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RESUMEN

El empleo de tratamientos inmunoterdpicos contra el cdncer es una alternativa
terapéutica cada vez mas habitual en la practica clinica. En concreto, las terapias
basadas en el bloqueo de los immune checkpoints se presentan como una opcion eficaz
frente a otros tratamientos mas agresivos, toxicos o que han mostrado resistencias con
anterioridad en pacientes con distintos tipos de cancer.

Sin embargo, la efectividad de este tipo de terapias no siempre es la esperada,
ya que en ocasiones la tasa de respuesta es escasa. Puesto que se trata de terapias
gue implican un moderado riesgo de toxicidad y un alto coste, ha surgido la necesidad
de desarrollar y validar biomarcadores que permitan predecir en qué pacientes la
relacion riesgo/beneficio es suficiente como para administrar este tipo de tratamientos.

A lo largo de este trabajo de revision se valoraran los biomarcadores predictivos
de respuesta y los biomarcadores de resistencia mas importantes desarrollados en la
actualidad, su mecanismo de accion, sus ventajas y sus limitaciones. En concreto, en el
presente trabajo se analizaran la expresion de PD-L1, la TMB, las alteraciones en el
microambiente tumoral por la variacion en las concentraciones de IFN-y, LDH, IDO1, los
linfocitos T CD8+ y las mutaciones concretas de algunos oncogenes.

PALABRAS CLAVE: Puntos de control inmune, Biomarcador, Expresion de PD-L1,
TMB, Tumor inmunogénico, Inmunoterapia.

ABSTRACT

The use of immunotherapic treatments in cancer is a very common therapeutic
choice in clinical practice. Specifically, therapies based on the immune checkpoint
blockade are an effective option against other treatments that turn out to be more
agressive, toxic or that have shown resistance on patients with cancer.

However, the rate of response in these therapies not always is high. Since these
treatments involve a moderate risk of toxicity and are expensive, it is necessary to
develop and validate different biomarkers in order to predict in which patients the
risk/benefit ratio is enough for dispensing these treatments.

The purpose of this work is to evaluate the most important predictive biomarkers
of response and resistance, their mechanism of action, their advantages and limitations.
In particular, the present study will analyze the expression of PD-L1, TMB, alterations in
the tumor microenvironment due to the variation in the concentration of IFN-y, LDH,
IDO1, CD8+ T lymphocytes and the specific mutations of some oncogenes.

KEY WORDS: Immune checkpoint, Biomarker, PDL1 expression, TMB, Immunogenic
tumor, Immunotherapy



INTRODUCCION
Relacion entre el sistema inmune y el cancer.

Es plenamente conocido que la funcién principal del sistema inmune es la
deteccion y eliminacion de “elementos” extrafios, conocidos como antigenos, que
generan “sefiales de peligro”; asi como no responder a los autoantigenos “no
peligrosos”. En el caso de las células tumorales, las mutaciones genéticas que
presentan, conllevan en ocasiones la generacion de nuevos antigenos; ademas de que
habitualmente producen “sefiales de peligro” que pueden activar al sistema inmune.*

Este supuesto conformé el punto de partida de una linea de investigacion,
iniciada por Paul Erlich, quien sostuvo la potencial importancia del sistema inmune en la
deteccion de procesos tumorales. Sin embargo, el desarrollo mas importante se produjo
en la década de 1950, momento en el que la inmunologia tuvo un gran apogeo. Serian
Macfarlane Burnet y Lewis Tomas quienes, en 1957 desarrollarian la teoria de la
inmunovigilancia tumoral. Esta teoria postulaba que el sistema inmune no solo tenia
la finalidad de defender al organismo frente a agentes externos dafiinos, sino que
también tenia un papel fundamental en la defensa frente a los agentes dafinos propios,
es decir, las neoplasias. Ademas, afiadia que eran los linfocitos los encargados de
reconocer y eliminar estas células cancerosas.

