relevantes. Medicación concomitante. 

• Análisis de sangre: Recuento absoluto de leucocitos, neutrófilos, hemoglobina y 

plaquetas.  

• Pruebas de imagen. Todos los enfermos disponían de una tomografía 

computerizada (TC) que abarcara al menos el tórax y el abdomen y/o TC-PET 

realizadas en el mes previo al inicio del tratamiento.  

Variables clínicas durante el tratamiento, en la evaluación de respuesta al 
tratamiento y en la progresión de la enfermedad o interrupción del tratamiento 
 

Variables que se han recogido durante el tratamiento con ICIs: 

• Descripción del esquema, número de ciclos, fecha inicio y duración.  

• Líneas de tratamiento previas. 

• Toxicidad desarrollada durante el tratamiento. Reacciones adversas desde el inicio 

del tratamiento, según los criterios de toxicidad del National Cancer Institute, 

versión 5 (CTCAE-NCI). 

 

En todos los pacientes se ha realizado una evaluación de respuesta al tratamiento con 

TC o TC-PET entre 8 y 12 semanas del inicio del tratamiento con ICIs. Se han recogido las 

siguientes variables: 

 

- Lesiones diana y no diana (fecha de la evaluación, localización, tamaño). 

- Mejor respuesta obtenida, por RECIST 1.1: Respuesta completa (RC), respuesta 

parcial (RP), enfermedad estable (EE) o progresión de la enfermedad (PE).  

- Fecha de la progresión de la enfermedad (según RECIST) o interrupción del 

tratamiento. 

- Tipo de respuesta por RECIST 1.1: Respondedor o no respondedor. 

- Causa de interrupción del tratamiento: Toxicidad, tratamiento completado, pérdida 

de seguimiento, progresión de la enfermedad, fallecimiento o decisión médica.  
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Seguimiento 
 
Se ha llevado a cabo una actualización periódica de la supervivencia de cada paciente 

según el desarrollo del estudio. Se han recogido las siguientes variables: 

 

- Estado del paciente: Vivo sin evidencia de enfermedad, Vivo con evidencia de 

enfermedad, exitus o pérdida de seguimiento.  

- Si vivo, se recoge fecha de la última visita. 

- Si ha fallecido, fecha de su muerte y causa de su muerte: Cáncer de pulmón o sus 

complicaciones (incluyendo efectos adversos relacionados con el tratamiento 

oncológico) u otras causas.  

 

5.2. PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO 

5.2.1. Metodología para obtención y procesamiento muestras en sangre 

 

Se obtuvieron 3 tubos de sangre venosa por venopunción de pacientes con 

diagnóstico de CNMPa previo al tratamiento con anti-PD-1/PD-L1. De los 3 tubos, 2 de 

ellos estaban heparinizados para la obtención de células mononucleares en sangre 

periférica, mientras el otro tubo se obtuvo para la preparación de suero. Las muestras 

se enviaron al laboratorio de referencia través de un circuito logístico diseñado al efecto, 

de tal modo que, el tiempo máximo desde la extracción de la sangre hasta su 

procesamiento ha sido inferior a 6 horas, a fin de preservar el material a analizar 

(PBMCs, del inglés Peripheral Blood Mononuclear Cells). Las muestras de sangre 

periférica (plasma y suero) se obtuvieron en diferentes fases: 

- Basal: Previa al inicio de tratamiento. 

- Primera evaluación radiológica: 8-12 semanas tras inicio de tratamiento. 

- En el momento de la interrupción del tratamiento por progresión u otras causas.  

Inmunofenotipado de PBMCs y caracterización de las poblaciones celulares 

El aislamiento de PBMCs se realizó utilizando un método de centrifugación en gradiente 

de densidad Ficoll (Hystopaque). Para ello, se diluye la muestra de sangre 1:1 con 

solución salina tamponada con fosfato (PBS) con un 2% de suero bovino fetal (SBF), 

antes de estratificación sobre Ficoll. Después de centrifugar 20 minutos a 1200 x g, las 

PBMCs se recolectan en la interfase de plasma. Las células se lavan 2 veces con 15 ml de 

PBS + 2% SBF, y se lisan con un buffer de lisis de eritrocitos (eBioscience RBC Lysis buffer, 

Thermofisher). Una vez lisados los eritrocitos, se resuspenden en tampón MACS (PBS, 

0,5% de BSA, EDTA 2 mM) al que se añade los anticuerpos específicos y se incuban 

durante 10 minutos a 4ºC. Tras el marcaje, se centrifugan a 300 g 10 minutos y se 

resuspenden en 0.3 ml de PBS para su análisis. El análisis multicolor se llevó a cabo 

utilizando un Citómetro de flujo analizador FACSCanto-II (Becton Dickinson). 
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Para el inmunofenotipado de las PBMCs se han utilizado anticuerpos monoclonales anti-

humanos conjugados con fluorocromo frente a diferentes moléculas (Milteny Biotech). 

Para la caracterización de las MDSCs y sus subpoblaciones se utilizaron los anticuerpos 

anti-CD33, anti-CD11b, anti-CD14, anti-CD15 y anti-HLA-DR (Tabla 3). Las MDSC 

humanas expresan los marcadores mieloides CD11b+ y CD33+, pero son habitualmente 

negativas para HLA-DR (receptor de superficie celular de CMH clase II). Las MDSCs se 

pueden clasificar en, al menos, dos subpoblaciones: monocíticas (M-MDSCs) y 

polimorfonucleares (PMN-MDSCs). En humanos, las M-MDSCs se caracterizan por un 

fenotipo HLA-DR-, CD11b+, CD33+ y CD14+ (los monocitos maduros expresan HLA-DR). 

Las PMN-MDSCs se caracterizan por un fenotipo HLA-DR-, CD11b+, CD33+, CD14- and 

CD15+. Se ha descrito una tercera población en estadio temprano de MDSCs, early-

MDSCs (e-MDSCs), que comprenden más progenitores inmaduros y que carecen de la 

expresión tanto de CD14 como de CD15. 

 

Tabla 3. Panel de Anticuerpos para inmunofenotipado de MDSCs y subpoblaciones 

Fenotipo CD33 CD11b HLA-DR CD14 CD15 

Fluoróforo VioBright 

(FITC) 

PE PE-Vio770 PerCp-Vio APC 

Milteny 

(ref) 

130-111-027 130-110-553 130-111-791 130-110-523 130-113-482 

 

Para las subpoblaciones de células T se utilizaron los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4, 

anti-CD8 y anti-CD56. Dentro de la población de células T se determinarán la población 

de células Treg: anti-CD45, anti-CD4, anti-CD25, anti-CD127 (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Panel Anticuerpos para caracterización de subpoblaciones de células T 

Fenotipo CD3 CD8 CD56 Treg detection kit 

 

Fluoróforo PerCp PE-Vio770 APC-Vio770 CD45-VioBlue 

CD4-FITC 

CD25-APC 

CD127-PE 

Milteny 

(ref) 

130-113-131 130-110-680 130-114-548 130-096-082 
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Cada medida contenía al menos 100,000 eventos y los porcentajes de cada población se 

calcularon sobre la población de singletes. Los análisis se realizaron con el software 

InfinicytTM (Cytognos, Salamanca, España) y las estrategias de gateo tanto para las 

poblaciones de MDSCs como de leucocitos se muestran en la Figura 18. De cada 

paciente obtuvimos el porcentaje de cada una de las subpoblaciones celulares en las 

PBMCs. Para el caso de las MDSCs totales, se obtiene el porcentaje respecto al total de 

las PBMCs. En el caso de las subpoblaciones de MDSCs (PMN-MDSCs, M-MDSCs y e-

MDSCs) también se calcula el porcentaje respecto al total de las PBMCs. Para realizar las 

estimaciones de Kaplan-Meyer, se calcula el valor de la mediana de los porcentajes de 

cada subpoblación celular y se clasifican como “low” a los pacientes cuyos porcentajes 

son inferiores al valor de la mediana y “high” a los que tienen valor superior. 

 

 

 

 
 
 Figura 18. Inmunofenotipado de PBMCs y caracterización de poblaciones celulares 
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Aislamiento de las células MDSCs de sangre periférica 

 

El método de aislamiento de las MDSCs de sangre total se realizó utilizando una 

modificación de la técnica publicada en 2016 (Myeloid-Derived Suppressor Cells Express 

Brutons Tyrosine Kinase and Can Be Depleted in Tumor-Bearing Hosts by Ibrutinib 

Treatment, 2016). Con esta técnica, se parte de 10 ml de sangre y se añaden 500 ul de 

HLA Myeloid enrichment (stemcell) (Figura 19). Este reactivo comprende una 

combinación de anticuerpos de células sanguíneas dispuestas en forma de tetrámero, 

de tal manera que, se van a unir a todas las células, excepto las que presentan el 

marcador CD33 en la membrana. Tras el tiempo de incubación, se diluye 1:1 con PBS + 

2% SBF y se añade a una solución de ficoll específica para estas células y se centrifugan 

a 1200 g durante 20 minutos. Los tetrámeros de anticuerpos adheridos a las células, 

caerán al fondo junto a los eritrocitos y las células CD33 se quedan en la interfase. Las 

células se lavan 2 veces con PBS + 2% SBF y se incuban con las beads magnéticas de HLA-

DR para obtener la fracción negativa. Las células se transfieren a una columna magnética 

que se coloca en un imán, de tal forma que, todas las células que atraviesan la columna, 

sin ser retenidas, son la fracción HLA-DR negativa. Una vez obtenidas las células MDSCs 

con esta metodología se caracterizan en un citómetro de flujo, al igual que las PBMCs, 

para estudiar el rendimiento y la pureza del método.  

 

 

          
           Figura 19. Esquema del protocolo de aislamiento de MDSCs de sangre periférica 
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Análisis transcriptómico en MDSCs 

 

El aislamiento de RNA de las células MDSCs se llevó a cabo utilizando un kit de 

Omega bio-tek (E.Z.N.A. Total RNA kit). Una vez extraído el RNA se cuantificó con el 

instrumento nanodrop.  

 

El primer paso es transcribir el RNA a DNA complementario (cDNA). Para realizar la 

retrotranscripción se utilizaron 500 ng de RNA por reacción. El cDNA obtenido se diluyó 

10 veces con agua libre de RNAsas y DNAsas para realizar las PCRs cuantitativas con SYBR 

green de los genes a analizar. En este proyecto planteamos el estudio de genes 

inmunomoduladores de la respuesta inmunitaria como son ARG1, IDO1 y PD-L1 y genes 

implicados en la vía Notch como JAG1, JAG2, NOTCH1, NOTCH2, HES1 y HEY1.  

 

Tras obtener el ADNc, se llevó a cabo la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 

(qPCR) para amplificar las secuencias de ADN de los genes que se querían estudiar. Para 

ello, se emplearon placas de PCR de 96 pocillos (PCR Microplate, PCR-96-AB-C, Axygen) 

en las que se cargaron triplicados de las muestras para cada pareja de cebadores o 

primers del gen correspondiente. De tal modo, en cada pocillo se mezclaron los reactivos 

indicados en la Tabla 5. Los primers utilizados en este ensayo se indican en la Tabla 6. 

Tras cargar la placa, se centrifugó para descartar cualquier burbuja y se introdujo en el 

termociclador ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) donde se realizó la PCR 

(siguiendo el programa indicado en la Tabla 7). En último lugar, los datos y resultados 

adquiridos fueron analizados por el ViiA™ 7 Software y normalizados en archivos de 

Excel. 

 

 

Tabla 5. Lista de reactivos para la PCR 

Reactivo Cantidad 

ADNc muestra    2 μl 

Primer Forward (10 μM) 0.3 μl 

Primer Reverse (10 μM) 0.3 μl 

TB Grenn Premix Ex Taq 2x (SYBR Takara)    5 μl 

ROX dye II 0.2 μl 

Agua libre de RNasas 2.2 μl 
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Tabla 6. Lista de primers utilizados para ensayos de RT-PCR cuantitativa 

Gen Secuencia 

h-ACTB-Forward ACAGAGCCTCGCCTTTGC 

h-ACTB-Reverse CGCGGCGATATCATCATCCA 

h_JAG1 Forw CTGTCATCGGGGGCAACAC 

h_JAG1 Rev CATTACTGGAATCCCACGCCT 

h_JAG2 Forw CGTCATCCCCTTCCAGTTCG 

h_JAG2 Rev CCTCATTCGGGGTGGTATCG 

h_NOTCH1 Forw GCTCGAGGACGAATGTGAGG 

h_NOTCH1 Rev TCTAGGCATCGGCATTCACC 

h_NOTCH2 Forw GGGGCCAACTATGCTTGTGA 

h_NOTCH2 Rev CACAGTAGGTGCCCGTGAAT 

h_HES1 For CTGGAGAAGGCGGACATTCT 

h_HES1 Rev TACTTCCCCAGCACACTTGG 

h_HEY1 For GAGTGCGGACGAGAATGGAA 

h_HEY1 Rev AATCTGGGAAGATGTAGTTGGGG 

h_ARG1 Forw CCGTGCCCAGATTCTGACTT 

h_ARG1 Rev ACATTCTGGCTCTGTTGGGG 

h_IDO1 For ATGAAGAAGTGGGCTTTGCTCT 

h_IDO1 Rev TTCTCAACTCTTTCTCGAAGCTGG 

h_PDL1 Forw CCTACTGGCATTTGCTGAACG 

h_PDL1 Rev GACAATTAGTGCAGCCAGGTC 

 

 

Tabla 7. Condiciones requeridas para la RT-PCR cuantitativa 

Programa Tiempo Temperatura 

Calentamiento 2 minutos 50ºC 

Desnaturalización 1 minuto 95ºC 

Amplificación 

40 ciclos 

15 segundos 

35 segundos 

95ºC 

60ºC 

Melting 15 segundos 

1 minuto 

15 segundos 

95ºC 

60ºC 

95ºC 
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5.2.2. Metodología para obtención y procesamiento muestras en tejido 

Extracción de ARN de tejido parafinado 

Antes del procesamiento, las secciones del bloque de tejido desparafinado se 

han teñido con hematoxilina-eosina y han sido evaluadas por un patólogo para 

confirmar la idoneidad del contenido de células tumorales. Para el análisis posterior se 

han utilizado muestras tumorales que contenían al menos 50% de células tumorales 

después de observación microscópica.  

 

El tejido tumoral fue fijado y embebido en parafina y cortado en láminas de 5-10 µm. Se 

utilizaron de 3 a 5 láminas para cada extracción de ARN. Para extraer el ARN del tejido 

parafinado se utilizó el kit de Qiagen RNeasy FFPE Kit. Brevemente, se utiliza la solución 

de deparaffinización para eliminar completamente la parafina de las secciones de tejido 

FFPE. Para liberar el ARN de las secciones, las muestras se incuban en un tampón de lisis 

optimizado que contiene proteinasa K. La incubación breve a una temperatura más alta 

revierte parcialmente la reticulación de formalina de los ácidos nucleicos liberados, 

mejorando el rendimiento y la calidad del ARN y mejorando su rendimiento en los 

ensayos anterógrados enzimáticos. Después de esto, se sigue el tratamiento con 

ADNasa I, que está diseñado para eliminar el ADN genómico y eliminar los fragmentos 

de ADN muy pequeños que se encuentran en las muestras FFPE después de una fijación 

prolongada en formalina o tiempos de almacenamiento prolongados. El lisado se mezcla 

luego con el buffer RBC. Para crear las condiciones de unión adecuadas para el ARN, se 

agrega etanol y luego la muestra se aplica a una RNeasy MinElute Spin Column. En este 

punto, el ARN total se une a la membrana y el lavado elimina los contaminantes de 

manera efectiva. Luego se extrae el ARN en al menos 14 µl de agua libre de ARNasa. 

Niveles de expresión de genes de la vía Notch en tejido parafinado mediante la 
técnica de Droplet digital PCR (ddPCR) 
 

La ddPCR es una técnica cuantitativa que consiste en fraccionar el ADN a 

amplificar y los reactivos de la PCR en 20.000 gotas. Por tanto, en cada una de las gotas 

ocurrirán reacciones de PCR independientes entre sí, de manera que, se consigue una 

mayor sensibilidad para la detección de eventos poco frecuentes en una muestra de 

partida. En este estudio se utilizó el kit de RT-ddPCR de un solo paso (Bio-Rad) para 

realizar la retrotranscripción de ARN a ADNc en un solo paso. La mezcla de los diferentes 

enzimas está optimizada para permitir la partición de muestras de ARN en las gotas de 

manera que mantiene las enzimas inactivas hasta que se realiza la reacción de 

transcripción inversa a 50ºC. Esto mejora la especificidad y la eficacia al garantizar la 

activación completa de la enzima para la conversión del ADNc mediada por el cebador. 

La mezcla enzimática además contiene un inhibidor de RNasa que protege el ARN 

durante toda la reacción. 

 



 72 

La reacción se llevó a cabo en pocillos de placas de 96 pocillos de PCR, de tal modo que, 

en cada pocillo se mezclaron los reactivos indicados en la Tabla 8. Los primers que se 

utilizan están marcados fluorescentes con la sonda fluorescente HEX o con la sonda 

fluorescente FAM. El gen normalizador, b-actina (ACTB), irá con la sonda fluorescente 

HEX y los genes de interés irán marcados con FAM (Tabla 9). Para la formación de gotas 

se empleó el QX200TM Droplet Generator (Bio-Rad). Se utilizaron cartuchos en los que se 

prepararon las muestras en tandas de 8 en 8 (Figura 20). 

 

Tabla 8. Lista de reactivos para la ddPCR 

Reactivo Cantidad 

RNA muestra 1 μl 

Primer-HEX  1 μl 

Primer-FAM  1 μl 

Supermix 5 μl 

Transcriptasa reversa 2 μl 

DTT 300mM 1 μl 

Agua libre de RNasas 11 μl 

 

Tabla 9. Lista de primers para la ddPCR 

Gen Referencia Bio-Rad Sonda fluorescente 

ACTB dHsaCPE5190200 HEX 

JAG1 dHsaCPE5033718 FAM 

HES1 dHsaCPE5034924 FAM 

IDO1 dHsaCPE5036376 FAM 

PD-L1 dHsaCPE5058502 FAM 

ARG1 dHsaCPE5035384 FAM 

NOTCH1 dHsaCPE5050282 FAM 

 

 

 
 

Figura 20. Cartucho empleado para la formación de gotas y orden de los componentes 

Adaptada de https://www.bio-rad.com. 
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Los triplicados se realizaron en diferentes cartuchos para asegurarnos de que si algún 

cartucho fallaba tuviéramos muestra de todos los pacientes. En los pocillos inferiores se 

colocó el aceite generador de gotas (Bio-Rad), en los intermedios se añadió la muestra 

y gracias a la presión aplicada al cartucho, el aceite se dirigió hacia las muestras a través 

de unos capilares que se encuentran en el cartucho, generando micelas que acabarán 

pasando al pocillo superior formando las gotas de reacción. Las gotas que se han 

formado en el paso anterior, se trasladan a una placa de 96 pocillos específica para 

ddPCR (Bio-Rad). La placa se sella con aluminio para evitar que se evaporara la muestra 

y se somete a las siguientes condiciones (Tabla 10). 

 

Tabla 10. Condiciones programa ddPCR 

Programa Tiempo Temperatura 

Inicio 3 minutos 25ºC 

Transcripción reversa 60 minutos 50ºC 

Activación de la enzima 10 minutos 95ºC 

Desnaturalización Amplificación 

40 ciclos 

30 segundos 

1 minuto 

95ºC 

55ºC 

Desactivación de la enzima 10 minutos 98ºC 

Mantenimiento Infinito 4ºC 

 

Después de la amplificación de la muestra, se leyó la placa en el QX200 Droplet Reader 

(Bio-Rad) y se empleó para el análisis y la lectura el software QuantaSoftTM, con el que 

se fijaron las condiciones del experimento. Se definió el marcaje de cada una de las 

sondas (HEX y FAM), se indicó el tipo de SuperMix utilizada y se empleó la opción de 

RED (Rare Event Detection) para el análisis. La cuantificación se llevó a cabo con el 

software QuantaSoftTM. Se descartaron aquellas muestras que no alcanzaron un mínimo 

de 7.000 eventos o gotas. En el resto de los casos, se fueron ajustando en cada pocillo 

las poblaciones positivas para FAM y para HEX. A partir de ahí, se extrajeron los datos 

de concentración para cada una de las sondas y se calculó el ratio de gen interés/actina 

siguiendo esta ecuación: 

 

𝐂𝐨𝐧𝐜𝐞𝐧𝐭𝐫𝐚𝐜𝐢ó𝐧 (
𝐜𝐨𝐩𝐢𝐚𝐬

𝐮𝐋 ) 𝐅𝐀𝐌 (𝐆𝐞𝐧 𝐝𝐞 𝐢𝐧𝐭𝐞𝐫é𝐬)

𝐂𝐨𝐧𝐜𝐞𝐧𝐭𝐫𝐚𝐜𝐢ó𝐧 (
𝐜𝐨𝐩𝐢𝐚𝐬

𝐮𝐋 ) 𝐇𝐄𝐗 (𝐀𝐂𝐓𝐁)
× 𝟏𝟎𝟎𝟎 

 

Se ha evaluado el perfil de expresión a nivel de RNAm de ligandos, receptores y genes 

diana de la vía Notch, así como, el nivel de expresión de IDO1, ARG1 y PD-L1.  