Sin embargo, los ensayos que se realizaron no fueron concluyentes en cuanto a
la existencia de este proceso, de manera que los postulados de inmunovigilancia fueron
desechados y abandonados desde finales de los 70, no siendo hasta finales de los 90
cuando se reconsider6 esta teoria. Finalmente, se pudo constatar experimentalmente
con el empleo de ratones Knock-Out deficientes en moléculas clave en la defensa
inmunoldgica. En estos estudios se demostré que la ausencia de un sistema inmune
competente propiciaba la generacion de tumores con una mayor incidencia que en los
animales con un sistema inmune completamente funcional. Es por ello, que la teoria de
la inmunovigilancia antitumoral pasé a ser un hecho experimentalmente constatado.

Ahora bien, posteriores estudios sirvieron para demostrar que la relacion entre
el sistema inmune y el cancer era mas compleja que la inicialmente demostrada en la
inmunovigilancia antitumoral. Fue entonces cuando se vio que en el momento que se
inicia la respuesta inmune contra el tumor, se producen una serie de procesos, por parte
del mismo, que forjan el desarrollo tumoral, concluyendo en la seleccion de las variantes
celulares tumorales que presentan un fenotipo menos inmunogénico.

Esto se produce porque el sistema inmune elimina las células tumorales que
superan un umbral de inmunogenicidad, persistiendo aquellas células cancerosas que
promueven la tolerancia inmunolégica, bien porgue evaden el control inmune o bien
porque adquieren mecanismos que lo suprimen. Este fracaso de la respuesta inmune
ya lo observé Paul Ehrlich, quien, a principios del siglo XX, observé que ratones con
tumores en crecimiento eran muy resistentes a una segunda exposicion tumoral, a pesar
de que el primer tumor siguiese desarrollandose. A este fenémeno se le denominé
inmunidad concomitante, de manera que mientras que en el tumor primario la
respuesta inmune terminaba por proteger al tumor, en otros tumores nacientes, esta
respuesta era suficiente como para eliminar el tumor completamente (Gnicamente en los
7-10 primeros dias tras implantarse el tumor, momento en el que se incrementa la
infiltracion de linfocitos).?



Debido a que la relacion del sistema inmune con la enfermedad neoplasica es
mas compleja de lo que se creia anteriormente, fueron Dunn et al quienes proponen
rebautizar el concepto con el nombre de inmunoedicion tumoral. Esta inmunoedicion
del cancer se entiende como el conjunto de interacciones que se establecen entre el
tumor y el sistema inmune y que pueden finalizar en dos posibles escenarios: la
eliminaciéon completa del tumor o el paso a una situacion de tolerancia frente al mismo.
En este proceso de inmunoedicion tumoral encontramos tres fases conocidas como “las
tres Es de la inmunoedicion tumoral”: eliminacién, equilibrio y evasion (véase Figura
1)_1,3
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En la primera fase, la fase de eliminacidn, se genera una respuesta antitumoral
a expensas de la inmunidad innata inicial y posteriormente de una respuesta inmune
adaptativa, en la que resulta imprescindible una respuesta de linfocitos T (principalmente
CD8+ citotdxicos) frente a antigenos especificos del tumor.*

Larespuesta innata se produce principalmente por las células NK, que detectan
cambios producidos por las células neoplasicas (por ejemplo, la ausencia de ciertas
sefiales inhibitorias o la activacion de sefiales de estrés) y generan una respuesta
citotodxica frente a las células tumorales mediante diferentes mecanismos (secrecion de
perforina/granzima B, expresion de los ligandos de muerte de la familia del TNF,...)
produciendo la apoptosis de las mismas.® Otras células que participan en la respuesta
innata son los TAM, que aparecen en todas las fases de la progresién desde que son
reclutados a la zona tumoral. Se encargan de la fagocitosis de antigenos. También
podemos encontrar DC, que se encargan fagocitar y presentar antigenos detectando
también sefiales de dafio celular (DAMP) que ponen en marcha una respuesta pro-
inflamatoria que favorecera la respuesta inmune adaptativa posterior.> En cuanto al
desarrollo de la respuesta adaptativa, es necesaria una presentacion de antigenos
acompafada de ciertas sefiales que impidan que se produzca tolerancia hacia los
propios antigenos del tumor, ademds de otras sefiales pro-inflamatorias que activen los
linfocitos T.® De esta manera, los linfocitos T son parte fundamental del proceso,
pudiendo eliminar células tumorales que expresan neoantigenos inmunogénicos.’

Si en la primera fase no se elimina completamente el tumor, se puede llegar a
una fase de equilibrio. Las primeras evidencias de la existencia esta fase, surgieron
cuando, en ratones inmunocompetentes, se les administré el carcinogeno MCA a dosis
bajas y se vio que, aunque las células tumorales se mantenian de forma prolongada, no
llegaban a formar un tumor clinicamente aparente. Sin embargo, al administrar
anticuerpos contra los linfocitos T e IFN-y, de forma brusca se formaban tumores en el
lugar de la inoculacién.® Esto demuestra la importancia de la inmunidad adaptativa en
el control del desarrollo tumoral (principalmente los linfocitos T). Durante esta fase se
produce un equilibrio entre el crecimiento de las células tumorales y la respuesta inmune
desarrollada alrededor, en el que el sistema inmune es capaz de controlar el tumor
(eliminando las variantes inmunogénicas o retrasando el desarrollo del tumor) pero sin
conseguir eliminarlo por completo. Asi, se produce una seleccidn en la que Unicamente
sobreviven aquellas células que o bien no presentan antigenos reconocibles por el
sistema inmune, o bien generan mecanismos de evasién al control inmune configurando
un microambiente tumoral que desencadenara la Gltima fase.1234

Los mecanismos que favorecen el desarrollo y mantenimiento de esta fase no
son conocidos con exactitud, pero si que se sabe que existe un balance entre las células
gue se encuentran en el microambiente tumoral, por una parte células pro-inflamatorias
(linfocitos T CD8+, células NK, linfocitos Tyd,...) que promueven la eliminacion del tumor
y por otra, células anti-inflamatorias (linfocitos T reguladores macréfagos M2, células
mieloides supresoras,...) que limitan la eliminacion de las células tumorales. En este
escenario, el sistema inmune no es capaz de eliminar el tumor ni el tumor de evadirse
completamente del propio sistema inmune.*°



Por ultimo, se produce la fase de escape, en el que las variantes tumorales que
han sobrevivido presentan mecanismos de resistencia a la eliminacién inmunoldgica o
han generado un microambiente tumoral inmunosupresor. Asi, el microambiente tumoral
posee un sistema inmune que muestra tolerancia al tumor y éste puede expandirse y
desarrollarse de forma descontrolada, momento en el que se manifiesta de forma clinica.

Los mecanismos de escape se pueden producir, por una parte, porque los
linfocitos T no son capaces de reconocer los antigenos tumorales (por secuestro del
antigeno o por una inadecuada presentacion del antigeno en los ganglios linfaticos), por
otra parte, por la incapacidad de generacion de sefiales de coestimulacion apropiadas
(pese a la presentacion antigénica adecuada), también, por agotamiento del sistema
inmune (que se ve incapaz de proliferar o secretar citoquinas para generar una
respuesta antitumoral completa) y, por ultimo, por una supresion directa de estos
linfocitos por parte de otras células o de ciertos receptores de membrana, que inhiben
su activacién y/o proliferacion.©

Mecanismos tumorales de escape del sistema inmune.

Como se ha indicado anteriormente, en la Ultima fase de la inmunoedicion
tumoral, la fase de escape, el tumor es capaz de evadir las barreras de defensa del
sistema inmune y crecer de forma descontrolada, manifestdndose entonces
clinicamente. En esta fase influyen diferentes mecanismos, que podemos englobar en
tres apartados: i) los que se producen por cambios en las células tumorales; ii) los que
se derivan de cambios en el microambiente tumoral; v, iii) los que se producen por
alteraciones en las células del sistema inmune.