Determinación por inmunohistoquímica: Expresión PD-L1 por TPS en células tumores 

Se ha realizado en muestra de tumor parafinado mediante un método IHQ 

validado (Dako) la expresión de PD-L1 por TPS en célula tumoral. Las muestras se han 

clasificado según el porcentaje de tinción de las células tumorales en la membrana en 

<1%, 1-49% y ≥50% en una sección de células con un mínimo de 100 células valorables. 
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6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

6.1. Análisis de los datos clínicos  

 
En el cuaderno de recogida de datos específico para este estudio, se han incluido 

los parámetros demográficos, estado basal de la enfermedad, datos de cada ciclo de 

tratamiento, respuesta al tratamiento y fechas de progresión y/o muerte especificados 

en el apartado de variables clínicas. Las variables cualitativas se han resumido mediante 

cálculos de frecuencias absolutas y relativas, expresadas en porcentajes. Para las 

variables cuantitativas se han calculado las medidas de tendencia central (mediana) y la 

dispersión (cuartiles, rango). Antes de iniciar el tratamiento, se obtuvo el RNL y RPL 

dividiendo los recuentos absolutos de neutrófilos y plaquetas, respectivamente, y el 

recuento de linfocitos en el hemograma basal. Las frecuencias y porcentajes de las 

poblaciones celulares se recogen en medianas con rango y cuartiles. 

La evaluación de respuesta se ha realizado de acuerdo con los criterios RECIST 1.1 como 

RC, RP, EE y PE. La TRO se ha definido como la suma de las RC y RP. Se han clasificado a 

los pacientes como respondedores o no respondedores en función de la mejor 

respuesta radiológica que hayan obtenido según criterios RECIST 1.1: 

- Grupo respondedores: RC, RP o EE > 6 meses como mejor respuesta RECIST. 

- Grupo no respondedores: PE o EE < 6 meses como mejor respuesta RECIST. 

 

La SG se ha calculado desde la fecha del primer ciclo de tratamiento con ICIs hasta la 

muerte (evento) o último seguimiento (censurado). La SLP se ha calculado desde la fecha 

del primer ciclo de tratamiento con ICIs hasta la progresión por RECIST 1.1 o muerte por 

cualquier causa (evento) o último seguimiento (censurado). La SG y SLP se han estimado 

con el método de Kaplan-Meier y el log-rank test se ha utilizado para estudiar las 

diferencias. 

6.2.  Análisis de las poblaciones celulares y variables génicas en la 

población de MDSCs 
 

La asociación de la variable independiente (proporción de poblaciones celulares 

inmunes circulantes o nivel de expresión de genes de la vía Notch en MDSCs) con la 

variable dependiente (respuesta por RECIST) se ha analizado usando el test Chi-

cuadrado. Tanto la proporción de poblaciones celulares inmunes circulantes o nivel de 

expresión de genes en MDSCs como la respuesta por RECIST se han definido como 

variables binarias (nivel “high”/”low” en función del punto de corte determinado 

(mediana) y respuesta/no respuesta respectivamente). La comparación de poblaciones 

celulares inmunes o nivel de expresión de genes según el nivel high o low con la SLP y 

SG se ha evaluado con el test de log-rank. 
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Los resultados presentan en tablas que reflejan los resultados globales y los obtenidos 

del sub-análisis realizado según los niveles de MDSCs circulantes estudiados, con el 

objetivo de identificar y describir posibles grupos de pacientes con una mayor asociación 

con los resultados obtenidos con las técnicas de biología molecular. Se ha utilizado el 

modelo de HR proporcionales univariante y multivariante de Cox para estimar el efecto 

de las poblaciones inmunes circulantes o de la expresión de genes Notch y varios 

factores pronóstico clínico-patológicos conocidos en cáncer de pulmón (edad, género, 

ECOG, descriptor M1, expresión de PD-L1 en tumor, RNL, desarrollo de toxicidad 

inmunomediada) sobre la SLP y SG. Se obtuvo el modelo pronóstico final para SLP y SG 

al incorporar al modelo multivariante de Cox sólo aquellas variables que mantuvieron la 

significación estadística en el modelo univariante. El coeficiente de correlación de 

Pearson se ha utilizado para estudiar la asociación entre los niveles de MDSCs totales 

circulantes y la RNL. Se describen HR ajustados con IC del 95% y se ha considerado una 

p <0,05 como significativa. Todos los análisis se han llevado a cabo con el software 

GraphPad Prism 7.0, mediante el cual se obtiene el p-valor para cada gráfica. El análisis 

de regresión logística se ha realizado con el paquete estadístico SPSS 25.0 (SPSS, 

Chicago, IL). 

7. ASPECTOS ÉTICOS 

7.1. Consideraciones Generales 
 

Este estudio se ha conducido de acuerdo con las normas de buena práctica clínica 

(Directiva 2005/28/CE) y la Declaración de Helsinki y sus modificaciones posteriores. La 

recogida y almacenamiento de datos se ha realizado de acuerdo con lo estipulado en la 

Ley Orgánica de Protección de datos de carácter personal (Ley orgánica 3/2018, de 5 de 

diciembre de protección de datos personales y garantía de los derechos digitales) y 

siempre respetando el principio de confidencialidad (todos los datos han sido 

almacenados y analizados tras su anonimización mediante la asignación de un 

identificador único para el estudio). Previo al inicio del estudio se ha obtenido un 

informe favorable de los comités éticos y de investigación de los centros involucrados.  

7.2. Hoja de Información y Formulario de Consentimiento Informado 
 

A cada sujeto que se le ha propuesto participar en el estudio, se le ha entregado 

un documento escrito denominado “Hoja de Información al Paciente”, que contiene 

toda la información relevante y necesaria para el paciente, tal como se presenta en el 

Anexo 1 de este documento. Los investigadores participantes en el estudio han 

informado al sujeto, contestado a sus dudas y preguntas y, de acuerdo con la normativa 

vigente, han obtenido el consentimiento del sujeto o en su defecto, de un tutor legal 
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(Anexo 2). Los sujetos participantes en el estudio han tenido la oportunidad de revocar 

en cualquier momento su consentimiento para la utilización de sus datos en el análisis, 

sin expresión de causa y sin que por ello se derive para ellos responsabilidad ni perjuicio 

alguno. 

7.3. Confidencialidad de los Datos 
 

El contenido del cuaderno de recogida de datos, así como la base de datos donde 

se ha registrado la información son anónimos, y están protegidos de usos no permitidos 

por personas ajenas a la investigación y, por tanto, considerados estrictamente 

confidenciales. Los datos del Investigador y de las muestras del estudio han sido 

introducidos y tratados en un fichero propiedad de GIDO, que se ha tratado conforme a 

lo que dispone la Ley Orgánica 3/2018 de 5 de diciembre de Protección de Datos de 

Carácter Personal y garantía de los derechos digitales y el Reglamento (UE) General de 

Protección de Datos de 2016/679, exclusivamente para el desarrollo y buen fin del 

estudio. En todo momento se ha seguido la normativa española vigente en cuanto a la 

obtención, conservación y almacenamiento de las muestras sanguíneas obtenidas, así 

como el manejo de los datos que se obtengan (Ley 14/2007, de 3 de julio, de 

Investigación Biomédica). 

7.4. Comité Ético de Investigación con medicamentos 

 

El proyecto ha sido evaluado favorablemente por el CEIm del Hospital Arnau de 

Vilanova de Valencia con fecha del 29 de marzo de 2017 (anexo 3) y por el CEIm del 

Hospital La Fe (anexo 4). Así mismo, el estudio fue clasificado por el departamento de 

Medicamentos de Uso Humano de la Agencia Española de Medicamentos y Productos 

Sanitarios (AEMPS) como un Estudio Posautorización de seguimiento prospectivo con 

código IIS-NIV-2017-01 con fecha 3 de marzo de 2017 (anexo 5). Finalmente, con fecha 

de 26 de junio de 2017, obtuvo el informe favorable por parte del Comité Autonómico 

de Estudios Postautorización Observacionales Prospectivos de Medicamentos de la 

Comunidat Valenciana a la Dirección General de Farmacia y Productos Sanitarios (anexo 

6) por no contravenir las directrices establecidas en el artículo 24 del RD 577/2013, de 

26 de julio, del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad por el que se regula 

la farmacovigilancia de medicamentos de uso humano y el artículo 8 de la Resolución de 

16 de junio de 2009, de la Consellería de Sanitat, de regulación de los procedimientos, 

documentación y plazos a observar en la presentación y modificaciones en procesos 

relacionados con los ensayos clínicos y estudios post-autorización observacionales de 

medicamentos en la Comunitat Valenciana. 
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IV. RESULTADOS 

1. CARACTERÍSTICAS BASALES DE LOS PACIENTES 

Se ha seleccionado un grupo homogéneo de 105 pacientes consecutivos 

diagnosticados de CPNMa entre marzo de 2018 y noviembre de 2021 en los que se han 

obtenido muestras de sangre periférica previas al inicio de tratamiento con ICIs 

(nivolumab, pembrolizumab o atezolizumab) tras progresión, al menos, a una línea de 

tratamiento con QT basada en platino.  

 

La mediana de edad de la serie ha sido de 63 años (rango 38-80 años) y 77% fueron 

varones. El 92% de los pacientes tuvieron historia de tabaquismo (activo o exfumadores) 

y el 36% presentaron antecedentes de Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica 

(EPOC) en cualquiera de sus grados. Un 8,6% de los pacientes tuvieron, al menos, un 

antecedente de enfermedad con base autoinmune. Sesenta pacientes (57%) tuvieron 

una histología de adenocarcinoma y 38 (36%) de carcinoma escamoso. El 90% de los 

pacientes disponían de tejido tumoral de archivo, bien de la biopsia del diagnóstico 

(62%) o de la rebiopsia previa al inicio de inmunoterapia (38%), para la determinación 

de la expresión de PD-L1 en célula tumoral por IHQ (Dako clon 22C3). En el 58% de los 

pacientes la expresión de PD-L1 se determinó en la biopsia del tumor primario, en el 

9,5% en adenopatías locorregionales y en el 22% en la biopsia de una lesión metastásica. 

La expresión de PD-L1 fue clasificada de la siguiente manera: PD-L1 <1% (42%), PD-L1 1-

49% (39%), PD-L1 >50% (12%) y PD-L1 no determinado (7%). Dos pacientes presentaron 

una alteración molecular diana: una mutación de EGFR (19Del) y una mutación de BRAF 

V600 respectivamente.  

 

El estadio inicial de los pacientes fue III en el 31% y IV en el 54%, presentado el 58% un 

descriptor M1c y el 32% tres o más localizaciones metastásicas previamente al inicio del 

tratamiento con inmunoterapia. Todos los pacientes recibieron, al menos, un 

tratamiento previo con QT basado en doblete de platino en el contexto de un 

tratamiento neo/adyuvante (11%), concomitante o secuencial con radioterapia (26%) o 

como esquema de 1ª línea de enfermedad avanzada (80%). El 19% de los pacientes 

progresaron en los 3 primeros meses desde el inicio de la QT. El 77% de los pacientes 

recibieron inmunoterapia en el contexto de una 2ª línea de tratamiento con ICIs con 

nivolumab (n = 37), pembrolizumab (n = 18) o atezolizumab (n = 50). Veinte (19%) de los 

105 pacientes tuvieron un ECOG PS 2 y catorce (13%) y veinte (19%) presentaron 

metástasis cerebrales y hepáticas previas al inicio del tratamiento con inmunoterapia 

respectivamente. El 14% requirieron dosis de corticoides orales >10 mg de prednisona 

o equivalente previo al tratamiento con anti-PD1/PD-L1, generalmente en el contexto 

del tratamiento sintomático de metástasis cerebrales. Las características basales de los 

pacientes se resumen en la Tabla 11. 
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Tabla 11. Características basales de los pacientes (N = 105) 

Tabla 11.                                                                                                                                           n = % 

Edad, años (mediana, rango) 63 (38-80) 

Género 

Varones 

Mujeres 

 

81 (77,1%) 

24 (22,9%) 

Hábito tabáquico 

Fumadores activos 

Exfumadores 

No fumadores 

 

44 (41,9%) 

53 (50,5%) 

8 (7,6%) 

Historia familiar de cáncer de pulmón 11 (10,5%) 

Antecedente de neoplasia  

Sincrónica 

Metacrónica 

Ambas 

31 (29,5%) 

7 (6,7%) 

22 (21%) 

2 (1,9%) 

Enfermedad autoinmune 9 (8,6%) 

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC) 

No 

Grado leve 

Grado moderado 

Grado grave 

 

67 (63,8%) 

15 (14,3%) 

16 (15,2%) 

7 (6,7%) 

Enfermedad cardiovascular 27 (25,7%) 

Histología 

Adenocarcinoma 

Escamosa 

Otra 

 

60 (57,1%) 

38 (36,2%) 

7 (6,7%) 

Estadio inicial 

I-II 

III 

IV 

 

15 (14,3%) 

33 (31,4%) 

57 (54,3%) 

Rebiopsia previa a inicio de inmunoterapia 40 (38,1%) 

Tejido en el que se analiza expresión de PD-L1 al diagnóstico 

Tumor primario 

Adenopatía regional (N1-N3) 

Metástasis  

No analizado o desconocido 

 

61 (58,1%) 

10 (9,5%) 

23 (21,9%) 

11 (10,5%) 

Expresión PD-L1 (célula tumoral) 

< 1% 

1-49% 

≥50% 

Desconocida 

 

44 (41,9%) 

41 (39%) 

13 (12,4%) 

7 (6,7%) 

Biomarcadores (mutaciones) 

EGFR 

ALK/ROS1 

BRAF 

 

1/60 (1,6%) 

0/60 (0%) 

1/60 (1,6%) 
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Descriptor M1 previo a inicio de inmunoterapia 

M0 

M1a 

M1b (oligometastásico) 

M1c 

 

8 (7,6%) 

20 (19%) 

16 (15,2%) 

61 (58,1%) 

Nº localizaciones metastásicas previas al inicio inmunoterapia 

0 

1 

2 

≥3 

 

8 (7,6%) 

36 (34,3%) 

27 (25,7%) 

34 (32,4%) 

Carga tumoral basal pre-inmunoterapia, mm (n = 87) 

Media 

Mediana  

Rango 

 

80,29 

65 

(11-222) 

Localizaciones metastásicas previas al inicio inmunoterapia 

Adenopatías no regionales 

Pulmón contralateral 

Hígado 

Hueso 

Cerebro 

Suprarrenal 

Pleura/pericardio 

Partes blandas 

Linfangitis carcinomatosa 

 

21 (20%) 

48 (45,7%) 

20 (19%) 

40 (38,1%) 

14 (13,3%) 

19 (18,1%) 

30 (28,6%) 

9 (8,6%) 

7 (6,7%) 

ECOG PS previo a tratamiento con inmunoterapia 

0 

1 

2 

 

12 (11,4%) 

73 (69,5%) 

20 (19%) 

Tratamiento anti-PD1/PD-L1 

Nivolumab 

Pembrolizumab 

Atezolizumab 

 

37 (35,2%) 

18 (17,1%) 

50 (47,6%) 

Línea de tratamiento anti-PD1/PD-L1 

2ª línea 

≥3ª línea 

 

81 (77,1%) 

24 (22,9%) 

Contexto quimioterapia previa a inumunoterapia 

Neoadyuvancia/adyuvancia 

Quimiorradioterapia concomitante radical 

Quimiorradioterapia secuencial radical 

Quimioterapia paliativa de 1ª línea 

 

12 (11,4%) 

15 (14,3%) 

12 (11,4%) 

84 (80%) 

Tratamiento quimioterapia previo 

Platino-pemetrexed 

Carboplatino-paclitaxel 

Platino-vinorelbina 

Platino-gemcitabina 

Carboplatino-paclitaxel-bevacizumab 

 

42 (40%) 

20 (19%) 

20 (19%) 

15 (14,3%) 

4 (3,8%) 
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Tiempo a la progresión desde inicio de quimioterapia 

≤ 3 meses 

3-6 meses 

6-12 meses 

≥ 12 meses 

Desconocido 

 

20 (19%) 

29 (27,6%) 

36 (34,3%) 

18 (17,1%) 

2 (1,9%) 

Corticoesteroides orales previos al tratamiento con inmunoterapia 

No 

Si (< 10 mg de prednisona o equivalente) 

Sí (> 10 mg de prednisona o equivalente) 

 

82 (78,1%) 

8 (7,6%) 

15 (14,3%) 

Antibióticos previos al tratamiento con inmunoterapia (30 días) n = 97 18 (17,1%) 

 

2. DATOS DE EFICACIA 

La mediana de seguimiento de la serie fue de 11,7 meses (rango intercuartílico 

4,5-22,4 meses). La Tasa de Respuesta Objetiva (TRO) fue del 20%. La tasa de control de 

enfermedad fue del 49,5%, 31 pacientes (29,5%) alcanzaron una estabilización de la 

enfermedad como mejor respuesta a inmunoterapia. Nueve pacientes no fueron 

evaluables por fallecer antes de la primera evaluación de respuesta. El grupo de 

respondedores incluyó a 8 pacientes con RC (7,6%), a 13 pacientes con RP (12,4%) y a 

22 pacientes con EE durante más de 6 meses (20,9%), mientras que, el grupo de no 

respondedores incluyó a 8 pacientes con EE durante menos de 6 meses (7,6%) y a 44 

pacientes con PE como mejor respuesta (41,9%). Un paciente no fue evaluable en esta 

agrupación por fallecer antes de los 6 meses con EE (Tabla 12). La mediana de SLP y SG 

de los 105 pacientes fue de 3 meses (IC 95% 1,1-4,8) y 12,3 meses (IC 95% 10,3-14) 

respectivamente (Figura 21). La tasa de SLP a los 12, 24 y 36 meses fue del 22,3%, 13,2% 

y 12,1% y la tasa de SG a los 12, 24 y 36 meses fue del 49,1%, 23,6% y 14,5% 

respectivamente. La tasa de largos supervivientes fue del 10,2% a los 4 años. En el 

momento del análisis de los datos (2-Agosto-2022), 6 pacientes estaban todavía en 

curso de tratamiento sin evidencia de progresión, 8 pacientes no habían progresado 

pero no continuaban tratamiento con inmunoterapia por toxicidad o por cumplir el plan 

terapéutico pre-establecido (35 ciclos), 2 estaban vivos tras haber progresado a 

inmunoterapia y 89 habían fallecido. 

 

Tabla 12. Grupos en función de respuesta RECIST (N = 95) 

Tabla 12  RC RP EE  

> 6 meses 

EE  

< 6 meses 

PE 

Grupo de respondedores  

(N= 43) 

8/95 13/95 22/95 - - 

Grupo de no respondedores  

(N = 52) 

- - - 8/95 44/95 
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3. ASOCIACIÓN ENTRE VARIABLES CLÍNICAS Y 

SUPERVIVENCIA 

Análisis univariante Kaplan-Meier para SLP y SG 

La tabla 13 muestra los resultados del análisis Kaplan-Meier univariante para 

SLP y SG en función de variables clínicas. La dicotomización de las variables clínicas 

introducidas para el análisis univariante en el modelo fue la siguiente: edad (<63 vs ≥63 

años (mediana) y <70 vs ≥70 años), género (varón vs mujer), presencia de comorbilidad 

como EPOC o enfermedad autoinmune (sí vs no), ECOG-PS previo a inmunoterapia (0-1 

vs 2), tipo histológico (carcinoma escamoso vs no escamoso), descriptor M1 previo al 

inicio de inmunoterapia (M0-M1a-M1b vs M1c), número de localizaciones metastásicas 

(<3 vs ≥3), carga tumoral (< 65 mm vs ≥ 65 mm –mediana-), presencia de metástasis 

cerebrales o hepáticas previas al inicio de inmunoterapia (sí vs no), estadio inicial 

(estadio I-II-III vs IV), expresión de PD-L1 (<1% vs ≥1% y <50% vs ≥50%), tiempo a la 

progresión desde el inicio de la QT de 1ª línea (<3 meses vs ≥3 meses), línea de 

tratamiento de inmunoterapia (2ª línea vs ≥3ª línea), respuesta objetiva a 

inmunoterapia (RC o RP vs EE o PE), tipo de respuesta (respondedor vs no respondedor), 

necesidad de corticoides orales >10 mg de prednisona o equivalente o de antibióticos 

previos a inicio de inmunoterapia (sí vs no), desarrollo de toxicidad inmunomediada de 

cualquier grado o grado 3/4 con el tratamiento (sí vs no) y RNL en función de punto de 

corte del valor de la mediana (<4 vs ≥4). 

Figura 21. SLP y SG del total de la serie de pacientes (n=105) 
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El análisis univariante para SLP mostró una mayor SLP para aquellos pacientes 

con ECOG-PS 0-1 (p=0,005), descriptor M0-M1a-M1b (p=0,012), carga tumoral <65 mm 

(p=0,043), PD-L1 ≥50% (p<0,0001), tiempo a la progresión desde el inicio de 

quimioterapia de 1ª línea >3 meses (p=0,023) y presencia de toxicidad inmunomediada 

(p <0,0001) de forma estadísticamente significativa (Tabla 13).  

El análisis univariante para SG objetivó una mayor SG para aquellos pacientes 

con ECOG-PS 0-1 (p <0,0001), descriptor M0-M1a-M1b (p=0,014), carga tumoral <65 

mm (p=0,006), expresión de PD-L1 ≥50% (p=0,001), tiempo a la progresión desde el 

inicio de QT de 1º línea ≥3 meses (p=0,011), respuesta objetiva (RC o RP; p<0,0001) o 

paciente respondedor (RC-RP-EE >6 meses; p<0,0001), ausencia de toma de antibióticos 

previo a inmunoterapia (p=0,04), desarrollo de toxicidad inmunomediada de cualquier 

grado (p<0,0001) y RNL <4 (p=0,028) de forma estadísticamente significativa (Tabla 13).  

Tabla 13. Asociación entre variables clínicas y resultados de supervivencia 

Variables clínicas mSLP mSG 

Edad mediana  

(< 63 vs ≥ 63) 

Edad 70 años  

(< 70 vs ≥ 70) 

2,99 vs 2,89 meses 

p=0,556 

2,59 vs 5,94 meses 

p=0,368 

12,68 vs 11,72 meses 

p=0,264 

12,68 vs 10,84 meses 

p=0,316 

Género  

(varón vs mujer) 

2,76 vs 4,56 meses 

p=0,515 

12,15 vs 11,82 meses 

p=0,319 

Enfermedad autoinmune  

(sí vs no) 

4,83 vs 2,89 meses 

p=0,313 

5,65 vs 12,15 meses 

p=0,532 

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (sí vs 

no) 

2,99 vs 2,89 meses 

p=0,862 

11,66 vs 12,64 meses 

p=0,66 

ECOG-PS  

(0-1 vs 2) 

4,83 vs 1,87 meses 

p=0,005 

HR 2,06 (1,23-3,45) 

p=0,006 

13,53 vs 2,89 meses 

p<0,0001 

HR 3,31 (1,95-5,6) 

p<0,0001 

Histología  

(escamosa vs no escamosa) 

5,32 vs 2,72 meses 

p=0,378 

10,87 vs 12,64 meses 

p=0,8 

Descriptor M  

(M0-M1a-M1b vs M1c) 

6,4 vs 2,56 meses 

p=0,012 

HR 1,71 (1,11-2,63) 

p=0,014 

14,78 vs 9,79 meses 

p=0,014 

HR 1,7 (1,1-2,61) 

p=0,016 

Localizaciones M1  

(< 3 vs ≥ 3) 

4,83 vs 2 meses 

p=0,068 

12,68 vs 6,14 meses 

p=0,067 

Carga tumoral  

(< 65 vs ≥ 65 mm) 

N=87 

6,4 vs 2,79 meses 

p=0,043 

HR 1,59 (1,009-2,51) 

p=0,046 

14,91 vs 9,88 meses 

p=0,006 

HR 1,89 (1,18-3,01) 

p=0,007 

Estadio inicial  

(I-II-III vs IV) 

 

4,6 vs 2,59 meses 

p=0,239 

11,82 vs 12,15 meses 

p=0,649 
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Expresión PD-L1  

(< 1% vs ≥ 1%) 

N=98 

 

Expresión PD-L1  

(< 50% vs ≥ 50%) 

2,07 vs 5,02 meses 

p=0,137 

 

2,56 vs NR meses 

p<0,0001 

HR 0,19 (0,07-0,49) 

p<0,0001 

10,67 vs 14,91 meses 

p=0,09 

 

10,87 vs NR meses 

p=0,001 

HR 0,24 (0,09-0,6) 

p=0,002 

Línea inmunoterapia  

(2ª línea vs ≥3ª línea) 

2,76 vs 4,07 meses 

p=0,336 

11,72 vs 12,68 meses 

p=0,546 

Tiempo a la progresión tras 1ª línea QT  

(≥ 3 meses vs < 3 meses) 

4,6 vs 2,03 meses 

p=0,023 

HR 1,82 (1,07-3,1) 

p=0,026 

12,68 vs 4,6 mese 

p=0,011 

HR 1,95 (1,15-3,31) 

p=0,013 

Metástasis cerebrales  

(sí vs no) 

2,03 vs 3,94 meses 

p=0,666 

7,65 vs 12,28 meses 

p=0,618 

Metástasis hepáticas  

(sí vs no) 

2,49 vs 4,07 meses 

p=0,231 

7,65 vs 12,28 meses 

p=0,178 

Respuesta objetiva  

(RC o RP vs EE o PE) 

 

- 

NR vs 10,87 meses 

p<0,0001 

HR 7,28 (3,28-16,13) 

p<0,0001 

Tipo de respuesta  

(respondedor vs no respondedor) 

 

- 

24,67 vs 7,22 meses 

p<0,0001 

HR 4,11 (2,53-6,67) 

p<0,0001 

Corticoides pre-inmuno  

(no o < 10 mg prednisona vs ≥ 10 mg prednisona) 

3,94 vs 2,26 meses 

p=0,499 

12,35 vs 3,02 meses 

p=0,102 

Antibióticos preinmuno  

(sí vs no) 

1,84 vs 4,56 meses 

p=0,085 

8,67 vs 13,5 meses 

p=0,04 

HR 1,74 (1,01-3,00) 

p=0,043 

Toxicidad inmunomediada  

(no vs sí) 

 

 

No toxicidad o G1 vs ≥G2 

 

 

 

Toxicidad grado 3-4 

(si vs no) 

2,13 vs 9,56 meses 

p<0,0001 

HR 0,33 (0,21-0,53) 

p<0,0001 

2,59 vs 10,11 meses 

p<0,0001 

HR 0,36 (0,22-0,61) 

p<0,0001 

7,19 vs 4,07 meses 

p=0,892 

 

9,88 vs 20,27 meses 

p<0,0001 

HR 0,34 (0,21-0,55) 

p<0,0001 

10,84 vs 20,83 meses 

p<0,0001 

HR 0,37 (0,22-0,62) 

p<0,0001 

17,84 vs 12,68 meses 

p=0,616 

RNL mediana  

(< 4,07 vs ≥ 4,07) 

5,97 vs 2,13 meses 

p=0,136 

14,55 vs 8,67 meses 

p=0,028 

HR 1,58 (1,04-2,41) 

p=0,03 
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4. RESULTADOS DEL ANÁLISIS DE LAS POBLACIONES 

CELULARES INMUNES 

Se llevaron a cabo análisis de las poblaciones celulares circulantes en 14 Healthy 

Donors (HD). La mediana del porcentaje de MDSCs totales para 14 HD fue de 1,97% y 

para Treg fue de 0,79%. La mediana de MDSCs totales con respecto a las PBMCs de 

nuestra serie fue del 6,6% (rango 0,5-39,8%) siendo la subpoblación predominante las 

PMN-MDSCs (mediana 3,09%; rango 0,02-38,39%). La mediana de MDSCs totales fue 

significativamente mayor en los pacientes con CPNM con respecto a los HD, tanto en la 

población M0 (p=0,015) como M1 (p=0,001) (Figura 22). La población de linfocitos Treg 

supuso un 1,15% (mediana) respecto a la celularidad total (rango 0,05-4,2%) (Tabla 14, 

Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 14. Proporciones de poblaciones celulares inmunes circulantes basales 

Población celular Mediana Mínimo Máximo Desviación 

estándar 

Coeficiente de 

variación 

Monocitos 12,07 2,22 50,74 9,14 63,3% 

MDSCs totales 6,64 0,54 39,84 7,39 83,3% 

   PMN-MDSCs 3,09 0,02 38,39 6,65 125,5% 

   M-MDSCs 1,48 0,06 10,33 1,82 91,6% 

   e-MDSCs 1,24 0,06 7,02 1,24 80,1% 

Linfocitos CD4+ 24,18 0,04 53,95 11,73 47,4% 

Linfocitos CD8+ 17,56 0,05 46,75 9,44 51,2% 

Linfocitos Treg  1,15 0,05 4,2 0,79 60% 

Células NK 7,75 0,05 30,08 6,18 69,4% 

Células NK-T 1,3 0,01 25,51 5,68 164,9% 

Figura 22. Proporción de MDSCs totales en HD y pacientes con CPNM M0 y M1 
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Figura 23. Proporciones de poblaciones celulares inmunes circulantes basales 
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4.1. Asociación entre poblaciones celulares circulantes y respuesta 

No se encontraron diferencias en la proporción de MDSCs totales y 

subpoblaciones basales entre el grupo de respondedores y el grupo de no 

respondedores a inmunoterapia (Test Chi-cuadrado, p=NS). No se encontraron 

diferencias en la proporción basal de otras poblaciones celulares circulantes (linfocitos 

T CD4+, CD8+, Treg, monocitos, células NK y NKT) entre el grupo de respondedores y el 

grupo de no respondedores a inmunoterapia (Test Chi-cuadrado, p=NS). 

4.2. Asociación entre poblaciones celulares mieloides circulantes y 

supervivencia 

La tabla 15 muestra los resultados del análisis Kaplan-Meier univariante para 

SLP y SG en función de las poblaciones inmunes circulantes basales. La proporción de 

las diferentes poblaciones celulares (MDSCs totales, PMN-MDSCs, M-MDSCs, e-MDSCs, 

monocitos, Treg, CD4+, CD8+, NK y NT-K) está dicotomizada en función del punto de 

corte del valor de la mediana del porcentaje de células respecto a la celularidad total 

(“high” vs “low”, alto vs bajo).  

En el análisis de las poblaciones celulares mieloides (MDSC totales y subpoblaciones), 

no encontramos diferencias estadísticamente significativas en las medianas de SLP 

(mSLP) en los pacientes con unos niveles basales totales de MDSCs “high” vs “low”. Sin 

embargo, sí que observamos una mayor mediana de SG (mSG) en el análisis con test log-

rank en los pacientes con una proporción basal de MDSCs totales y PMN-MDSCs “low” 

respecto al grupo de MDSCs totales y PMN-MDSCs “high” (MDSCs totales: 14,8 vs 9,6 

meses; p=0,01) (Figura 24) y PMN-MDSCs: 14,2 vs 10,7 meses; p=0,04) (Figura 25). No 

encontramos diferencias en las mSG en el resto de subpoblaciones de células mieloides 

basales (monocitos, M-MDSCs y e-MDSCs). 

 

Figura 24. Curvas de SLP y SG en función del % de MDSCs totales circulantes basales 

MDSCl: Proporción MDSCs totales low. MDSCh: Proporción MDSCs totales high. 
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Figura 25. Curvas Kaplan-Meier de SLP y SG en función del porcentaje absoluto de PMN-

MDSCs totales circulantes basales 

PMN-MDSCl: Proporción PMN-MDSCs low. PMN-MDSCh: Proporción PMN-MDSCs high. 

 

4.3. Asociación entre poblaciones celulares linfoides circulantes y 

supervivencia 
 
En el análisis de las poblaciones celulares linfoides (linfocitos T CD4+, CD8+, 

Treg, NK y NK-T), no encontramos diferencias estadísticamente significativas en las 

mSLP en los pacientes con unos niveles basales totales “high” vs “low”. Sin embargo, sí 

que observamos una mayor mSG en el análisis con test log-rank en los pacientes con 

una proporción basal de Treg “high” respecto al grupo de Treg “low” (14,8 vs 9,8 meses; 

p=0,02) (Figura 26). No encontramos diferencias en las mSG en el resto de poblaciones 

de células linfoides basales (CD4+, CD8+, NK y NK-T) (Tabla 15). 

 

 
Figura 26. Curvas de SLP y SG en función del porcentaje de Treg circulantes 

(%Tregl: Proporción Treg low. %Tregh: Proporción Treg high) 
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Tabla 15. Análisis univariante para SLP y SG de las poblaciones celulares inmunes (N=105) 

Poblaciones celulares circulantes basales  mSLP mSG 

MDSCs totales  

(L: <6,6% vs H: ≥6,6%) 

4,56 vs 2,49 meses 

p=0,119 

14,78 vs 9,59 meses 

p=0,012 

HR 1,71 (1,12-2,62) 

p=0,013 

PMN-MDSCs respecto a PBMCs 

(L: < 3% vs H: ≥ 3%) 

3,25 vs 2,89 meses 

p=0,333 

14,22 vs 10,67 meses 

p=0,041 

HR 1,55 (1,01-2,37) 

p=0,043 

e-MDSCs respecto a PBMCs 

(L: <1,2% vs H: ≥1,2%) 

2,56 vs 4,6 meses 

p=0,603 

10,21 vs 12,35 meses 

p=0,76 

 

M-MDSCs respecto a PMBCs 

(L: < 1,5% vs H: ≥ 1,5%) 

3,94 vs 2,56 meses 

p=0,252 

12,35 vs 10,84 meses 

p=0,227 

 

Treg respecto a celularidad total 

(L: < 1,1% vs H: ≥ 1,1%) 

N=97 

2,56 vs 5,97 meses 

p=0,228 

9,79 vs 14,78 meses 

p=0,025 

HR 0,60 (0,38-0,94) 

p=0,027 

NK  

(L: < 7,7% vs H: ≥ 7,7%) 

N=103 

 

2,89 vs 3,25 meses 

p=0,437 

 

11,82 vs 12,35 meses 

p=0,42 

CD4+ 

(L: < 24,2% vs H: ≥ 24,2%) 

N=98 

 

2,79 vs 5,94 meses 

p=0,746 

 

11,66 vs 14,78 meses 

p=0,274 

CD8+ 

(L: <17,6% vs H: ≥ 17,6%) 

N=103 

2,13 vs 4,6 meses 

p=0,291 

10,67 vs 12,68 meses 

p=0,319 

Monocitos  

(L: <12% vs H: ≥ 12%) 

2,76 vs 4,56 meses 

p=0,783 

12,64 vs 11,72 meses 

p=0,302 

 

4.4. Análisis multivariante regresión de COX 
 

En el análisis multivariante de Cox se confirmó que las únicas variables clínicas 

que mantenían significación estadística de forma independiente para una mayor SLP 

fueron el desarrollo toxicidad inmunomediada de cualquier grado comparado con la no 

aparición de toxicidad (HR 0,36; p<0,0001) y la expresión de PD-L1 TPS ≥50% (HR 0,25; 

p=0,009), mientras que, el descriptor M1c frente a M0-M1a-M1b se asoció de una forma 

independiente a una menor SLP (HR 1,84; p=0,015) (Tabla 16). 
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En el análisis multivariante de Cox para SG se incluyeron en el modelo las 

variables clínicas y citométricas en las que encontramos diferencias estadísticamente 

significativas en SG en el análisis univariante. Los únicos factores que mantienen la 

significación estadística de forma independiente para una menor SG fueron el tipo de 

respuesta (no respondedor vs respondedor: HR 6,41; p<0,0001), ECOG (2 vs 0-1: HR 

6,08; p<0,0001), el descriptor M1 previo a inmunoterapia (M1c vs M0-M1a-M1b: HR 

3,04; p=0,001), el RNL (≥4 vs <4: HR 3,35; p < 0,01) y las MDSCs totales circulantes 

basales (≥6,3% vs <6,3%: HR 2,18; p=0,015) (Tabla 17). 

 

Tabla 16. Resumen análisis multivariante de Cox para SLP de variables clínicas y citométricas 

Factor  Comparación Hazard 

Ratio 

IC 95% p valor 

Toxicidad inmunorelacionada Sí vs No 0,36 0,21-0,60 <0,0001 

Expresión PD-L1 <50% vs ≥50% 0,25 0,08-0,70 0,009 

Descriptor M1 M0-M1a-M1b vs M1c 1,84 1,12-3,02 0,025 

ECOG 0-1 vs 2   p=0,322 

Tiempo a la progresión desde 

inicio QT 1ª línea 

< 3 vs ≥ 3 meses   p=0,169 

 

 

Tabla 17. Resumen análisis multivariante de Cox para SG de variables clínicas y citométricas 

Factor Comparación Hazard 

Ratio 

IC 95% p valor 

Tipo de respuesta Respondedor vs No 

respondedor 

6,41 3,36-12,21 <0,0001 

ECOG 0-1 vs 2 6,08 2,20-16,75 <0,0001 

Descriptor M1 previo a 

inmunoterapia 

M0-M1a-M1b vs M1c 3,04 1,59-5,81 0,001 

RNL ≤ 4 vs > 4 

(punto corte mediana) 

2,35 1,22-4,51 0,01 

MDSC totales High vs low 2,18 1,16-4,12 0,015 

Antibióticos preinmuno Sí vs No   0,219 

Toxicidad inmunorelacionada Sí vs No   0,247 

Expresión PD-L1 <50% vs ≥50%   0,051 

PMN-MDSCs basales High vs low   0,645 

Treg basales High vs low   0,492 

Tiempo a la progresión desde 

inicio QT 1ª línea 

≤ 3 meses vs > 3 meses   0,598 

Carga tumoral < 65 mm vs ≥ 65 mm   0,098 
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4.5. Asociación entre MDSCs y RNL 

Se disponía del recuento de neutrófilos y linfocitos totales para el cálculo de la 

RNL previa al inicio de inmunoterapia de los 105 pacientes de nuestra serie. La mediana 

de RNL fue de 4,07 (rango 1,07-31,09). No encontramos diferencias en las mSLP en 

función de RNL basal. Sin embargo, en el análisis univariante de supervivencia se 

objetivó que los pacientes con RNL por encima del punto de corte de la mediana (≥4) 

presentaron una mSG inferior al grupo de pacientes con RNL <4 de forma 

estadísticamente significativa (HR 1,58; p=0,03) (Figura 27). 

 

 

 
Figura 27. Curvas de supervivencia que muestran el impacto en SLP y SG de RNL basal 

dicotomizado por el punto de corte de la mediana 

(NLRl: Ratio Neutrófio/Linfocito low. NLRh: Ratio Neutrófilo/Linfocito high). 

 

 

PMN-MDSCs constituyen la subpoblación mayoritaria de MDSCs en pacientes con 

CPNMa, podemos observar, una correlación fuerte entre ambas poblaciones celulares 

en nuestra serie (r de Pearson = 0,88 [IC 95% 0,83-0,92]; p<0,0001). Tanto la proporción 

de MDSC totales (r de Pearson = 0,39 [IC 95% 0,21-0,54]; p<0,0001) como de PMN-MDSC 

basales circulantes (r de Pearson = 0,38 [IC 95% 0,20-0,53]; p<0,0001) presentaron una 

correlación directa con el RNL (Figura 28). Los pacientes con una proporción “low” de 

MDSCs totales tuvieron también valores “low” de RNL (p=0,0007) y RPL (p=0,01), de esta 

manera, el 64% de los pacientes con una proporción de MDSCs “low” tuvieron también 

unos niveles bajos de RNL y RPL (Chi-cuadrado; p=0,02) (Figura 29).  
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Si combinamos estas variables (RNL y RPL) con la proporción de MDSCs totales 

mejoramos considerablemente la capacidad predictiva de supervivencia tras 

inmunoterapia como podemos observar en la figura 30. De esta forma, los pacientes 

con unos niveles “low” de MDSCs, RNL y RPL alcanzaron mSLP y mSG mayores que 

aquellos pacientes con niveles “high” para las tres variables (mSLP: 8,9 vs 2,2 meses; 

p=0,02 y mSG: 20,3 vs 7,2 meses; p=0,0008). Además, agrupando las tres variables 

podemos identificar a los pacientes con mayor probabilidad de presentar una 

supervivencia prolongada tras inmunoterapia, así, el 83% de los pacientes MDSCs, RNL 

y RPL “low” tuvieron una supervivencia superior a 2 años, mientras que, el 82% de los 

pacientes con niveles “high” de las 3 variables fallecieron en los 3 primeros meses (Chi-

cuadrado; p=0,003) (Figura 31). 

 

 
Figura 28. Correlación entre MDSCs y subpoblaciones con RNL/RPL 
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Figura 29. Correlación entre proporción de MDSCs high/low y RNL/RPL high/low 
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Figura 30. Curvas de SLP y SG en función de proporción de MDSCs y RNL/RPL high vs low 

Figura 31. Correlación entre niveles de MDSCs, RNL y RPL high vs low con probabilidad de larga 
supervivencia (>24 meses) y muerte precoz (<3 meses) 
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5. RESULTADOS ANÁLISIS DE VARIABLES GÉNICAS EN MDSCs 

Se llevó a cabo un análisis de transcriptómica en las MDSCs circulantes aisladas 

de 14 HD y de 100 pacientes con CPNMa tratados con ICIs. En la tabla 18 se resumen las 

medianas de expresión y rangos de los genes de la vía Notch, PD-L1, ARG1 e IDO1 

analizados en las MDSCs aisladas de los pacientes de nuestra serie. No encontramos 

diferencias estadísticamente significativas entre las medianas de expresión de genes de 

la vía Notch en MDSCs en los pacientes con CPNMa con respecto a HD (Figura 32).  