En primer lugar, encontramos los mecanismos de evasion derivados de cambios
en las células tumorales, que actlan generando un microambiente antiinflamatorio.
Un ejemplo de esto es la via de sefializacion NF-kB, un factor de transcripcion que se
ha asociado con la progresién tumoral. La transcripcion de este factor genera un
incremento en la expresion de citoquinas que inhiben el sistema inmune. Ahora bien, los
efectos inmunomoduladores de esta via de sefalizacién dependen en gran medida del
microambiente tumoral ya existente y de la presencia 0 no de otros agentes
inmunosupresores. Asi, se ha visto que la actividad de este factor se incrementa con la
pérdida de la proteina p53, y, del mismo modo, la activacion de p53 disminuye la
concentracion de NF-kB.112

En ese mismo sentido, también existen oncogenes que controlan el
microambiente tumoral. Un ejemplo estudiado en varios tipos de tumores es el oncogén
MYC, que regula un gran namero de procesos esenciales de la célula y, ademas, es
clave en la inmunogenicidad tumoral. Se observé que la inhibicién del oncogén MYC en
islotes tumorales establecidos generaba una regresion tumoral, asi como una
disminucion de los neutréfilos y macréfagos infiltrantes del tumor. Por otra parte, su
activacion estimul6 la produccion de citoquinas proinflamatorias (CCL5, IL-1, ...), lo que
facilita la angiogénesis.!! Otro ejemplo de oncogenes que producen alteraciones en el
microambiente tumoral es la mutacién del oncogén RAS, asociado al tumor de células
mieloides y cancer de pancreas, que induce la expresion de IL-6 y la produccion de
citoquinas que fomentan la progresion e infiltracion tumoral.*3



En segundo lugar, este microambiente tumoral inflamatorio participa tanto en
la formacion como en el desarrollo de los tumores. Para poder entender por qué se
produce este fendmeno, en apariencia contradictorio, es necesario diferenciar entre este
tipo de inflamacién crénica, producida por el desarrollo tumoral y que conlleva
alteraciones en el sistema inmune, por un proceso de extenuacion celular, que lo
practicamente lo inactivan; y la respuesta aguda del propio sistema inmune, mediante
una activacion de diversas células debido al reconocimiento de DAMP generadas por el
tumor y que si actuara intentando eliminar las células tumorales.

Las células mas abundantes en este microambiente tumoral son los TAM y los
linfocitos T. Ademas de éstas, podemos encontrar otras células que también tienen un
papel clave en el proceso de inmunoedicion (neutrdéfilos, células B, mastocitos o células
NK). Los TAM suponen aproximadamente un 50% de las células que componen el tumor
y los podemos dividir en una subpoblacion M1, con fenotipo proinflamatorio, que
produce citoquinas como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 o IL-23 e inicia una respuesta
antitumoral, y M2, con fenotipo antiinflamatorio, que produce citoquinas como IL-10 o
TGFB, que favorecen el microambiente inmunosupresor y facilita la progresion tumoral.
En los tumores desarrollados existe un predominio de macréfagos M2,1213

Otro mecanismo de escape consiste en evitar que la inmunidad adaptativa, en
concreto los linfocitos T, se recluten al microambiente tumoral, mediante la inhibicion de
citoguinas (CXCL9 y CXCL10) y otros mecanismos proinflamatorios, evitando asi que
se retinan en una concentracion suficiente en el microambiente tumoral como para
generar una respuesta efectiva contra el tumor.

Por altimo, otro tipo de mecanismo de evasion viene determinado por las células
del sistema inmune, cuya activacion o inhibicion en el microambiente tumoral resulta
fundamental en el desarrollo y crecimiento del tumor.*?

En cuanto a los mecanismos de activacion de los linfocitos T, es preciso
diferenciar entre los mecanismos de escape que se producen en los linfocitos T
activados y los que se producen en los linfocitos T naive.'? La activacion del linfocito T
se desencadena por el reconocimiento de un antigeno en el MHC de las APC por parte
del TCR del propio linfocito. Esta activacién, requiere de la existencia de sefiales
coestimuladoras, como la propiciada por CD80 y CD86, presentes en las APC, y CD28,
presente en los linfocitos T. Estas sefales potencian la activacién del sistema inmune.
De esta manera, con los linfocitos T activados, existen mecanismos de escape basados
en la reduccién de la inmunogenicidad, esto es, en hacer invisibles las células tumorales
para el sistema inmune. Fueron Robert Schreiber et al quienes mostraron que los
tumores que se producian en huéspedes inmunocompetentes presentaban una
inmunogenicidad menor comparada con tumores cuyos huéspedes tenian una falta de
inmunidad adaptativa. Posteriormente se demostré que esto se debe a que las células
tumorales con una menor inmunogenicidad no son eliminadas por el sistema inmune!24