 

Tabla 18. Medianas de expresión de genes vía Notch, PD-L1, ARG1 e IDO1 en MDSCs 

Gen vía Notch  Mediana Rango 

NOTCH1  1,13 <0,0001-7,19 

NOTCH2  1,32 0,07-19,65 

JAG1  1,31 0,38-19,04 

JAG2  0,42 0,008-5,57 

HES1  1,03 0,74-46,09 

HEY1  1,22 0,07-10,94 

PD-L1  1,39 0,021-14,97 

ARG1  2,07 0,03-14,95 

IDO1  0,44 0,006-11,10 

 

 

 

 

 
Figura 32. Expresión de genes Notch en MDSCs en HD y pacientes con CPNMa 
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5.1. Asociación entre expresión de genes en MDSCs y respuesta 

No se encontraron diferencias significativas entre el grupo de respondedores y 

el grupo de no respondedores a inmunoterapia, ni en los genes de la vía Notch (Test Chi-

cuadrado, p=NS) (Figura 33), ni en la expresión de PD-L1, ARG1 e IDO1 en MDSCs 

circulantes basales (Test Chi-cuadrado, p=NS) (Figura 34). 

 

 
 

Figura 33. Correlación entre expresión de genes vía Notch en MDSCs y respuesta 

 

 
 

Figura 34. Correlación entre expresión de PD-L1 e IDO1 en MDSCs y respuesta 
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5.2. Asociación entre expresión de genes en MDSCs y supervivencia 

La tabla 19 muestra los resultados del análisis Kaplan-Meier univariante para 

SLP y SG en función de la expresión de genes de la vía Notch en MDSCs circulantes 

previas al inicio del tratamiento. La expresión de los diferentes genes de la vía Notch 

(NOTCH1-2, JAG1-2, HES1, HEY1) está dicotomizada en función del punto de corte del 

valor de la mediana (“high” vs “low”).  

En el análisis de expresión de genes en función de las mSLP, encontramos diferencias 

estadísticamente significativas en los pacientes con unos niveles de expresión de JAG1 

y HES1 en MDSCs “high” vs “low”. De esta manera, observamos una mayor mSLP en el 

análisis con test log-rank en los pacientes con un nivel de expresión de JAG1 y HES1 en 

MDSCs “low” respecto al grupo con un nivel de expresión “high” (JAG1: 4,56 vs 2,9 

meses; p=0,03 y HES1: 5 vs 2,2 meses; p=0,004) (Figura 35). No encontramos diferencias 

significativas en las mSLP en la expresión del resto de genes. 

 

En el análisis de expresión de genes en función de las mSG, encontramos 

diferencias estadísticamente significativas en los pacientes con unos niveles de 

expresión de NOTCH1, PD-L1 y HES1 en MDSCs “high” vs “low”. De esta manera, 

observamos una mayor mSG en los pacientes con un nivel de expresión de NOTCH1 y 

PD-L1 en MDSCs “low” respecto al grupo con un nivel de expresión “high” (NOTCH1: 

13,8 vs 11,8 meses; p=0,04 y PD-L1: 15,4 vs 11,7 meses; p=0,01) (Figura 36). Por su parte, 

los pacientes con un nivel de expresión de IDO1 en MDSCs “high” presentaron una 

mayor mSG respecto al grupo con un nivel de expresión “low” (14,2 vs 7 meses; p=0,05) 

(Figura 37). No encontramos diferencias en las mSG en la expresión del resto de genes 

analizados. 

 

  
Figura 35. Curvas de SLP en función de expresión de JAG1 y HES1 en MDSCs 
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Figura 36. Curvas de SG en función de expresión de NOTCH1 y PD-L1 en MDSCs 

 

 

 

 
Figura 37. Curvas de SG en función del nivel de expresión de IDO1 en MDSCs 
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Tabla 19. Análisis univariante Kaplan-Meier para SLP y SG 

Gen vía Notch en MDSCs mSLP mSG 

Expresión NOTCH1  

(L: <1,13 vs H: ≥1,13) 

5,02 vs 2,76 meses 

p=0,273 

13,86 vs 11,82 meses 

p=0,047 

HR 1,56 (1,00-2,43) 

p=0,048 

Expresión NOTCH2 

(L: <1,32 vs H: ≥1,32) 

3,25 vs 2,79 meses 

p=0,870 

10,84 vs 13,53 meses 

p=0,749 

Expresión JAG1 

(L: <1,31 vs H: ≥1,31) 

4,56 vs 2,89 meses 

p=0,03 

HR 1,61 (1,04-2,49) 

p=0,032 

12,35 vs 12,64 meses 

p=0,094 

 

Expresión JAG2  

(L: <0,42 vs H: ≥0,42) 

2,89 vs 4,07 meses 

p=0,961 

12,74 vs 12,15 meses 

p=0,701 

Expresión HES1  

(L: <1,03 vs H: ≥1,03) 

 

5,02 vs 2,23 meses 

p=0,004 

HR 1,85 (1,2-2,86) 

p=0,005 

12,74 vs 9,88 meses 

p=0,217 

Expresión HEY1 

(L: <1,22 vs H: ≥1,22) 

4,56 vs 2,23 meses 

p=0,348 

11,82 vs 12,74 meses 

p=0,831 

Expresión PD-L1  

(L: <1,39 vs H: ≥1,39) 

3,94 vs 2,76 meses 

p=0,202 

 

15,37 vs 11,72 meses 

p=0,015 

HR 1,71 (1,10-2,65) 

p=0,017 

Expresión ARG1  

(L: <2,07 vs H: ≥2,07) 

5,97 vs 2,23 meses 

p=0,067 

13,50 vs 11,66 meses 

p=0,231 

Expresión IDO1 

(L: <0,44 vs H: ≥0,44) 

 

2,49 vs 3,94 meses 

p=0,461 

7,06 vs 14,22 meses 

p=0,056 

HR 0,65 (0,4-1,01) 

p=0,056 

 

 

5.3. Combinación de genes de la vía Notch en MDSCs y supervivencia 

 

Si combinamos la expresión de diferentes genes de la vía Notch en MDSCs 

podemos mejorar la capacidad predictiva de SLP y SG tras inmunoterapia tal y como 

observamos en las figuras 38A, 38B, 38C y 38B.  
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Figura 38. Combinación de expresión entre diferentes genes vía Notch y SLP/SG 
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5.4. Evolución dinámica expresión de JAG1 en MDSCs y supervivencia 
 
Determinamos los niveles de expresión de JAG1 en MDSCs circulantes previo al 

inicio del tratamiento con ICIs (basal) y en el momento de la primera evaluación de 

respuesta (E1) en 19 pacientes con CPNMa en los que disponíamos de datos completos 

y analizamos si existían diferencias en SLP y SG según unos niveles de expresión “high” 

o “low” en ambos momentos. De esta manera, la mSLP y la mSG de los pacientes que 

mantenían una alta expresión de JAG1 en MDSC tanto en el momento basal como en E1 

fueron menores que aquellos que mantenían una baja expresión de forma 

estadísticamente significativa (p=0,01 y p=0,02, respectivamente) (Figura 39). 

 

 

 
Figura 39. Curvas de SLP y SG en función de expresión de JAG1 en MDSCs en basal y E1 
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En el análisis multivariante de Cox para SG los únicos factores que mantienen la 

significación estadística de forma independiente para una menor SG fueron el tipo de 

respuesta (no respondedor vs respondedor: HR 4,38; p<0,0001), el ECOG (2 vs 0-1: HR 

3,7; p=0,003), el descriptor M1 previo a inmunoterapia (M1c vs M0-M1a-M1b: HR 2,46; 

p=0,002) y un nivel de expresión alto de PD-L1 en MDSCs circulantes (High vs low: HR 

2,25; p=0,004), mientras que, una alta expresión de IDO1 en MDSCs (High vs low: HR 

0,45; p=0,006) y el desarrollo de toxicidad inmunomediada (sí vs no: HR 0,49; p=0,03) se 

asoció de forma independiente con una mayor mSG (Tabla 21). 

 

 

Tabla 20. Resumen análisis multivariante del modelo de Cox para SLP 

Factor Comparación Hazard 

Ratio 

IC 95% p valor 

Toxicidad inmunorelacionada Sí vs No 0,34 0,20-0,58 <0,0001 

Expresión PD-L1 <50% vs ≥50% 0,19 0,05-0,63 0,007 

Expresión JAG1 High vs Low 1,72 1,04-2,85 0,035 

Expresión HES1 High vs low   0,264 

ECOG 0-1 vs 2   0,22 

Descriptor M1 M0-M1a-M1b vs M1c   0,054 

Tiempo a la progresión desde 

inicio QT 1ª línea 

≤3 meses vs >3 meses   0,078 

 

 

Tabla 21. Resumen análisis multivariante del modelo de Cox para SG 

Factor Comparación Hazard 

Ratio 

IC 95% p valor 

Tipo de respuesta Respondedor vs No 

respondedor 

4,38 2,24-8,56 <0,0001 

ECOG 0-1 vs 2 3,7 1,57-8,72 0,003 

Descriptor M1 previo a 

inmunoterapia 

M0-M1a-M1b vs M1c 2,46 1,4-4,31 0,002 

Expresión PD-L1 High vs low 2,25 1,3-3,89 0,004 

Expresión IDO1 High vs low 0,45 0,26-0,79 0,006 

Toxicidad inmunorelacionada Sí vs No 0,49 0,26-0,94 0,032 

Expresión PD-L1 <50% vs ≥50%   0,077 

Expresión NOTCH1 High vs low   0,574 

Tiempo a la progresión desde 

inicio QT 1ª línea 

≤3 meses vs >3 meses   0,686 
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5.6. Análisis multivariente de COX conjunto: 

Variables clínicas, citométricas y transcriptómicas 
 

Llevamos a cabo un análisis multivariante de Cox para SG en aquellos pacientes 

en los que disponíamos de datos completos de variables clínicas, citométricas y 

transcriptómicas (n=100). Los únicos factores que mantienen la significación estadística 

de forma independiente para una menor SG fueron el tipo de respuesta (no 

respondedor vs respondedor: HR 4,7; p<0,0001), el descriptor M1 previo a 

inmunoterapia (M1c vs M0-M1a-M1b: HR 3; p<0,0001), un nivel de expresión alto de 

PD-L1 en MDSCs circulantes (High vs low: HR 2,8; p=0,001), el ECOG (2 vs 0-1: HR 2,62; 

p=0,04), una proporción alta de MDSCs totales (High vs low: HR 2; p=0,02), mientras 

que, una alta expresión de IDO1 en MDSCs (High vs low: HR 0,52; p=0,02) y el desarrollo 

de toxicidad inmunomediada (sí vs no: HR 0,39; p=0,009) se asoció de forma 

independiente con una mayor mSG (Tabla 22). 

 

 

Tabla 22. Resumen análisis multivariante conjunto del modelo de Cox para SG 

Factor Comparación Hazard 

ratio 

IC 95% p valor 

Tipo de respuesta Respondedor vs No 

respondedor 

4,70 2,36-9,34 <0,0001 

Descriptor M1 previo a 

inmunoterapia 

M0-M1a-M1b vs M1c 3,03 1,66-5,55 <0,0001 

Expresión PD-L1 High vs low 2,79 1,50-5,20 0,001 

ECOG 0-1 vs 2 2,62 1,03-6,63 0,042 

MDSCs totales basales High vs low 2,06 1,10-3,85 0,023 

Expresión IDO1 High vs low 0,52 0,29-0,93 0,028 

Toxicidad inmunorelacionada Sí vs No 0,39 0,20-0,79 0,009 

Expresión PD-L1 <50% vs ≥50%   0,184 

Expresión NOTCH1 High vs low   0,460 

Tiempo a la progresión desde 

inicio QT 1ª línea 

≤3 meses vs >3 meses   0,708 
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5.7. Correlación entre genes de la vía Notch, PD-L1, ARG1 e IDO1 en 

MDSCs 

En la figura 40 se resumen los coeficientes de correlación r de Pearson con su 

nivel de significación (p-valor) entre los niveles de expresión de los diferentes genes de 

la vía Notch, PD-L1, ARG1 e IDO1 en MDSCs circulantes aisladas de los pacientes (n=100). 

 

 

 

Figura 40. Correlación entre los niveles de expresión de genes vía Notch en MDSCs 
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6. RESULTADOS DEL ANÁLISIS DE LAS VARIABLES GÉNICAS EN 

TEJIDO 

Llevamos a cabo un análisis de transcriptómica en genes de la vía Notch, PD-L1, 

ARG1 e IDO1 en muestras de biopsias de tejido tumoral parafinado obtenidas previas al 

tratamiento con ICIs en un total de 25 pacientes con CPNMa.  

 

6.1. Asociación entre expresión de genes en tejido y respuesta 

Encontramos una correlación entre una alta expresión de JAG1, HES1 e IDO1 en 

tejido tumoral parafinado y ausencia de respuesta a inmunoterapia (Test Chi-cuadrado, 

JAG1: p=0,01; HES1: p=0,02; IDO1: p=0,04) (Figura 41). No encontramos diferencias en 

la expresión del resto de genes en biopsias tumorales entre el grupo de respondedores 

y el grupo de no respondedores a inmunoterapia (Test Chi-cuadrado, p=NS). 

 

 

 
Figura 41. Correlación entre expresión de genes vía Notch e IDO1 en tejido y respuesta 
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V. DISCUSIÓN 

1. ANÁLISIS DE POBLACIONES CELULARES CIRCULANTES 

Durante las últimas dos décadas, la inmunoterapia en diferentes modalidades se 

ha incorporado en el arsenal terapéutico de los pacientes con CPNM alcanzado 

respuestas profundas y duraderas en algunos casos. Sin embargo, muchos pacientes 

presentan una resistencia, tanto primaria como adquirida, a estos tratamientos lo que 

limita enormemente su eficacia. Dadas las limitaciones de los principales biomarcadores 

predictivos de respuesta a terapia anti-PD1/PD-L1 de los que disponemos en la 

actualidad (expresión de PD-L1 y TMB), existe un gran interés en la investigación pre-

clínica y clínica en identificar marcadores inmunológicos en sangre periférica. En este 

sentido, se han publicado diferentes trabajos que evalúan la capacidad predictiva de 

respuesta a ICIs en CPNMa de distintas poblaciones celulares inmunes circulantes, así 

como, diferentes ratios entre estas poblaciones, entre los que cabe destacar el RNL (251). 

Las células inmunosupresoras, tales como las MDSCs y Treg, interfieren en múltiples 

puntos de la respuesta inmune antitumoral. De esta manera, la eficacia de diferentes 

estrategias de inmunoterapia basadas en células T, se correlaciona negativamente con 

una proporción elevada de MDSCs (252, 253). Los ICIs se diseñaron para promover la 

reactivación de células T anérgicas al interrumpir las interacciones entre receptores 

inhibidores específicos de estas células y sus ligandos; sin embargo, la diversa gama de 

funciones inmunosupresoras mediadas por las MDSCs puede impedir la capacidad de 

estos agentes para inducir un efecto antitumoral (254).  

1.1. RNL como biomarcador pronóstico y predictivo a ICIs en CPNMa 
 
La RNL constituye un marcador del grado de inflamación sistémica y su elevación 

se ha asociado de forma consistente con un pronóstico desfavorable en CPNM, 

sugiriendo que la RNL se podría utilizar como un potencial biomarcador para predecir 

la respuesta al tratamiento con anti‐PD1/PD‐L1, siendo particularmente ventajoso 

dada su disponibilidad y naturaleza no invasiva. Esta hipótesis ha sido puesta de 

manifiesto en un metanálisis de 24 estudios publicado por Huang et al (255), en el cual se 

ha mostrado que una RNL elevada previa al tratamiento con anti‐PD1/PD‐L1 fue 

predictor de menor SG (HR=2,17; p<0,001), SLP (HR=1,54; p<0,001) y TRO (HR=0,64; 

p=0,027) en CPNMa. Además, en un meta-análisis previo de 14 estudios en pacientes 

con CPNM publicado por Gu et al (256), una RNL elevada antes del tratamiento también 

mostró una peor SG y SLP (SG: HR 1,70; p <0,001 y SLP: HR 1,63; p <0,001). Estos 

resultados están en línea con los publicados en otros meta-análisis previos aunque con 

un tamaño muestral relativamente pequeño (≤10) y con los obtenidos en nuestro 

trabajo en el que una RNL elevada (≥4) se comportó como un factor pronóstico 

independiente para una peor SG en el análisis multivariante (HR 2,35; p=0,01).  
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No obstante, el valor de la RNL como biomarcador pronóstico y predictivo no está 

exento de críticas. En primer lugar, el punto de corte de la RNL varia ampliamente en los 

diferentes estudios, lo que limita su utilidad clínica (257). Aunque un valor elevado de RNL 

es claramente perjudicial, no sabemos cuál es el punto de corte óptimo para estimar el 

pronóstico en los pacientes tratados con ICIs. Además, la RNL es un marcador dinámico 

que varía a lo largo del tiempo durante el tratamiento de un paciente. Si bien en este 

trabajo sólo hemos analizado la utilidad pronóstica de los valores basales de RNL, otros 

estudios también han explorado el cambio en la RNL durante el tratamiento para evaluar 

tanto su valor pronóstico como predictivo (258, 259). Por tanto, todavía no se ha 

establecido de forma definitiva si una única determinación de RNL o varias a lo largo del 

tiempo es mejor para estimar el pronóstico en pacientes tratados con ICIs. En segundo 

lugar, la mayoría de los estudios evaluados fueron de diseño retrospectivo, lo que puede 

introducir un sesgo inevitable en la selección de pacientes y la recopilación de datos (260). 

 

1.2. MDSCs como biomarcador pronóstico y predictivo a ICIs en CNMPa 

Una de las poblaciones circulantes que más interés ha despertado en los últimos 

años en relación con la terapia anti-PD1/PD-L1 en tumores sólidos y, en particular, en el 

cáncer de pulmón, es la población de MDSCs. Cada vez hay mayor evidencia disponible 

del papel clave de las MDSCs en la resistencia al tratamiento con anticuerpos que 

intervienen en los puntos de control inmunológico. Nuestro estudio mostró que las 

PMN-MDSCs constituyen la subpoblación mayoritaria dentro de las MDSCs en 

comparación con M-MDSCs y e-MDSCs. Estos hallazgos están en línea con publicaciones 

previas en CPNM (261). 

1.2.1. MDSCs como biomarcador pronóstico 

Diferentes estudios han evaluado el papel pronóstico de las MDSCs circulantes 

en cáncer. En nuestro estudio la mediana de MDSCs totales fue significativamente 

mayor en los pacientes con CPNM con respecto a los HD, tanto en la población M0 como 

M1. Numerosos estudios muestran que los pacientes con CPNM tienen unos niveles de 

MDSCs circulantes significativamente más altos respecto a pacientes sanos, y una 

frecuencia mayor de MDSCs se correlaciona con un estadio más avanzado del cáncer, 

con una mayor carga metastásica, y con una peor respuesta a la QT (262-267). También 

existe evidencia de que la monitorización de los niveles de MDSCs puede ser efectiva 

para evaluar la respuesta a la QT en pacientes con CPNM. En pacientes tratados con QT 

basada en platino, los niveles de M-MDSCs circulantes varían en función de la respuesta 

al tratamiento, con una mayor proporción en los pacientes que progresan en relación a 

aquellos pacientes que presentan RP o EE (263). Otros estudios han llegado a conclusiones 

similares y han encontrado que los niveles altos de M-MDSC son un factor pronóstico 
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independiente para una menor SLP y SG (SLP: HR 2.41; p=0.002 y OS: HR 2.35; p=0.008) 

en pacientes tratados con QT (265, 266). Por lo tanto, la proporción de MDSCs podría ser 

útil para detectar la progresión de aquellos pacientes con CPNM que reciben QT 

estándar. Recientemente se ha publicado un metanalisis de 14 estudios (n=905) en el 

que se analiza el impacto pronóstico de las MDSCs circulantes y sus subpoblaciones en 

pacientes con CPNMa (268). Unos niveles bajos de MDSCs totales se asociaron a una 

mejor SLP (HR 1,84) y SG (HR 1,78), mientras que, en el análisis de subpoblaciones de 

MDSCs, solo alcanzaron significación estadística en SLP y SG la población de M-MDSCs. 

De esta manera, los pacientes con CPNMa con unos niveles altos de M-MDSCs 

circulantes presentaron peor pronóstico que aquellos con niveles bajos tanto en 

términos de SLP como SG. 

1.2.2. MDSCs como biomarcador predictivo de respuesta a ICIs en CPNMa 

Los datos son mucho mas limitados en cuanto al papel de las MDSCs circulantes 

como marcadores predictivos de respuesta a inmunoterapia. Según la evidencia 

disponible en la literatura, parece que la población total de MDSCs no se asocia con la 

respuesta a la terapia anti-PD1/PD‐L1 ni con la supervivencia en CPNM, tal y como se 

describe en nuestra serie. Sin embargo, nosotros sí que encontramos diferencias 

estadísticamente significativas en las mSG en función de los niveles basales totales de 

MDSCs low vs high. De hecho, en el análisis multivariante las MDSCs totales circulantes 

basales high fueron uno de factores que mantienen la significación estadística de forma 

independiente para una menor SG (HR 2,18; p=0,015). Hay 2 trabajos publicados en los 

que no se encuentra correlación entra la población total de MDSCs, respuesta y 

supervivencia. Mazzaschi et al (269) han publicado un estudio prospectivo con 31 

pacientes con diagnóstico de CPNMa tratados con nivolumab en 2ª ó 3º línea tras 

progresión a QT basada en platino. No encontraron diferencias en los niveles de 

linfocitos T, B, Treg y MDSCs totales basales entre el grupo de beneficio clínico y el grupo 

de no respondedores a nivolumab. Tampoco hubo diferencias en SLP ni SG en función 

de los niveles basales de linfocitos T, B y MDSCs. Sí que hubo diferencias significativas 

en SLP y SG en aquellos pacientes con niveles altos de NK basales (SLP p=0,025 y SG 

p=0,014) comparado con aquellos pacientes con niveles bajos, así como, en función de 

los niveles de linfocitos PD1-CD8+ altos o bajos (p<0,01). Otro estudio publicado por 

Zhuo et al (270) analiza los niveles de MDSCs totales circulantes en 10 pacientes con 

CPNMa tratados con atezolizumab en 2ª ó 3ª línea. No se encontró asociación entre los 

niveles basales de MDSCs totales y la respuesta al tratamiento con atezolizumab, SLP o 

SG. 
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Parece que las subpoblaciones de MDSCs circulantes previas al inicio del tratamiento 

con anti‐PD1/PD‐L1 pueden tener mayor interés a la hora de predecir la repuesta y 

supervivencia a ICIs, aunque los resultados publicados en los estudios son 

contradictorios. En nuestra serie, no encontramos diferencias en los niveles de 

subpoblaciones de MDSCs basales (PMN‐MDSCs, M‐MDSCs y e‐MDSCs) entre el grupo 

de respondedores y el grupo de no respondedores a inmunoterapia ni en el análisis de 

supervivencia, salvo en el caso de una proporción basal de PMN-MDSCs high (≥3%) que 

se asoció con una menor mSG de forma estadísticamente significativa. Sin embargo, 

ninguna de las subpoblaciones mantuvo la significación estadística como factores 

independientes de SG en el análisis multivariante de Cox.  

Se han publicado otros estudios con un menor número de pacientes incluidos en los que 

se analizan las subpoblaciones de PMN y M-MDSCs presentando, en la mayoría, 

resultados superponibles a los nuestros en el sentido que una proporción alta de estas 

poblaciones mieloides se asocia con una peor supervivencia tras el tratamiento con ICIs 

y viceversa (271-273). Así, en el estudio Koh et al (271) se analizaron las subpoblaciones de 

MDSCs pre-tratamiento en 83 pacientes con CPNMa tratados con inmunoterapia 

(nivolumab o pembrolizumab). El análisis mostró que unos niveles bajos de PMN-MDSC, 

M-MDSC y TAMs se asociaron con una mayor SLP y SG en comparación con unos niveles 

altos pre-tratamiento. Cuando realizaron un análisis combinado de las tres 

subpoblaciones inmunes supresoras, los pacientes que tenían una proporción baja de 

las tres subpoblaciones mostraron una mayor diferencia en SLP (6,7 meses vs 2 meses; 

p=0,006), SG (8,5 meses vs 4,2 meses; p=0,004) y tasa de respuesta (94,5% vs 50%) en 

comparación con pacientes con unos niveles elevados basales. Y en el mismo sentido, el 

aumento de la proporción de M-MDSCs durante el tratamiento con anti-PD1 se observó 

en pacientes no respondedores en otros dos estudios (274, 275). Sin embargo, también 

encontramos algunos trabajos en los que se observan resultados opuestos a los 

nuestros. Passaro et al (276) publicaron una serie de 53 pacientes con CPNMa tratados 

con Nivolumab en 2ª línea en la que analizan las subpoblaciones de MDSCs circulantes 

pre-tratamiento. En este estudio los niveles basales de PMN-MDSCs se asociaron con la 

respuesta al tratamiento, de tal manera que, unos niveles altos de PMN-MDSCs se 

asociaron con una mejor TRO (p=0,02). También encontraron una asociación 

estadísticamente significativa entre valores basales de PMN-MDSC altos, eosinófilos 

altos, RNL < 3 y neutrófilos bajos y una mayor SLP y SG. En el análisis multivariante las 

diferencias en SLP y SG se mantuvieron estadísticamente significativas tras ajustar por 

factores pronóstico en cuanto a las variables basales niveles altos/bajos de PMN-MDSCs. 

En una población similar de pacientes con CPNMa tratados con pembrolizumab o 

nivolumab, Feng et al (277) encontraron que los pacientes que experimentaban una RP a 

inmunoterapia tenían niveles basales más altos de M-MDSCs. 
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Otros estudios han investigado el ratio de subpoblaciones de MDSCs con otras 

poblaciones inmunes circulantes (NK, Treg) como marcadores predictivos de respuesta 

a inmunoterapia en CPNMa (278, 279). El grupo de Kim et al (279), publicaron un estudio 

prospectivo con 34 pacientes con CPNMa tratados con Nivolumab en 2ª línea. 

Analizaron las subpoblaciones de MDSCs y determinaron la expresión de Lox-1+ 

(Lecitin-type oxidized LDL receptor-1) en PMN-MDSCs para distinguir las PMN-MDSCs 

de los neutrófilos. No encontraron diferencias significativas en la proporción de Lox-1+ 

PMN-MDSCs y M-MDSCs entre los grupos de respondedores y no respondedores. 

Evaluaron también la ratio Treg/Lox1+ PMN-MDSCs entre respondedores y no 

respondedores tras el tratamiento con nivolumab. La ratio identificó mejor al grupo de 

respondedores y no respondedores que la proporción de Treg y MDSCs por sí solas, 

utilizando el punto de corte de 0,39 con una capacidad de sensibilidad y especificidad 

para predecir respuesta del 87,5% y 72,2%, respectivamente. Validaron los resultados 

en una cohorte de pacientes independiente y el VPP y VPN en la cohorte global (n=63) 

fue del 69,2% y 91,8%, respectivamente. Los pacientes con una ratio Treg/PMN-MDSCs 

>0,39 tuvieron una SLP mayor de forma significativa con respecto a los pacientes con 

ratio <0,39 (103 vs 35 días; p=0,007). No se describe en el artículo asociación entre la 

subpoblación de M-MDSCs y supervivencia.  

Existen todavía menos datos publicados en relación al potencial papel predictivo de 

respuesta a inmunoterapia de las e-MDSCs. Delaunay et al (273) comunicaron un estudio 

prospectivo con 54 pacientes con CPNM tratados con nivolumab. Analizaron los niveles 

basales de 3 subpoblaciones de MDSCs y los correlacionaron con supervivencia. Unos 

niveles basales pre-nivolumab altos de M-MDSCs se asociaron a una peor SLP y SG. Sin 

embargo, los niveles basales de e-MDSCs y PMN-MDSCs no se asociaron con 

supervivencia. También se han comunicado datos sobre el papel predictor de respuesta 

a agentes anti-PD1/PD-L1 en CPNMa de otra población inmune en estadio temprano, 

los neutrófilos inmaduros. Mezquita et al (280) analizaron una serie de 58 pacientes con 

CPNMa tratados con ICIs y evaluaron la proporción de neutrófilos inmaduros circulantes 

(CD15+ CD244- CD16low) pre-tratamiento. Una proporción de neutrófilos inmaduros 

circulantes >0,22% se asoció con una peor SLP (p=0,0004), SG (p=0,0007) y mayor tasa 

de muerte precoz antes de 12 semanas. 

Uno de los hallazgos más importantes en nuestro estudio fue que niveles altos de 

MDSCs (HR 2,18; p=0,015) y NLR (HR 2,35; p=0,01) se comportaron como factores 

pronóstico independientes para SG en el análisis multivariante. Estos hallazgos enfatizan 

la necesidad de una mayor validación y exploración del papel de MDSCs circulantes en 

CPNMa como biomarcadores pronósticos y predictivos de respuesta a terapia anti‐

PD1/PD‐L1. 
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1.3. Correlación entre RNL y MDSCs 
 
Los mecanismos por los cuales una RNL elevada se asocia con un pronóstico 

pobre no se comprenden bien, sin embargo, las MDSCs podrían proporcionar una 

explicación para este fenómeno. Además de darnos una idea global de la inflamación 

asociada al tumor, es probable que la RNL sea también un marcador subrogado de la 

proporción y actividad de las MDSCs. El valor pronóstico de la RNL en los pacientes 

tratados con ICIs podría ser atribuido a la relación existente entre neutrófios/linfocitos 

y MDSCs con la vía PD‐1/PD‐L1. Se han comunicado trabajos en los que se muestra que 

la expansión de neutrófilos circulantes se correlaciona con un aumento de la infiltración 

de neutrófilos intra-tumorales en pacientes con CPNM resecados. Este aumento de 

neutrófilos circulantes se asoció con un incremento en los niveles de citoquinas pro-

granulopoyéticas (IL‐1b, IL‐17, TNFalfa, IL‐6) circulantes y, a nivel del MAT, con una 

reducción de la infiltración de linfocitos T CD8+ intra-tumorales, así como, una menor 

expresión de genes de citotoxicidad mediada por célula T y de genes relacionados con 

IFN gamma (281). Entre estas citoquinas, el G‐CSF tumoral promueve un aumento de la 

mielopoyesis que conduce a neutrofilia (282) y a un aumento de MDSCs e induce la 

expresión de PD‐L1 en ambas poblaciones celulares (283). Los neutrófilos activados y 

MDSCs podrían inhibir la proliferación y actividad citotóxica de las células T en el MAT a 

través de la interacción de PD‐L1 de su superficie con los receptores PD‐1 del linfocito T 

y, por lo tanto, limitando el número de linfocitos circulantes, favoreciendo la inmuno-

evasión y crecimiento tumoral y, finalmente, conduciendo a una menor supervivencia 

de los pacientes con cáncer. En conjunto, estos procesos elevan el numerador y reducen 

el denominador de la ratio para aumentar el valor de RNL. De esta manera, tanto un 

valor alto de la RNL como de MDSCs circulantes se correlacionarían con un mal 

pronóstico, tal como encontramos en el análisis multivariante para SG de nuestro 

trabajo (RNL ≤ 4 vs > 4: HR 2,35; p=0,01 y MDSCs totales high vs low: HR 2,18; p=0,015).  

 

En nuestro estudio investigamos la correlación entre las subpoblaciones de MDSCs y la 

RNL. Encontramos una asociación directa entre la RNL y las MDSC totales y PMN‐MDSC 

basales circulantes. Los pacientes con una proporción baja de MDSCs totales tuvieron 

también valores bajos de RNL (p=0,0007) y RPL (p=0,01). Si combinamos estas variables 

(RNL y RPL) con la proporción de MDSCs totales mejoramos considerablemente la 

capacidad predictiva de supervivencia. Agrupando las tres variables podemos identificar 

a los pacientes con mayor probabilidad de presentar una supervivencia prolongada tras 

inmunoterapia, así, el 83% de los pacientes MDSCs, RNL y RPL bajos tuvieron una 

supervivencia superior a 2 años, mientras que, el 82% de los pacientes con niveles 

elevados de las 3 variables fallecieron en los 3 primeros meses (p=0,003). 
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Hasta el momento, pocos estudios han evaluado la relación entre RNL y MDSCs 

circulantes en cáncer de pulmón. En un estudio de 58 pacientes con CPNM sometidos 

a cirugía del tumor primario (267), los pacientes con cáncer presentaron recuentos de 

neutrófilos más altos (p<0,001), menor cantidad de linfocitos T CD4+ naive (p<0,001) y, 

por tanto, RNL más altas (3,1 frente a 1,95; p<0,001), así como, frecuencias más altas de 

M‐MDSCs (p<0,001) comparados con el grupo control de voluntarios sanos. Aunque este 

estudio no evaluó la relación directa entre MDSCs y RNL, sí que observó una correlación 

positiva entre MDSCs y el recuento de neutrófilos (r=0,434; p <0,001) y una correlación 

negativa entre MDSCs y células T CD4+ naive (r= −0,248; p=0,01). Además, una mayor 

frecuencia de M‐MDSCs (>3%) se asoció con una menor SG (HR 8.3; p=0.046), y el mismo 

comportamiento se observó con un menor número de células T CD4+ (p=0.037) y CD8+ 

naive (p=0.041). En línea con estos hallazgos, otros autores han observado recuentos 

absolutos de neutrófilos más bajos en pacientes con respuestas objetivas frente a 

aquellos pacientes con EE o PE (p=0,01) y una correlación inversa entre MDSCs y 

linfocitos T CD8+ (r2= −0,31; p=0,03) y CD4+ (r2= −0,3; p=0,006) (265, 266, 287). En un trabajo 

publicado por Sheng et al (288), sí que se estudia específicamente la correlación entre las 

MDSCs circulantes y la RNL en una serie de 76 pacientes con carcinoma urotelial 

avanzado. Estos autores encuentran una asociación significativa inversa entre la ratio e-

MDSC/PMN‐MDSCs y la RNL (rho= ‐0,28; p=0,02) y una menor supervivencia en aquellos 

pacientes con niveles más altos de e-MDSCs en sangre (HR 3,78; p=0,002) y una mayor 

RNL (HR 2,6; p=0,017). 

 

Por tanto, la RNL podría ser un reflejo de la proporción de MDSCs circulantes y, 

específicamente de PMN‐MDSCs que constituyen la subpoblación mayoritaria de 

MDSCs en CPNMa (47% en nuestra serie). Una RNL elevada implicaría de una forma 

indirecta una mayor proporción de MDSCs circulantes que tendría un efecto crítico en 

la evasión del sistema de inmuno-vigilancia en el MAT implicando, por tanto, un peor 

pronóstico y respuesta a ICIs. Diferentes estudios han mostrado que una mayor carga 

tumoral se asocia con niveles más altos de PMN‐MDSCs, una RNL mayor y una SG menor 
(284-288). En nuestro trabajo encontramos una mayor proporción de MDSCs totales y 

PMN‐MDSCs entre los pacientes con una RNL elevada y también con una mayor carga 

tumoral (<3 vs ≥3 localizaciones metastásicas). 
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1.4. Treg como biomarcador pronóstico y predictivo a ICIs en CPNMa 
 
Las células Treg juegan un papel clave en la inmunosupresión en el MAT al 

promover la diferenciación, proliferación y secreción de factores inmunosupresores, de 

tal manera que, la infiltración de células Treg intra-tumorales se asocia, en diferentes 

tipos tumores, con un mal pronóstico. En CPNMa una alta proporción de células Treg 

naive circulantes se ha asociado también a un peor pronóstico (289). Sin embargo, en 

otros tipos de cáncer una alta proporción de células Treg circulantes o en el MAT puede 

tener un significado opuesto. Se han comunicado resultados en este sentido, así, 

Lukesova et al (290) demostraron que una alta proporción de células Treg podría utilizarse 

como un marcador pronóstico favorable en pacientes con carcinomas escamosos de 

cavidad oral y orofaringe HPV positivos, y Correale et al (291) obtuvieron resultados 

similares en pacientes con cáncer de colon avanzado sometidos a QT y QT-IO. Además, 

las Treg que infiltraban el tumor se asociaron con respuestas inmunitarias citotóxicas y 

una supervivencia prolongada en pacientes con cáncer de mama RE negativo (292). Por 

tanto, mientras que las células Treg se consideran predominantemente mediadores de 

la inmunosupresión, ejercen efectos tanto negativos como positivos sobre el sistema 

inmunológico (293, 294).  

 

Si nos centramos en el efecto de la terapia con ICIs en las Tregs circulantes en pacientes 

con CPNM los datos son controvertidos. Encontramos estudios, en los que la proporción 

de células Treg aumenta en pacientes en progresión de la enfermedad. De esta 

manera, en pacientes con CPNM tratados con ICIs, la proporción de Tregs previa al 

tratamiento fue mayor en pacientes no respondedores a inmunoterapia, mientras que, 

el recuento de Treg circulantes, especialmente la subpoblación de Treg PD1+, disminuyó 

1 semana tras el tratamiento con anti-PD1/PD-L1 sólo en los pacientes respondedores 
(295, 296). Sin embargo, en otros trabajos, unos niveles elevados de células Treg se 

asociaron, de manera consistente, con una supervivencia prolongada. En este sentido, 

Kim et al (279) encontraron que un aumento de ratio Treg/PMN‐MDSC en sangre 

periférica a expensas de una proporción mayor de células Treg en pacientes con CPNM 

tratados con nivolumab se correlacionaba mejor con los resultados clínicos 

(respondedores vs no respondedores) y se asociaba con una mayor SLP de forma 

significativa. En otro trabajo, Koh et al (271), mostraron que, una alta proporción de 

células Treg efectoras una semana después de la inmunoterapia (nivolumab o 

pembrolizumab) en 83 pacientes con CPNM avanzado se asoció a una SLP y SG 

prolongadas en comparación con pacientes con una frecuencia baja de células Treg. Los 

resultados obtenidos en nuestro trabajo van en la misma línea, una proporción alta de 

células Treg circulantes basales se asoció con una tendencia, no estadísticamente 

significativa, a una mayor SLP y una mayor SG en el análisis univariante (HR 0,6; p=0,02), 

aunque no se mantuvo como variable pronóstica independiente en el análisis 

multivariante para SG (p=0,49). 
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Una explicación de los resultados favorables asociados con niveles altos de células 

Treg podría tener que ver con la función específica que tienen las células Treg para 

prevenir la autoinmunidad y atenuar una respuesta inmune sobre-activada 

potencialmente peligrosa después de reacciones inmunes prolongadas. La expansión de 

las células Treg depende estrictamente de los niveles de IL‐2 producidos por linfocitos 

efectores activados por antígenos, ya sean células T CD4+ o CD8+ (297, 298). En base a estos 

hallazgos, se podría plantear la hipótesis de que la infiltración de células Treg en el MAT, 

así como un nivel elevado de células Treg circulantes, podrían ser un indicador indirecto 

de una respuesta inmune antitumoral potente para prevenir una reacción inmune 

inespecífica prolongada una vez que el sistema inmune está activado. De esta manera, 

las células Treg circulantes podrían proporcionar información dinámica del estado del 

MAT cuando no se dispone de una biopsia tumoral. Por lo tanto, los niveles de las 

células Treg podrían usarse como biomarcadores no invasivos para predecir la 

respuesta de inmunoterapia anti‐PD‐1/PD‐L1 en pacientes con CPNMa. 

1.5. IrAEs como factor predictivo de respuesta a ICIs en CPNMa 
 
En nuestro estudio, encontramos que el desarrollo de irAEs se asoció 

significativamente con un mejor resultado clínico en pacientes con CPNMa tratados 

con ICIs. Los pacientes que experimentaron al menos un irAE tuvieron una SLP y SG 

significativamente más prolongada en comparación con el grupo sin irAEs (SLP: HR 0,33; 

p <0,0001 y SG: HR 0,34; p<0,0001). Es importante destacar que el desarrollo de irAEs 

se comportó como un factor independiente de SLP y SG en el análisis multivariable lo 

que indica que los irEAs relacionados con el tratamiento representan un predictor 

independiente de la eficacia de agentes anti‐PD1/PD‐L1. Nuestros resultados van en el 

mismo sentido que un metanálisis de 30 estudios que incluye a 4971 pacientes con 

diferentes tipos de neoplasias, fundamentalmente CPNM y melanoma, tratados con ICIs 

publicado por Zhou et al (299). Los pacientes con cáncer que desarrollaron irAEs 

experimentaron un aumento significativo de la SLP y SG en comparación con los 

pacientes que no desarrollaron irAEs (SLP: HR 0,52; p<0,001 y SG: HR 0,54; p<0,001). Los 

mecanismos subyacentes a la asociación entre los irAE y el impacto en supervivencia no 

se han dilucidado por completo. Sin embargo, los datos disponibles parecen sugerir un 

posible mimetismo molecular antigénico entre las células neoplásicas y los tejidos 

implicados en los irAEs. Estudios preclínicos han identificado múltiples epítopos que se 

comparten tanto en el melanoma como en los melanocitos normales (300). La liberación 

de antígenos compartidos mediante la terapia con ICIs podría dar lugar a la activación 

de una respuesta inmune secundaria a los antígenos del huésped, lo que ha sido 

respaldado por el hallazgo de clones de células T que se infiltraban en las lesiones 

asociadas a irAEs y los tumores que se superponía de forma significativa entre los 

pacientes tratados con ICIs con melanoma y CPNM (301). 
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2. ANÁLISIS DE VARIABLES GÉNICAS EN MDSCs 

Los ICIs han supuesto una auténtica revolución en el tratamiento del cáncer y, 

en particular, han cambiando el escenario terapéutico del CPNMa. La EMA ha aprobado 

hasta el momento 6 agentes ICIs para su uso en el tratamiento del CPNMa en la práctica 

clínica que incluyen anticuerpos monoclonales anti-CTLA4 (ipilimumab), anti-PD1 

(pembrolizumab, nivolumab y cemiplimab) y anti-PD-L1 (atezolizumab y durvalumab), 

en monoterapia o como terapia combinada con QT. El principio básico de estas terapias 

es mejorar la función de los componentes del sistema inmune o neutralizar las señales 

inmunosupresoras producidas por las células tumorales o por otras células del MAT. 