De esta manera, un mecanismo de evasidn consiste en la inactivacion de los
linfocitos T ya activados. Asi, se conoce la existencia de receptores que intervienen en
la regulacién del linfocito como son CTLA-4 y PD-1 que pertenecen a la familia del
receptor CD28. Ambos se conocen como puntos de control del sistema inmune
(immune checkpoints). Este tipo de receptores actian en condiciones fisiol6gicas
controlando la activacion del sistema inmune, evitando la autorreactividad y los
fendmenos de autoinmunidad contra los tejidos sanos.



CTLA-4, es un receptor de los linfocitos T, estructuralmente similar a CD28
presente en los linfocitos T, que se une a las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86,
de las APC, impidiendo la activacion correcta de los linfocitos T y generando una
situacion de anergia. En tejidos sanos, esta inactivacion de los linfocitos T impide
fendmenos de autorreactividad celular, pero, sin embargo, en el microambiente tumoral
genera una inmunosupresion y favorece la evasion tumoral.'? PD-1, por su parte, es un
receptor que regula la funcion de los linfocitos T previamente activados (nunca se
expresa en linfocitos T naive), aunque también se expresa en linfocitos B, células NK y
algunos tipos de células mieloides y cancerigenas, protegiendo al organismo de
respuestas inmunes exacerbadas, aumentando su expresion de forma progresiva
durante el proceso de agotamiento de las funciones del linfocito T.*® La actuacién de
PD-1 se basa en la atenuacion de la sefial del TCR mediante la unién de PD-1 de los
linfocitos T a su ligando PD-L1, lo que genera una sefial bioquimica inhibitoria en el
momento del reconocimiento del antigeno. Este tipo de receptores es comunmente
expresado en células T activadas de forma crénica, generando una sefial inhibitoria de
las mismas, lo que resulta en el desarrollo de un fenotipo disfuncional de linfocitos T .12

Entre las diferencias entre CTLA-4 y PD-1 se encuentran que el primero se confina a los
linfocitos T, mientras que el segundo esta expresado también en linfocitos B y células
mieloides. Por otra parte, mientras que las funciones de CTLA-4 se producen en la
primera fase de activacion de los linfocitos, las funciones de PD-1 se producen en la
fase efectora, predominantemente en tejido periférico (véase Figura 2).1°
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Figura 2-Diferentes receptores y ligandos del microambiente tumoral, que permiten la interaccion
del linfocito T con el resto de células del microambiente tumoral. Se ve que mientras el ligando
de CTLA-4, CD86, sélo esta presente en las células dendriticas, y por lo tanto sélo puede
inactivar los linfocitos T, el ligando PD-L1/PD-L2 se encuentra también en las células tumorales
y en los macrofagos tisulares.'®

Existen diversos estudios que muestran una reduccion en el crecimiento del
tumor y un aumento de la supervivencia de los pacientes en aquellos tumores en los
gue se ha producido un bloqueo de los immune checkpoints. De esta manera, la
utilizacion de anticuerpos monoclonales contra estos puntos de control celular es una
estrategia terapéutica cada vez mas utilizada en la actualidad.



Tratamientos de inmunoterapia.

Se pueden encontrar a lo largo de la literatura médica diferentes clasificaciones
de las estrategias inmunoterapicas antitumorales, bien sea en funcién del tipo de agente
inmunoterapico empleado (anticuerpos, citoquinas, células, ...) o en funcion del
mecanismo de accion (la administracion de moléculas inmunoldgicas o la induccion de
la respuesta inmune del propio paciente). Segun esta ultima clasificacion, existen dos
tipos de inmunoterapia, la inmunoterapia pasiva, que consiste en la transferencia a
pacientes con tumores de moléculas o células inmunolégicas capaces de reconocer y
eliminar tumores, y la inmunoterapia activa, que consiste en la activacion del propio
sistema inmune del paciente con un tumor para que sea su sistema inmune quien
combata el tumor (véase Figura 3).:
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Figura 3-Esquema de las principales terapias inmunoterapicas en funcién del mecanismo de accion.