Cuanto estas terapias funcionan logran alcanzar supervivencias prolongadas no vistas 

hasta ahora en pacientes con CPNMa (302). Sin embargo, estas respuestas duraderas sólo 

se observan en su subgrupo de pacientes y, con el tiempo, se pueden desarrollar 

resistencias adquiridas a los ICIs. Este fenómeno puede ser atribuido a la gran 

heterogeneidad del microambiente inmune entre individuos (303, 304). Por tanto, es 

fundamental conocer en profundidad los mecanismos que regulan el MAT para poder 

desarrollar estrategias que permitan optimizar los resultados de la terapia con ICIs en 

CPNMa. 

 

La señalización alterada de la vía Notch está implicada en muchos aspectos de la 

biología tumoral, desde la angiogénesis hasta el mantenimiento de las CSCs y la 

inmunidad tumoral. El papel de Notch en el desarrollo y modulación de la respuesta 

inmune es complejo e involucra a una intrincada red de interacciones entre CPAs, 

subpoblaciones de células T, células tumorales y otros componentes del MAT. Hemos 

revisado numerosos trabajos que demuestran que las alteraciones (activación o 

inhibición) en la señalización de Notch de las células tumorales o de las células 

estromales influyen en las funciones efectoras de las células inmunitarias en el MAT, 

permitiendo la evasión de la respuesta inmune anti-tumoral y, por tanto, constituyendo 

una importante barrera para la eficacia de terapias basadas en ICIs (305). Globalmente los 

principales hallazgos en la parte del análisis transcripcional de las MDSCs circulantes y 

del tejido tumoral que hemos encontrado en nuestro trabajo se resumen en 4 

apartados: 

 

2.1. La expresión de ligandos de Notch Jagged en MDSCs circulantes y en el MAT 

predicen resistencia al tratamiento con ICIs en CPNMa. 

2.2. La activación de la vía Notch en MDSCs circulantes y en el MAT predicen 

resistencia al tratamiento con ICIs y peor supervivencia. 

2.3. La expresión de IDO1 en MDSCs circulantes y en el MAT se asocia con la 

respuesta y supervivencia a terapia basada en ICIs. 

2.4. Posibles aplicaciones terapéuticas de la modulación de la vía Notch en 

inmunoterapia. 
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2.1. LA EXPRESIÓN DE LIGANDOS DE NOTCH JAGGED EN MDSCs 

CIRCULANTES Y EN EL MAT PREDICEN RESISTENCIA A 

INMUNOTERAPIA EN CPNMa 
 

La principal hipótesis de esta tesis doctoral se basa en que la expresión 

diferencial de ligandos de Notch en MDSCs circulantes pone en marcha mecanismos de 

inmuno-evasión implicados en la resistencia a la terapia con ICIs en CPNMa. En el análisis 

de transcriptómica en la población de MDSCs circulantes, una alta expresión de JAG1 

previa al tratamiento con ICIs se asoció con una menor SLP de forma significativa con 

respecto al grupo de baja expresión y, este efecto, se mantiene tras ajustar por variables 

clínicas pronóstico en un modelo de regresión multivariante (HR 1,72; p=0,03). Los 

pacientes que mantienen una alta expresión de JAG1 en MDSC tanto en el momento 

basal como en la primera evaluación de respuesta presentan una mSLP y mSG 

significativamente menor que aquellos con una baja expresión. Este efecto deletéreo de 

la expresión de Jag1 en MDSCs circulantes también podemos observarlo en el MAT. En 

la misma línea, el análisis de transcriptómica en tejido tumoral evidencia que una alta 

expresión de JAG1 basal se correlaciona con menor probabilidad de respuesta al 

tratamiento con ICIs (p = 0,01).  

2.1.1. Expresión de Jagged1 en MAT y pronóstico 
La expresión de JAG1 se correlaciona con un pronóstico desfavorable en 

múltiples tipos de cáncer (306-312). En el caso del CPNM disponemos de datos de 

expresión de RNAm de JAG1 en muestras de adenocarcinoma procedentes de la base 

de datos del Atlas del Genoma del Cáncer (TCGA) y podemos observar una supervivencia 

claramente inferior en el grupo de alta expresión de JAG1 (JAG1 high vs low; p=0,0009). 

Además, la expresión de JAG1 en 517 muestras de adenocarcinoma de pulmón tiende a 

correlacionarse con la proporción de MDSCs en sangre (Rho Spearman = 0,1; p=0,02) 
(313). Sin embargo, esta correlación entre la expresión de JAG1 en tejido y la proporción 

MDSCs circulantes no la encontramos en nuestro estudio (n=14; p=NS).  

2.1.2. Expresión de JAG1 e inmuno-evasión en el MAT 
La mayoría de la evidencia de la que disponemos hasta la fecha avala el papel 

pro-oncogénico de la señalización canónica JAG1/NOTCH mediante mecanismos que 

implican la evasión del sistema inmune. La alta expresión de JAG1 estaría implicada en 

la acumulación y activación de MDSCs, la polarización de la respuesta inmune mediada 

por células T CD4+ hacia una respuesta tipo Th2/Treg, la polarización de los TAMs hacia 

fenotipo M2, promoción de angiogénesis tumoral mediada por activación de TANs y 

CAFs, la activación del proceso de TEM, invasión y diseminación metastásica, 

supervivencia de CTCs, mantenimiento de CSCs, así como, resistencia a inmunoterapia 

(Figura 42). En cuanto a los mecanismos de señalización mediada por JAG1 en células 

tumorales, parecen estar involucrados muchos factores y vías de señalización pro-

oncogénicas, incluyendo citoquinas, vía Hippo, Wnt/β-catenina y NF-κB (314). 
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Figura 42. Implicación de Jag1 en mecanismos de inmuno-evasión en cáncer 

Advances in Medical Sciences, 2022 (Adaptada de Pancewicz et al). 

 

2.1.2.1. Acumulación y activación de MDSCs 
 

Ya se ha comentado con anterioridad que la señalización a través de la 

vía Notch está suprimida en los linfocitos T CD8+ del MAT y esa inhibición parece 

estar mediada por la expresión diferencial de ligandos de Notch en el estroma 

tumoral. Podemos destacar en este sentido, el papel de las MDSCs en la 

generación de un microambiente inmunosupresor mediante la alta expresión 

de ligandos Jagged-1 y 2 (169). Existe evidencia pre-clínica del papel del ligando 

de Notch JAG1 en la generación de MDSCs en la médula ósea, bloqueando la 

diferenciación de HSCs e induciendo la acumulación de células mieloides 

inmaduras (162). A nivel del MAT, la expresión de JAG1 y 2 fue mayor en tumores 

subcutáneos implantados en ratones comparada con las células tumorales 

cultivadas, a expensas fundamentalmente de las 2 poblaciones celulares 

mayoritariamente aisladas (células tumorales y MDSCs) en un modelo de 

carcinoma de pulmón. Además, las MDSCs que infiltran el tumor sobrexpresan 

ligandos JAG1 en mayor medida que las MDSCs periféricas circulantes aisladas 

del bazo. Este fenómeno parece estar mediado por una expresión nuclear 

aumentada de NF-kB-p65 en MDSCs del MAT con respecto a las MDSCs 

circulantes. NFkB-p65 actúa como un factor de transcripción que regula la 

expresión de Jagged al unirse a su región promotora (169). Los investigadores 

observaron una importante actividad terapéutica in vivo al utilizar anticuerpos 

anti-Jagged 1/2 en varios modelos tumorales de ratón, entre ellos, el modelo 3LL 
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de carcinoma de pulmón, al aumentar la infiltración de linfocitos T CD8+ intra-

tumorales, inducir muerte celular inmunogénica y retrasar el crecimiento 

tumoral. Observaron que el bloqueo de Jagged reprogramó a las MDSCs hacia un 

fenotipo menos inmunosupresor que presentaban una menor capacidad de 

bloquear la proliferación de células T, así como, una menor expresión de 

marcadores inmunosupresores de MDSCs (iNOS y Arg1) comparado con las 

MDSCs de controles (170).  

2.1.2.2. Polarización de la respuesta inmune hacia fenotipo Th2/Treg 
 

En este sentido, de nuevo, la expresión diferencial de los ligandos de 

Notch puede ser clave en la homeostasis de la población de Treg en el MAT. 

Durante la activación de la célula T, el tipo de ligando de Notch presentado en la 

superficie de las CDs puede determinar la diferenciación y polarización de la 

célula T CD4+. De esta manera, las CDs con alta expresión de ligandos JAG2 y baja 

expresión de ligandos DLL1 y 4 promueven el desarrollo de respuestas inmunes 

de tipo Th2 o Th17, mientras que, aquellas con una alta expresión de ligandos 

JAG1 pueden inducir la polarización de las células T CD4+ hacia un fenotipo T 

regulador (203). Esta hipótesis se pone de manifiesto en varios trabajos pre-

clínicos en los que la expresión de ligandos tipo Jagged en células del 

microambiente, tales como CPAs, HSCs, células stem mesenquimales del 

estroma o MDSCs, pueden determinar una activación de la señalización de la vía 

Notch y conducir a una acumulación y activación de Treg a partir de células T 

CD4+ naive o expandiendo células Treg pre-existentes (204-208). De esta manera, 

el bloqueo farmacológico del ligando JAG1 inhibió el crecimiento tumoral y se 

acompañó de una reducción de la infiltración de Treg y MDSCs en el MAT (209). 

Estos datos identifican a la señalización de JAG1 como un factor clave en la 

inmunosupresión mediada por Treg y MDSCs. 

2.1.2.3. Polarización de TAMs hacia fenotipo M2 
 

En este sentido tenemos varios trabajos en diferentes tumores sólidos en 

los que la expresión de JAG1 en el estroma tumoral estaría asociada con una 

mayor infiltración tumoral de TAMs con fenotipo M2. En estos trabajos la 

expresión de JAG1 medida por RNAm o IHQ se correlaciona con tumores de 

mayor tamaño e índice proliferativo, así como, con una mayor infiltración de 

TAMs tipo M2 y peor pronóstico (176-182). 
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2.1.2.4. Promoción de angiogénesis tumoral mediada por CAFs y TANs 
 

La expresión de ligandos Jagged en el MAT tiene un rol pro-angiogénico. 

Tenemos evidencia de estudios pre-clínicos en cáncer de pulmón, entre otros, de 

que la sobre-expresión de JAG1 en células tumorales o en el endotelio promueve 

la formación de una red vascular aberrante que favorece la infiltración de células 

tumorales y pro-tumorales como TANs tipo N2 (210, 216, 219). En este sentido 

parecen jugar un papel clave en la promoción de la angiogénesis tumoral dos 

poblaciones celulares del estroma: CAFs y TANs. La interacción célula-célula 

entre CAFs y células tumorales, mediado por la señalización JAG1/NOTCH2, 

indujo la formación de vasos aberrantes en un modelo de cáncer de pulmón (210), 

mientras que, la expresión de JAG2 en TANs, mediada por IL-8, se asoció a 

disfunción de células T CD8+ y peor pronóstico en un modelo de cáncer de ovario 
(216). En las células tumorales de carcinoma escamoso de cabeza y cuello la 

expresión de JAG1 estimula a las células endoteliales, promoviendo la 

angiogénesis y el crecimiento tumoral (219). 

 

2.1.2.5. Transición epitelio-mesénquima y desarrollo de metástasis 
 

Varios estudios pre-clínicos demuestran el papel que puede tener la 

expresión de ligandos Jagged en la activación del proceso de TEM en la célula 

tumoral. La expresión de ligandos JAG1 y la activación de NOTCH1 es 

responsable de la TEM en modelos de cáncer de mama. Este proceso, parece 

estar dirigido por uno de los genes diana de Notch, SLUG, que actuaría como un 

represor transcripcional de E-cadherina y conduciría a la activación de b-catenina 
(222). La implicación de JAG1 en el proceso de TEM se ha descrito también en otros 

tumores sólidos como cáncer de cérvix (223), hepatocarcinoma (224) y cáncer de 

páncreas (225).  JAG1 también está implicado en la capacidad de migración y 

metástasis de la célula tumoral. De esta manera, JAG1 puede incrementar la 

capacidad migratoria e invasividad de la célula tumoral mediante la inducción de 

uroquinasa activadora de plasminógeno (uPA), un marcador de recaída y 

metástasis en cáncer (226). Además, la expresión de JAG1 estaría implicada en la 

especificidad de tejido en la diseminación del cáncer de mama, teniendo un 

papel importante en el desarrollo de metástasis en cerebro y hueso (227, 228). En 

otros tumores sólidos, como cáncer de próstata y colon, la alta expresión de JAG1 

también se ha asociado con migración celular y desarrollo de metástasis (229, 230).  
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2.1.2.6. Expresión de JAG1 en MDSCs circulantes y supervivencia de CTCs 
 

La expresión de JAG1 se correlacionó con mayor riesgo de recaída 

metastásica en un estudio en el que se analizó su expresión por IHQ en muestras 

tumorales de cáncer de mama. Además, en este trabajo, se obtuvieron muestras 

de sangre periférica de pacientes metastásicas y se aislaron las CTCs. Más del 

85% de las CTCs expresaban JAG1 y se asociaron a una SLP más corta (176), lo que 

sugiere de nuevo la implicación de Notch en la capacidad metastásica y 

supervivencia de las CTCs. Disponemos de más evidencia de que la expresión de 

ligandos Jagged en MDSCs circulantes puede promover la supervivencia de las 

CTCs. Las MDSCs circulantes pueden interaccionar directamente con las CTCs y 

promover su supervivencia y potencial metastásico a través de la interacción 

Jagged1-Notch1 en los clusters CTCs/PMN-MDSCs asilados de muestras de 

sangre periférica de pacientes con melanoma y cáncer de mama. Los estudios de 

co-cultivo in vitro demostraron una producción aumentada de ROS y una alta 

expresión de JAG1 en las MDSCs de los clusters que condicionaba la sobre-

expresión del receptor NOTCH1 en CTCs. La expresión de JAG1 en PMN-MDSCs 

contribuye a la activación de Notch en CTCs, y a su vez, las CTCs promueven las 

funciones pro-tumorales de las MDSCs. De tal forma que, la inhibición de la 

producción de ROS bloqueaba las interacciones CTC/MDSCs y conducía a una 

reducción de la proliferación y supervivencia de las CTCs (171). 

2.1.2.7. Mantenimiento de CSCs 
 

La expresión de JAG1 es un importante inductor del fenotipo “stem cell” 

en diferentes tipos de cáncer. Específicamente en cáncer de mama, una alta 

expresión de JAG1 promocionó la auto-renovación de las CSCs y la formación de 

mamosferas in vitro (315). En la misma línea, se han confirmado estos hallazgos en 

un modelo de ratón con deleción de Lfng, una N-acetilglucosamina transferasa 

que previene la activación de Notch por ligandos Jagged. Una alta actividad de 

JAG1 en células tumorales aumentó la proliferación de CSCs (316). La expresión de 

JAG1 está implicada en el mantenimiento de CSCs también en otros tipos 

tumorales (317, 318). 

2.1.3. Expresión de JAG1 en células tumorales y resistencia a antineoplásicos 
 

Quimioterapia 

JAG1 está implicado en la regulación de la muerte celular y hay varios estudios 

que indican que este ligando de Notch ejerce funciones anti-apoptóticas. De esta 

manera, JAG1 puede prevenir tanto la apoptosis espontánea, en cáncer de próstata (319), 

como la muerte celular inducida por la QT, como se ha mostrado en modelos de linfoma 

tratados con doxorrubicina (320), de cáncer de ovario tratados con taxanos (321) y de 

cáncer de páncreas tratados con gemcitabina (225).  
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Inmunoterapia basada en ICIs 

En este sentido, tenemos evidencia pre-clínica de la asociación entre la 

expresión de ligandos JAG1 en CDs y la expresión de PD-1 en células T memoria 

efectoras que mediaría una inhibición de la respuesta anti-tumoral previniendo las 

respuestas duraderas de células T. Esto se ha puesto de manifiesto en modelos murinos, 

en los que se co-cultivaron CDs y células T in vitro, y se observó que el bloqueo de JAG1 

condujo a una disminución de la frecuencia de células T memoria que, además, 

presentaban una disminución significativa de la expresión de PD-1 (323). 

 

A nivel clínico, también existe evidencia que la expresión de JAG1 se puede comportar 

como un marcador de resistencia a inmunoterapia basada en ICIs. He et al (322), 

analizaron un panel de 36 genes relacionados con angiogénesis en pacientes con 

adenocarcinoma de pulmón de la base de datos del TCGA identificando 2 subgrupos 

angiogénicos con pronóstico diferente (AGS1 y AGS2, del inglés Angiogenesis-associated 

subtypes). El subgrupo AGS2 se asoció a un peor pronóstico. Analizaron diferentes 

firmas de genes relacionados con la inmunidad y encontraron que el subgrupo AGS2 

presentaba un fenotipo inmune “frío” con menor activación de linfocitos T CD8+, mayor 

respuesta inmunosupresora mediada por TGF-b y mayor expresión de genes 

relacionados con MDSCs. Posteriormente, realizaron un análisis de regresión 

multivariante con los 11 genes que se expresaban diferencialmente entre los dos grupos 

y encontraron que el gen que tenía más impacto en el pronóstico era JAG1 (HR 1,20, 

p=0,02). La expresión alta de JAG1 se asoció a una peor supervivencia y se correlacionó 

negativamente con el grado de infiltración inmune y positivamente con la vía de TGF-b 

y con marcadores de TEM. Finalmente, realizaron un análisis utilizando el transcriptoma 

celular del atlas de adenocarcinoma de pulmón de GSE131907. Encontraron que las 

células JAG+ se distribuían principalmente en células epiteliales, endotelio, fibroblastos 

y células mieloides y presentaban un enriquecimiento de células Treg en el subgrupo 

JAG+. Estos autores exploraron también el papel de JAG1 en tejido como biomarcador 

predictivo de respuesta al tratamiento con inmunoterapia. Utilizaron 2 bases de datos 

de pacientes tratados con anti-PD1/PD-L1 en monoterapia y compararon el nivel de 

expresión de JAG1 entre pacientes sensibles y resistentes al tratamiento. Los pacientes 

con alta expresión de JAG1 se asociaron con resistencia al tratamiento con anti-PD1/PD-

L1 y, además, se correlacionaron con una expresión alta de PD-L1 y CTLA-4. Estos 

resultados indicarían que los pacientes con alta expresión de JAG1 presentan un 

fenotipo inmunosupresor en el MAT que implica resistencia a inmunoterapia. Estos 

hallazgos están en línea a lo observado en nuestro trabajo de investigación donde el 

análisis de transcriptómica en tejido parafinado evidencia que una alta expresión de 

JAG1 basal se correlaciona con menor probabilidad de respuesta al tratamiento con 

ICIs de forma significativa (respondedores vs no respondedores; p=0,01). Sin embargo, 

nosotros no encontramos una correlación significativa entre la expresión alta de JAG1 y 
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una expresión alta de moléculas de control inmune negativas como PD-L1 en MDSCs 

circulantes. Hay que tener en cuenta que la expresión de todas estas moléculas se puede 

modificar de forma significativa cuando las MDSCs se activan en el MAT, tal y como 

describe Sierra et al (169) en su trabajo, en el cual las MDSCs que infiltran el tumor sobre-

expresan ligandos JAG1 en mayor medida que las MDSCs periféricas circulantes. 

Tampoco encontramos correlación entre una expresión elevada de JAG1 en tejido 

tumoral y una proporción alta de MDSCs y Treg circulantes aunque, en este caso, el 

número de pacientes con datos disponibles fue muy pequeño (n=14) y probablemente 

insuficiente para detectar diferencias significativas. 

 

2.2. LA ACTIVACIÓN DE LA VÍA NOTCH EN MDSCs CIRCULANTES Y EN EL 

MAT PREDICEN RESISTENCIA AL TRATAMIENTO CON ICIs Y PEOR 

SUPERVIVENCIA 

 

En nuestro trabajo encontramos una correlación entre la expresión de NOTCH1 

y de HES1 en MDSCs circulantes. Esta activación de la señalización de la vía Notch en 

MDSCs circulantes mediada por una alta expresión de NOTCH1 y HES1 se asocia con 

peores resultados en supervivencia tras el tratamiento con ICIs. De esta manera, una 

alta expresión de NOTCH1 se asocia a una peor SG (p=0,046), mientras que, una alta 

expresión de Hes1 se asocia a una peor SLP (p=0,004). Cuando agrupamos a los 

pacientes con activación de la señalización Notch con alta expresión de NOTCH1 y HES1 

(NOTCH1 high/HES1 high) en MDSCs encontramos diferencias tanto en SLP como SG con 

respecto al grupo de baja expresión. No encontramos diferencias entre la expresión de 

NOTCH1 y HES1 en MDSCs circulantes entre el grupo de respondedores y no 

respondedores, pero, en el análisis de transcriptómia en tejido parafinado, una alta 

expresión de HES1 basal se correlaciona con menor probabilidad de respuesta al 

tratamiento con ICIs de forma significativa (p=0,02). Tampoco encontramos correlación 

entre una expresión elevada de HES1 en tejido tumoral y una proporción alta de MDSCs 

y Treg circulantes. 

2.2.1. La activación de la señalización Notch en MDSCs en cáncer se asocia a un 
fenotipo M-MDSCs con mayor capacidad de inmunosupresión 

 
 En el contexto tumoral existen trabajos que demuestran que la inhibición de la 

señalización de Notch en HSCs, MDSCs y CDs está directamente implicada en la 

diferenciación anormal de las células mieloides. Cheng et al (155) evaluaron el papel de 

la señalización de la vía Notch en la diferenciación de las células mieloides en cáncer en 

un modelo murino. Observaron que la expresión de genes diana de Notch (HES1 y HES5) 

estaba reducida significativamente en las poblaciones celulares mieloides comparada 

con los controles no tumorales. La expresión de HES1 en las PMN-MDSCs obtenidas de 

sangre de pacientes con cáncer renal fue significativamente más baja que la procedente 
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de donantes sanos. Este efecto parece estar mediado por una fosforilación del DICN, 

dependiente de una serin/treonina quinasa CK2, que conlleva a una alteración en la 

interacción del DICN y su represor transcripcional CSL, impidiendo la transcripción de 

sus genes diana (155). El grupo de Wang et al (158) también confirmó en un modelo tumoral 

murino que la señalización de Notch está inhibida en las MDSCs. Aislaron MDSCs 

periféricas de los bazos de ratones y encontraron que tanto la expresión de receptores, 

ligandos y genes diana (HES1 y 5 y HEY1 y 2) de la vía Notch estaba suprimida de forma 

significativa en este modelo tumoral. Además, también observaron que si se modulaba 

la señalización a través de la vía Notch se podía influir en el proceso de diferenciación y 

en la capacidad inmunosupresora de las MDSCs. De esta forma, bloquearon la 

señalización a través de la vía Notch en HSCs de la médula ósea in vitro y en un modelo 

tumoral murino in vivo. Observaron una reducción en la proporción de M-MDSCs a 

expensas de una mayor proliferación, expansión y acumulación de PMN-MDSCs en 

órganos linfoides y MAT, las cuales presentaron una menor capacidad inmunosupresora 

sobre las células T que se traducía además en un menor crecimiento tumoral en 

comparación con los controles con MDSCs sin supresión de la señalización de Notch. 

Estos investigadores también observaron que la señalización a través de la vía Notch 

juega un papel clave en destino de las MDSCs hacia una diferenciación monocítica o 

polimorfonuclear MDSC. Analizaron la expresión de genes diana de Notch (HES/HEY) en 

las dos subpoblaciones de MDSCs y encontraron que los niveles de expresión de estos 

genes fueron mucho mayores en M-MDSCs que en PMN-MDSCs. Además, testaron la 

capacidad inmunosupresora de ambas poblaciones observando que las M-MDSCs 

ejercían una inhibición más potente sobre la proliferación de células T y una mayor 

supresión de marcadores de activación de células T con respecto a las PMN-MDSC. Por 

último, utilizaron un modelo in vitro de activación de Notch a través de células OP9-DLL1 

en médula ósea que produjo un importante incremento de M-MDSCs en detrimento de 

la población de PMN-MDSCs. Parece que la vía de Notch puede regular la diferenciación 

y capacidad inmunosupresora de las MDSCs a través de la modulación de la vía IL-6-

STAT3. 

 

Por tanto, la señalización de la vía Notch parece estar inhibida en las MDSCs en 

pacientes con cáncer si los comparamos con controles sanos. Nosotros no encontramos 

diferencias estadísticamente significativas entre las medianas de expresión de genes de 

la vía Notch en MDSCs circulantes en los pacientes con CPNMa con respecto a los HD, 

probablemente por el número limitado de donantes sanos de nuestra serie (n=14). La 

modulación de la señalización de Notch en modelos murinos determina la 

diferenciación hacia un fenotipo PMN-MDSCs vs M-MDSCs, así como, la capacidad de 

las MDSCs de inhibir la proliferación y activación de los linfocitos T. De tal manera que, 

la activación de la señalización de la vía favorecería la diferenciación hacia M-MDSCs 

con mayor capacidad inmunosupresora, mientras que, la inhibición promovería la 

diferenciación hacia un fenotipo PMN-MDSCs con menor capacidad inmunosupresora. 
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Esto podría explicar los resultados de nuestro trabajo en los que los pacientes con una 

activación de la vía Notch mediada por una alta expresión de NOTCH1 y HES1 presentan 

una menor SLP y SG tras el tratamiento con ICIs, lo que podría ser un reflejo del 

reclutamiento tanto en órganos linfoides como en el MAT de MDSCs con una mayor 

capacidad de inducir inmunosupresión a las células T y resistencia al tratamiento basado 

en ICIs. 

2.2.2. La activación de la señalización Notch en el MAT se asocia a infiltración de 
células inmunosupresoras y progresión tumoral 
En el contexto tumoral, tenemos evidencia de varios estudios pre-clínicos y 

clínicos que demuestra que una activación de la señalización de Notch en el MAT 

modula positivamente el número y función de poblaciones celulares 

inmunosupresoras como MDSCs, Treg y TAMs tanto en el MAT como en sangre 

periférica, conllevando a progresión tumoral y peor pronóstico. Yang et al (324), en un 

modelo murino de melanoma metastásico, demostró que la sobreexpresión de NOTCH1 

en células tumorales aceleró la progresión del tumor y promovió la inmunosupresión 

tumoral mediante la regulación positiva de TGF-β1. Específicamente, forzó una alta 

expresión de NOTCH1 en las células tumorales que disminuyó la infiltración de células T 

CD8+ y células NK, así como, la liberación de IFN-γ en el MAT, al tiempo que aumentó la 

infiltración de células Treg y MDSC in vivo. También observó que tras la activación de la 

vía Notch, la expresión de PD-1 en células T CD4+ y CD8+ se reguló positivamente, 

induciendo el agotamiento de las células T. Mao et al (325) utilizaron un modelo murino 

de carcinoma escamoso de cabeza y cuello para modular la señalización de Notch y 

evaluar su efecto en las poblaciones inmunes circulantes y en el MAT a través de su 

análisis por citometría de flujo. Este modelo presentaba una activación constitutiva de 

NOTCH1-HES1.  La inhibición de la vía Notch usando un iGS redujo las poblaciones de 

MDSCs, TAMs y Treg en el bazo, ganglios linfáticos y MAT, así como, disminuyó la 

expresión de moléculas de los puntos de control inmune (PD-1, CTLA-4, TIM-3 y LAG-3) 

en linfocitos T circulantes y del MAT. En la misma línea, Jaiswal et al (326), utilizaron un 

modelo de cáncer de mama triple negativo con pérdida de función de la peptidasa 

específica de ubiquitina ligada a 9x (USP9x) en células tumorales para inhibir la 

señalización del DICN. La inhibición de la vía Notch disminuyó la producción de 

citoquinas pro-tumorales y la infiltración de Terg y TAMs en el MAT. El bloqueo de la vía 

Notch tuvo como consecuencia una promoción de la respuesta inmune antitumoral 

mediante el aumento de la infiltración de células T CD8+, suprimiendo el crecimiento de 

células tumorales in vivo. Además de los tumores sólidos, la expresión anormal de la 

señalización de Notch en células tumorales de neoplasias hematológicas también puede 

determinar la infiltración de células inmunes, como vemos en modelos de linfoma difuso 

de célula grande B, en los que la activación de la señalización de Notch aceleró la 

progresión tumoral mediante el reclutamiento de células Treg y TAMs tipo M2 (327). 

También disponemos de estudios clínicos que avalan esta hipótesis. Así, en otro estudio 

con 18 muestras de sangre periférica y tejido de pacientes con neoplasias pancreáticas 
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mucinosas se puso de manifiesto que el aumento de las células Treg circulantes se 

correlacionaba con una expresión elevada por IHQ de NOTCH1 y 2 en tejido (328). En 

pacientes con cáncer gástrico, tanto el tejido tumoral como la sangre periférica 

mostraron una expresión significativamente mayor del ARNm del receptor NOTCH1 y 2 

que el tejido gástrico humano normal, y también tenían proporciones más altas de 

células Treg y células Th17 (329). Otro grupo también encontró que la expresión alta del 

receptor NOTCH3 era un factor de mal pronóstico en pacientes con cáncer gástrico y se 

asoció con una menor infiltración de células T CD8+ activadas y una mayor infiltración 

de células inmunosupresoras (células Treg y TAMs M2) (330). 

 

Sin embargo, también disponemos de trabajos en los que la inhibición de la señalización 

de Notch en el MAT se asocia a un peor pronóstico. Parmigiani et al (331), observaron 

en un modelo de glioma que las células tumorales escapan a la vigilancia inmune y 

aumentan la invasividad al reducir la señalización de Notch. Específicamente, la pérdida 

de la señalización de Notch suprimió la expresión del CMH tipo I y citoquinas como 

CXCL9 e IL-15 que redujo el reclutamiento de células T CD8+, al tiempo que promovió la 

infiltración de microglía y TAMs pro-tumorales. A nivel clínico, en otro trabajo publicado 

por Ortiz-Martínez et al (332) se analizaron muestras de carcinoma de mama en cuanto a 

la expresión de genes de la vía Notch y de Foxp3. Se encontró que unos niveles 

disminuidos de RNAm de NOTCH1 se asociaban a una mayor infiltración de Treg 

tumorales, tumores con fenotipo basal-like y a una peor supervivencia en el análisis 

multivariante. Un estudio de Zhao et al (333) demostró que la activación de la señalización 

de Notch en células mieloides murinas inhibía significativamente la progresión tumoral.  

Parece por tanto, que la activación de la señalización de la vía Notch mediada por la 

expresión de receptores de Notch o sus genes diana está asociada a un microambiente 

más inmunosupresor secundario a un mayor reclutamiento y activación de 

poblaciones celulares inmunosupresoras como MDSCs, Treg y TAMs, así como, una 

mayor expresión de moléculas inhibitorias de los puntos de control inmune. Esta 

activación de la vía Notch en el MAT favorecería la progresión tumoral y conllevaría, por 

tanto, una mayor resistencia a terapia basada en ICIs. Nuestros resultados ponen de 

manifiesto esta hipótesis dado que encontramos una correlación significativa entre el 

grupo de no respondedores a inmunoterapia y una alta expresión de HES1 en tejido 

tumoral previo al tratamiento (p=0.02). Además, también encontramos una correlación 

entre la alta expresión tanto de genes de receptores (NOTCH1: Pearson 0,36; p<0,0001 

y NOTCH2: Pearson 0,4; p<0,0001, respectivamente) como de genes diana de la vía 

Notch (HEY: Pearson 0,4; p<0,0001) y la expresión de moléculas inhibidoras como PD-L1 

en las MDSCs circulantes. Sin embargo, no encontramos una clara correlación entre una 

alta expresión de NOTCH1 o HES1 en tejido tumoral y una mayor proporción de MDSCs 

o Treg en sangre periférica aunque el tamaño muestral en este caso fue muy pequeño 

(n=14) para poder encontrar diferencias significativas.  
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En conjunto, estos estudios resaltan las funciones complejas de la señalización de Notch 

que, como vemos, tiene un papel pleiotrópico en la regulación de las respuestas 

inmunitarias, ya que la señalización de Notch puede modular las funciones de las células 

inmunitarias anti-tumorales o pro-tumorales. Probablemente, en función del contexto 

del MAT, la señalización de Notch puede desempeñar diferentes funciones en la 

inmunidad tumoral mediada por MDSCs. Así, tenemos modelos en los que la activación 

de la señalización promueve la inmunosupresión mediada por MDSCs y facilita la 

progresión tumoral y, en otros modelos, la activación de la señalización de Notch en las 

células mieloides promueve la diferenciación de MDSCs en TAMs tipo M1 y, por lo tanto, 

inhibe la progresión del tumor. Por su parte, en las células T, la activación de la 

señalización de Notch mejora su capacidad antitumoral, pero la señalización de Notch 

también puede promover el agotamiento de las células T al regular positivamente la 

expresión de PD-1. 

2.2.3. La activación de la vía Notch en MAT y respuesta a ICIs en cáncer 
 

Dado su papel clave en la inmunidad anti-tumoral, se ha evaluado la señalización 

a través de la vía Notch en el MAT y la respuesta a la inmunoterapia basada en ICIs en 

cáncer tanto en estudios pre-clínicos como clínicos. En el momento de esta revisión no 

hemos encontrado evidencia del papel de la activación de la vía Notch en MDSCs 

circulantes y la respuesta a ICIs en CPNMa.  

 

Tenemos evidencia pre-clínica que apunta a la activación de la vía Notch en el MAT 

como un mecanismo de resistencia a terapia basada en ICIs, así como, que la inhibición 

de la señalización se asociaría a una mejor respuesta al tratamiento. En un modelo 

murino de resistencia adquirida a ICIs en cáncer de colon, Bernardo et al (334) realizaron 

un análisis de expresión génica para estudiar los mecanismos de resistencia. Los 

tumores resistentes a anti-PD-1 presentaron una expresión reducida de genes 

relacionados con la respuesta inmune, así como, una menor infiltración de células 

inmunes (células T y NK). Encontraron una activación de TGF-b y de la señalización de la 

vía Notch en los tumores resistentes que se asoció a una peor supervivencia. En un 

ámbito clínico, Han et al (335) analizaron la expresión de ARNm de genes de la vía Notch 

en la base de datos de TCGA e identificaron tres grupos con diferentes pronóstico y 

características moleculares en cáncer renal de células claras avanzado. Elaboraron un 

score de Notch, asociado con la activación de la vía Notch, la angiogénesis, la actividad 

PI3K-AKT-mTOR y sensibilidad a los inhibidores de VEGFR/mTOR. Un score Notch alto se 

relacionó con un perfil inmunosupresor con infiltrado inmunitario anti-inflamatorio, vías 

inmunitarias inactivadas y escasa respuesta a terapias basadas en ICIs sobre los 

inhibidores de VEGFR/mTOR en los ensayos JAVELIN Renal 101 (avelumab más axitinib 

versus sunitinib) y CheckMate-009/010/025 (nivolumab versus everolimus). En la misma 

línea, Wang et al (336) encontraron que mutaciones con pérdida de función en la vía 

Notch (NOTCH1-4 y FBXW7) se asociaron con una activación de la respuesta inmune en 
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cáncer de colon, especialmente, en aquellos pacientes con inestabilidad de 

microsatélites. La pérdida de la señalización de Notch incrementó la expresión de 

quimioquinas (CXCL1 y CX3CL1) que promovieron el reclutamiento de células inmunes 

en el MAT y se correlacionó con una mayor SG (p=0,003) en los pacientes tratados con 

terapia basada en ICIs. 

 

Sin embargo, también encontramos trabajos en los que las mutaciones en la vía Notch 

se asocian a una mejor respuesta al tratamiento con ICIs aunque no queda claro en 

todos los casos que estas mutaciones impliquen una activación de la señalización a 

través de la vía Notch en el MAT. De esta manera, el número de mutaciones no 

sinónimas en la vía Notch se correlaciona con la respuesta a terapia con ICIs en CPNM 
(337). En este sentido, tenemos también evidencia de que la concurrencia de mutaciones 

en Notch y en genes de vías de reparación del DNA se correlaciona con una mayor 

supervivencia en pacientes con CPNM tratados con ICIs (338, 339). En particular, las 

mutaciones en NOTCH4 también se han asociado con un incremento de 

inmunogenicidad en el MAT mediado por un incremento en la infiltración por células T 

CD8+ y una mejor respuesta a ICIs en varios tipos de cáncer (340).  En la misma línea, Sun 

et al (341) utilizaron una firma de 6 genes de la vía Notch para estratificar en 2 grupos de 

riesgo, encontrando diferencias en el estado inmune del MAT y en la supervivencia a 

inmunoterapia en pacientes con cáncer de vejiga.  
 

2.3. LA EXPRESIÓN DE IDO1 EN MDSCs CIRCULANTES Y EN EL MAT SE 

ASOCIA CON LA RESPUESTA Y SUPERVIVENCIA A TERAPIA BASADA 

EN ICIs 
 

En nuestro trabajo encontramos una correlación entre la expresión de IDO1 y la 

expresión de PD-L1 en MDSCs circulantes. En el análisis de transcriptómica en la 

población de MDSCs circulantes, una alta expresión de IDO1 previa al tratamiento con 

ICIs se asoció con una mayor SG de forma significativa con respecto al grupo de baja 

expresión (p=0,01) y, este efecto, se mantiene tras ajustar por variables clínicas con 

valor pronóstico en un modelo multivariante (Expresión IDO1 high vs low: HR 0,36; 

p=0,001). De hecho, al incorporar las variables clínicas, citométricas y transcriptómicas 

en el análisis multivariante, la expresión de IDO1 en MDSCs sigue manteniendo su valor 

pronóstico independiente en el modelo (Expresión IDO1 high vs low (n = 100): HR 0,52; 

p=0,02). No encontramos diferencias entre la expresión de IDO1 en MDSCs circulantes 

entre el grupo de respondedores y no respondedores, pero, en el análisis de 

transcriptómia en tejido tumoral, una alta expresión de IDO1 basal se correlaciona con 

menor probabilidad de respuesta al tratamiento con ICIs (p=0,04), de forma opuesta a 

lo que observamos en MDSCs en sangre periférica. 
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2.3.1. Expresión de IDO1 en MAT y pronóstico 
 

2,3-Dioxigenasa Indolamina (IDO) es un enzima intracelular que ejerce un efecto 

inmunosupresor al catabolizar el aminoácido triptófano hasta quinurenina y sus 

derivados. La expresión de IDO se ha descrito en una diversidad de células inmunes y 

estromales, sobre todo en CDs, y regula de forma fisiológica la respuesta inmune innata 

y adaptativa favoreciendo la inmuno-tolerancia. IDO se expresa en muchos tipos de 

tumores humanos y su alta expresión se asocia con un estadio avanzado de la 

enfermedad, desarrollo de metástasis y peor pronóstico (342, 343). En el caso del CPNM 

disponemos de datos de la expresión de RNAm de IDO1 en muestras de adenocarcinoma 

procedentes de la base de datos del TCGA y podemos observar una tendencia a una 

supervivencia superior en el grupo de alta expresión de IDO1 aunque no llega a alcanzar 

la significación estadística (IDO1_exp high vs low; p=0,11), en línea con nuestros 

hallazgos en MDSCs en sangre periférica. Además, en esta base de datos la expresión de 

IDO1 en 517 muestras de adenocarcinoma de pulmón se correlaciona con la proporción 

de MDSCs en sangre (Rho Spearman = 0,46; p<0,001) (313). Sin embargo, esta correlación 

entre la expresión de IDO1 en tejido tumoral y la proporción MDSCs circulantes no la 

encontramos en nuestro estudio, aunque en este caso, el número de pacientes con 

datos disponibles fue muy bajo (n=14) y probablemente insuficiente para detectar 

diferencias significativas. 

2.3.2. Expresión de IDO1 en MAT e inmuno-evasión 

IDO puede expresarse directamente por las propias células tumorales o 

inducirse, indirectamente por la presencia del tumor, en las CPAs, MDSCs y otras células 

inmunes y estromales. La sobre-expresión de IDO genera un MAT inmunosupresor 

mediante diferentes mecanismos: inhibe la activación de los linfocitos T efectores 

mediante el agotamiento de triptófano y promueve la diferenciación y activación de las 

células Treg mediante la producción de quinurenina (344). Se ha demostrado en 

diferentes modelos animales que la expresión de IDO está implicada en la resistencia a 

inmunoterapia basada en ICIs a través de mecanismos como el reclutamiento y 

activación de MDSCs y de células Treg en el MAT. Además, la expresión tumoral de IDO 

se ha correlacionado con otras moléculas de co-inhibición tales como PD-1/PD-L1 (345, 

346). Los principales inductores de la expresión de IDO en el MAT son los interferones de 

tipo I y, especialmente, de tipo II como IFNg producidos por los TILs que regulan 

positivamente IDO a través de STAT-1 y NF-kB como una señal de retroalimentación 

negativa, contribuyendo a la evasión inmune. Por tanto, el IFNg producido por células T 

CD8+ activadas es un factor necesario para la expresión de IDO y PD-L1 en MAT de 

tumores “inflamados”, siendo la expresión de PD-L1 un factor predictivo de respuesta a 

inmunoterapia con anti-PD1/PD-L1 (342). Nosotros encontramos correlación entre la 

expresión de IDO1 y la expresión de PD-L1 en MDSCs circulantes en nuestro trabajo. 

Esta expresión de IDO dependiente de linfocitos T CD8+ e IFNg en tumores “inflamados” 
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podría ser una de las explicaciones por la que se observa un pronóstico favorable en 

diferentes tipos cáncer con alta expresión de IDO en el MAT y, está en línea, con lo 

observado en nuestro trabajo donde la alta expresión de IDO1 en MDSCs circulantes se 

asocia a una mayor SG tras inmunoterapia con ICIs en el análisis multivariante. 

En el contexto tumoral, las MDSCs son también una de las fuentes de IDO en el MAT y 

numerosos estudios han puesto de manifiesto su valor pronóstico. En un modelo 

murino de cáncer de pulmón, se identificó a las M-MDSCs como la principal fuente de 

expresión de IDO (347), mientras que, en otro modelo las MDSCs IDO+ indujeron la 

expresión de moléculas de co-inhibición como PD-1, CTLA-4, LAG-3 y TIM-3 en las células 

T CD8+ generando un fenotipo exhausto (348). Los mecanismos moleculares que 

subyacen a la expresión aberrante de IDO en MDSCs no son muy conocidos. En MDSCs 

derivadas de cáncer de mama, la expresión de IDO aumentó a través de la vía IL-6/STAT-

3, que activó la vía no canónica de NF-kB, lo que resultó en una mayor actividad 

transcripcional del promotor de IDO (349). En un modelo tumoral murino de melanoma 

con sobrexpresión de IDO se observó un aumento de la población de MDSCs tanto en 

tumor como en bazo. Sin embargo, las MDSCs periféricas aisladas del bazo presentaron 

niveles bajos de Arg1 e iNOS y no mostraron actividad supresora in vitro (350). En cáncer 

de ovario, el nivel de M-MDSCs y PMN-MDSCs IDO+ fue significativamente mayor en 

sangre periférica en comparación con el MAT (351). Por tanto, la activación de las 

funciones inmunosupresoras de MDSCs mediadas por IDO parecen adquirirse una vez 

se reclutan en el MAT. Los mecanismos por los cuales se activan las funciones de las 

MDSCs dentro del MAT no están del todo claros, pero implican a citoquinas pro-

inflamatorias y factores de crecimiento liberados por las células tumorales en su 

microambiente. Estos cambios probablemente expliquen porqué la expresión de IDO en 

MDSCs circulantes tenga un significado diferente al que podemos observar en el MAT. 

2.3.3. Expresión de IDO en células inmunes circulantes y respuesta a ICIs 

En el microambiente tumoral, la expresión de CTLA-4 en células Treg modula 

positivamente IDO en las CDs y MDSCs, lo que promueve recíprocamente la activación 

de Treg. Esta interacción de puntos de control inmune también se evidencia en sangre 

periférica. La frecuencia de MDSCs IDO+ por citometría se correlacionó con la infiltración 

de Treg en tejido por IHQ y tuvo un impacto negativo en la supervivencia en pacientes 

con cáncer de mama tratadas con QT neoadyuvante en un modelo multivariante (352).  

Sin embargo, hay muy pocos estudios que analicen el impacto de la expresión de IDO 

en células inmunes en sangre periférica en la terapia basada en ICIs. A nivel clínico la 

expresión de IDO en MDSCs circulantes se ha determinado en 72 pacientes con 

melanoma estadio I a IV. La expresión de IDO se detectó predominantemente en pCDs 

CD123+ y M-MDSCs y, en mucha menor medida, en Treg y PMN-MDSCs. La actividad de 

IDO en sangre periférica se correlacionó positivamente con los niveles de células T CD8+ 

PD-L1+ y Treg CTLA4+, lo que remarca la estrecha interconexión entre estos marcadores 
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inmunosupresores en células inmunes circulantes. En pacientes en estadio IV se 

encontraron frecuencias más altas de M-MDSCs IDO+ y PMN-MDSCs IDO+ en 

comparación con los pacientes en estadio I-III. Sin embargo, esto no tuvo impacto en la 

SG ni SLP (353). En pacientes con CPNM, cáncer renal y melanoma, la actividad de IDO 

medida indirectamente por el índice Quinurenina/Triptófano (Kyn/Trp) en suero o 

plasma durante el tratamiento con inmunoterapia basada en ICIs se asoció con 

resistencia al tratamiento y menor SLP (354-357). En modelos pre-clínicos se ha 

demostrado que el bloqueo de IDO es eficaz como parte de una terapia combinada que 

incluye tratamiento con ICIs (358, 359). Sin embargo, cuando estos inhibidores 

(epacadostat) han pasado a la fase de ensayos clínicos no han logrado demostrar un 

beneficio en supervivencia con la combinación con pembrolizumab en melanoma 

avanzado (360). 

 

2.4. POSIBLES APLICACIONES TERAPÉUTICAS DE LA MODULACIÓN DE LA 

VÍA NOTCH EN IMUNOTERAPIA 

 

El análisis transcripcional de las MDSCs circulantes y del tejido tumoral en 

nuestra investigación pone de manifiesto dos mecanismos de resistencia al tratamiento 

con ICIs en CPNMa que parecen clave en la respuesta a esta terapia y que implican a la 

expresión de ligandos Jagged y a la activación de la vía Notch en MDSCs circulantes y 

en el MAT. Por tanto, parece evidente que una de las aplicaciones potenciales de estos 

hallazgos sea el desarrollo de estrategias de tratamiento dirigidas a contrarrestar estos 

mecanismos de resistencia mediados por las funciones inmunosupresoras de las MDSCs, 

como pueden ser, la generación de anticuerpos monoclonales anti-Jagged o fármacos 

inhibidores de la señalización de Notch combinados con terapia basada en ICIs. 

2.4.1. Anticuerpos anti-Jagged 
 

Ya hemos revisado en profundidad el papel pro-oncogénico de la señalización 

Jag1/Notch mediante mecanismos que implican la evasión del sistema inmune. Todos 

estos mecanismos hacen de la vía Jag1/Notch en MDSCs una diana terapéutica de 

especial interés en el CPNMa. Se han desarrollado anticuerpos monoclonales anti-Jag1 

humanos y murinos capaces de bloquear la señalización de Notch in vitro en varias líneas 

celulares, tales como, 15D11, J1-65D y CTX014 (361, 362, 170). Aunque los resultados son 

prometedores, todavía no se han comunicado datos de la eficacia y seguridad de estos 

anticuerpos anti-JAG1 en el contexto de ensayos clínicos. Disponemos de evidencia pre-

clínica de la actividad terapéutica in vivo de anticuerpos anti-Jagged1/2 (CTX014) en 

varios modelos tumorales de ratón, entre ellos, el modelo 3LL de carcinoma de pulmón 
(170). Los resultados mostraron que el tratamiento con CTX014 superó la tolerancia de 

las células T inducida por el tumor, aumentó la infiltración de células T CD8+ reactivadas 
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en los tumores y mejoró la eficacia de la inmunoterapia basada en células T. El bloqueo 

de Jagged aumentó la proliferación de linfocitos T CD8+, así como, la señalización a 

través de la vía Notch en estas células con unos mayores niveles de NOTCH1 y genes 

diana como HES1. De hecho, en un modelo tumoral de linfoma, los anticuerpos anti-

Jagged mejoraron el efecto antitumoral de la terapia de células T adoptivas. Además, 

los investigadores describieron que la terapia anti-Jagged inducía la acumulación de 

células MDSC-like que presentaban una menor capacidad de bloquear la proliferación 

de células T y producción de INFg, así como, una menor expresión de marcadores 

inmunosupresores de MDSCs como iNOS y ARG1 comparado con las MDSCs de 

controles. La depleción de MDSC-like con anti-Gr1+ prevenía la expansión y activación 

de células T CD8+ mediada por los anticuerpos anti-Jagged en el tumor. Por tanto, la 

terapia anti-Jagged podría inducir la acumulación de MDSC-like potencialmente 

antitumorales a través de la activación de células T CD8+. No queda claro el mecanismo 

exacto por el cual la terapia anti-Jagged produce este efecto, podría estar mediado por 

los ligandos DLL al activar Notch con una cinética diferente o probablemente al interferir 

en la inhibición cis de los receptores de Notch de las MDSCs por los ligandos Jagged 

expresados en las mismas células. Sin embargo, estos hallazgos proporcionan evidencias 

preclínicas del uso de anticuerpos anti-Jagged1/2 para reprogramar la supresión de las 

células T mediadas por MDSCs y mejorar la eficacia de la inmunoterapia antitumoral. 
 

Jagged1 es un ligando que tiene una serie de características que lo convierten en una 

diana atractiva para la terapia antineoplásica frente a otros ligandos o receptores de la 

vía Notch. El bloqueo de JAG1 no presenta fenómeno de haplo-insuficiencia como 

ocurre con otros ligandos de Notch (363, 364). Esto permite una mayor ventana terapéutica 

para interferir en la actividad de la vía Notch sin inducir una toxicidad significativa. 

Además, mientras que, en el contexto tumoral, los ligandos DLL ejercen sus funciones 

fundamentalmente en la angiogénesis, los ligandos Jagged tienen un papel más amplio 

en angiogénesis, regulación de células inmunosupresoras, células tumorales y stem 

cells. Por tanto, interferir en la señalización de JAG1, tanto en el estroma como en las 

células tumorales, podría inducir efectos sinérgicos, tal y como, se puede observar en 

modelos de cáncer de ovario (365). La interconexión entre Notch y otras vías de 

señalización como Wnt, Hedgehog y VEGF, así como, con el sistema immune, hacen de 

la terapia basada en los ligandos de Notch muy atractiva para desarrollar estrategias de 

tratamientos combinados con ICIs. Un ejemplo, lo encontramos con navicixizumab 

(OMP-305B83), un anticuerpo biespecífico que inhibe la señalización de Notch a nivel 

del ligando DLL4 y VEGF. Un ensayo fase I ha mostrado datos preliminares de la actividad 

anti-tumoral en múltiples tipos tumorales, que parecen especialmente interesantes en 

cáncer de ovario (366). 
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2.4.2. Inhibidores de la señalización Notch en MDSCs 
 

Ya se ha revisado en profundidad que la activación de la señalización Notch en 

MDSCs en cáncer se asocia a un fenotipo de MDSCs con una mayor capacidad de 

inducir inmunosupresión a las células T y resistencia al tratamiento basado en ICIs. 

Además, la activación de la señalización de la vía Notch en el MAT está asociada a un 

microambiente más inmunosupresor secundario a un mayor reclutamiento y activación 

de poblaciones celulares inmunosupresoras, así como, una mayor expresión de 

moléculas inhibitorias de los puntos de control inmune. Esta activación de la vía Notch 

en el MAT favorecería la progresión tumoral y conllevaría, por tanto, una mayor 

resistencia a terapia basada en ICIs.  

 

En el momento de esta revisión no hemos encontrado evidencia del papel de la 

activación de la vía Notch en MDSCs circulantes y la respuesta a ICIs en CPNMa.  Sin 

embargo, tenemos evidencia que apunta a la activación de la vía Notch en el MAT como 

un mecanismo de resistencia a terapia basada en ICIs, así como, que la inhibición de la 

señalización se asociaría a una mejor respuesta al tratamiento. En un modelo murino de 

resistencia adquirida a ICIs en cáncer de colon, Bernardo et al (334) realizaron un análisis 

de expresión génica para estudiar los mecanismos de resistencia. Encontraron una 

activación de TGF-b y de la señalización de la vía Notch en los tumores resistentes que 

se asoció a una peor supervivencia. La inhibición de TGF-b y Notch en combinación con 

anticuerpos anti-PD-1 disminuyó el crecimiento tumoral y re-sensibilizó a los tumores al 

tratamiento con ICIs. Por tanto, inhibir la señalización de Notch podría revertir la 

resistencia a la terapia con ICIs al actuar sobre poblaciones celulares inmunosupresoras 

como MDSCs. Las terapias de combinación de fármacos inhibidores de la señalización 

de Notch e ICIs parecen, por tanto, prometedoras en este sentido desde el punto de 

vista teórico. A nivel pre-clínico, tenemos más evidencia de la sinergia de este 

tratamiento combinado. En un modelo de cáncer de mama la combinación de anti-PD1 

con un iGS redujo la tasa de crecimiento tumoral in vivo en mucha mayor medida que 

ambos tratamientos por separado (367). Además, como hemos visto, la inhibición o 

activación de la señalización de Notch en células tumorales puede modular la 

expresión de moléculas de los puntos de control inmune. También tenemos evidencia 

que, en las células T, la activación de la señalización de Notch mejora su citotoxicidad 

pero promueve la expresión de PD-1, lo que potencialmente induciría el agotamiento 

de las células T. Por lo tanto, es probable que debamos adoptar diferentes estrategias 

terapéuticas sinérgicas en diferentes contextos. Para un MAT en el que la inhibición de 

la señalización de Notch induce la expresión de PD-1, teóricamente podríamos combinar 

inhibidores de la señalización de Notch con ICIs para intentar obtener efectos 

antitumorales sinérgicos. AL101 y fosciclopirox son dos inhibidores de la vía Notch de 

los que se ha presentado resultados preliminares en ensayos clínicos fase I-II en tumores 

sólidos en ASCO 2022. 
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2.5. Fortalezas y limitaciones del estudio 
 
Entre las fortalezas del estudio podemos destacar su naturaleza prospectiva y 

multicéntrica incluyendo una población homogénea de 105 pacientes con CPNMa 

tratados con ICIs en ≥2ª línea, una de las mayores series comunicadas hasta el momento 

con datos de poblaciones celulares inmunosupresoras circulantes. También cabe 

destacar la recolección de muestras frescas, no criopreservadas, puesto que, la 

criopreservación puede alterar el aislamiento de las poblaciones de MDSCs y el 

procesamiento homogéneo de las mismas. Por último, el impacto pronóstico de las 

diferentes poblaciones celulares y genes analizados se ajustó en un análisis 

multivariante con otras variables pronóstico conocidas en cáncer de pulmón. 

 

Aunque nuestro estudio apoya la idea de que los niveles de MDSCs pueden usarse como 

marcador pronóstico en CPNM, también plantea preguntas importantes sobre la 

biología de las MDSCs y las funciones específicas de las diferentes subpoblaciones de 

MDSCs en la promoción de la progresión tumoral. Una de las principales limitaciones es 

que no evaluamos las poblaciones de células inmunosupresores en el tejido tumoral, 

pudiendo ser éstas más representativas que las poblaciones celulares circulantes en 

sangre periférica. De hecho, Yamauchi et al (261) han comunicado que la proporción de 

las subpoblaciones de MDSCs son mayores en el tejido tumoral que en sangre periférica, 

aunque sólo los niveles de MDSCs circulantes fueron capaces de predecir recaídas tras 

la cirugía. Además, hay que tener en cuenta recientes publicaciones que muestran 

importantes diferencias funcionales entre las MDSCs circulantes e intra-tumorales (368-

370). Por lo tanto, se necesita una mejor caracterización fenotípica y funcional de las 

MDSCs antes de que se pueda explicar completamente su potencial como biomarcador 

predictivo. Otra de las limitaciones reside en que no realizamos ensayos funcionales en 

muestras de sangre periférica de pacientes con MDSCs circulantes y linfocitos T en co‐

cultivo para evaluar la actividad inmunosupresora de las mismas. La distinción entre 

PMN‐MDSCs y neutrófilos también supone una limitación a la hora de su similitud desde 

el punto de vista citométrico en cuanto a su fenotipo y morfología. El método que hemos 

utilizado en nuestro estudio para la separación de neutrófilos de las PMN‐MDSCs es el 

gradiente de Ficoll. Las PMN‐MDSCs están enriquecidas en la fracción de baja densidad, 

pero esta fracción no solo contiene MDSCs sino también neutrófilos activados (371). Otros 

autores utilizan marcadores de superficie como lectin‐like oxidized low‐density 

lipoprotein receptor‐1 (Lox‐1) para distinguir la población de PMN‐MDSCs de los 

neutrófilos (279). 
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Aunque la evidencia disponible hasta el momento, sobre el potencial papel como 

biomarcador de las MDSCs y Treg es limitado, nuestros hallazgos confirman que los 

niveles de MDSCs circulantes previos al inicio de tratamiento con ICIs se correlacionan 

con la RNL y podrían identificar a los pacientes que tienen más riesgo de progresar y 

fallecer precozmente tras el inicio del tratamiento. El papel de las MDSCs como 

biomarcadores predictivos de respuesta a inmunoterapia debería, no obstante, 

validarse en estudios prospectivos con un mayor número de pacientes y mayor 

seguimiento.  
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VI. CONCLUSIONES 

I. Análisis de las poblaciones celulares inmunes 

 
1. Identificamos una asociación significativa entre una proporción elevada de 

MDSCs circulantes basales y una menor supervivencia tras el tratamiento con 

ICIs en pacientes con CPNMa. En la actualidad existen estrategias terapéuticas 

dirigidas a contrarrestar a la población de MDSCs con la finalidad de mejorar la 

eficacia clínica y revertir la resistencia a la inmunoterapia basada en ICIs. 

 

2. Una proporción alta de Treg circulantes basales, se asocia con una mayor SG 

tras terapia con ICIs en CPNMa, aunque no se mantuvo como variable 

independiente en el análisis multivariante. 

 

3. Identificamos una asociación significativa entre una RNL pre-tratamiento 

elevada y una menor supervivencia tras el tratamiento con ICIs en pacientes 

con CPNMa. 

 

4. Encontramos una correlación directa entre los niveles de MDSCs circulantes 

(MDSCs totales y PMN‐MDSCs) y la RNL. Agrupando MDSCs, RNL y RPL 

identificamos a los pacientes con mayor probabilidad de presentar una 

supervivencia prolongada o una muerte precoz tras inmunoterapia. Por tanto, la 

RNL podría ser un reflejo de la proporción de MDSCs circulantes en CPNMa.  

 

II. Análisis de la expresión de genes en MDSCs y tejido 

 

1. La expresión de ligandos de Notch Jagged en MDSCs circulantes y en el tejido 

tumoral predicen resistencia al tratamiento con ICIs en CPNMa.  

 

2. La activación de la vía Notch mediada por una alta expresión de NOTCH1 y HES1 

en MDSCs circulantes y en el tejido tumoral predicen resistencia al tratamiento 

con ICIs y peor supervivencia.  

 

3. La expresión de IDO1 en MDSCs circulantes y en el MAT se asocia con la 

respuesta y supervivencia a terapia basada en ICIs. Una alta expresión de IDO1 

en MDSCs previa al tratamiento con ICIs se asoció con una mayor SG en el 

modelo de regresión multivariante. En tejido tumoral, una alta expresión de 

IDO1 se correlaciona con menor probabilidad de respuesta a ICIs, de forma 

opuesta a lo que observamos en MDSCs en sangre periférica. 
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4. Posibles aplicaciones terapéuticas de la modulación de la vía Notch en 

inmunoterapia. El análisis transcripcional de las MDSCs circulantes y del tejido 

tumoral en nuestra investigación pone de manifiesto dos mecanismos de 

resistencia al tratamiento con ICIs en CPNMa que parecen clave en la respuesta 

a esta terapia y que implican a la expresión de ligandos Jagged y a la activación 

de la vía Notch en MDSCs circulantes y en el MAT. Por tanto, parece evidente 

que una de las aplicaciones potenciales de estos hallazgos sea el desarrollo de 

estrategias de tratamiento dirigidas a contrarrestar estos mecanismos, como 

pueden ser, la generación de anticuerpos monoclonales anti-Jagged o fármacos 

inhibidores de la señalización de Notch combinados con terapia basada en ICIs. 
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ANEXO 3. Informe del CEIm Hospital Arnau de Vilanva 
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ANEXO 4. Informe del CEIm Hospital La Fe 
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ANEXO 5. Clasificación estudio clínico por la AEMPS 

 



 170 

 

 



 171 

 



 172 

 

ANEXO 6. Resolución del Comité Autonómico de Estudios Postautorización 
Observacionales Prospectivos con Medicamentos de la Comunidad Valenciana 
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