Dentro de la inmunoterapia pasiva, encontramos los anticuerpos antitumorales
monoclonales de diferentes origenes (murinos, quiméricos, humanizados o
completamente humanos) que reconocen especificamente antigenos tumorales. Los
mecanismos de accion dependen del tipo de IgG que sean (los mas utilizados en
oncologia son de la clase IgG1l), siendo los mas importantes la: i) la muerte celular
directa (apoptosis de la célula tumoral); i) el impedimento del crecimiento celular bien
por interferencia con receptores de membrana o interferencia con factores que
favorecen la progresion tumoral; vy, iii) la estimulacién de la citotoxicidad del propio
sistema inmune a través de los receptores de Fc presentes en las células NK,
macroéfagos y granulocitos o por la activacion de la via clasica del complemento.1317:18
Ademas, hay que tener en cuenta que la apoptosis de las células tumorales puede
liberar al microambiente tumoral antigenos intracelulares inaccesibles previamente para
el sistema inmune, que generan una respuesta adaptativa persistente de linfocitos T
citotoxicos de forma posterior.t’

Son muy diversos los anticuerpos monoclonales empleados en oncologia. Los
méas empleados en la actualidad son los dirigidos contra receptores de membrana como
rituximab (anti-CD20) o contra factores de crecimiento como cetuximab (anti-EGFR),
trastuzumab (anti-HER2) y bevacizumab (anti-VEGF).18



Por otra parte, encontramos los anticuerpos biespeificos, que tienen afinidad por
dos antigenos diferentes de forma concomitante. Un ejemplo de este tipo de terapia es
el blinatumumab (anti-CD3/anti-CD19), que se emplea en leucemia linfoblastica aguda.
De esta manera pueden activar directamente los linfocitos T mediante la union a CD3 y
unirse a las células tumorales a través de antigenos tumorales concretos como CD19
expresado en las células leucémicas.

Por dltimo, también dentro de la inmunoterapia pasiva, encontramos la
inmunoterapia adoptiva, que se realiza principalmente con linfocitos T, pudiendo
emplear también las células NK. Este tipo de inmunoterapia adoptiva consiste a grandes
rasgos en la extraccion de células inmunes autélogas o heterdlogas, su tratamiento ex
vivo para potenciar su actividad antitumoral y su reinfusion en el paciente. La terapia
con linfocitos T puede realizarse por la transferencia de TIL, que consiste en la
extraccion de linfocitos T directamente de una biopsia de un tumor, la expansion de los
mismos hasta conseguir un elevado numero de los mismos y la reinfusion en el
organismo del paciente, tras un acondicionamiento previo (con citoquinas) que
promueven su activacion. Otro tipo de terapia son los CAR-T, en la cual se infunden
linfocitos T, previamente extraidos de la sangre del paciente que se modifican
genéticamente para presentar un receptor contra antigenos de un determinado tumor.
En la actualidad se estan ya desarrollando la terapia con CAR-NK.2

Dentro de lainmunoterapia activa, existe una inmunoterapia activa inespecifica
como el empleo de adyuvantes y citoquinas, que son moléculas que activan la
respuesta inmune inespecificamente. Algunos de ellos, estimulan la liberacién de
antigenos, lo que favorece su reconocimiento por las APC y su activacion.®

Algunos adyuvantes que estimulan la liberacién de antigenos son los virosomas
(particulas virales esféricas, con capside y envoltura, pero sin material genético, que
permite transportar antigenos inmunoestimuladores a los APC), los liposomas (de
mayor eficacia antitumoral debido a su versatilidad, biocompatibilidad vy
biodegradabilidad). El Gnico aprobado en la clinica es la alimina, un adyuvante basado
en aluminio, fosfato o hidréxido de aluminio. Forma depdsitos en el sitio de la inyeccion
gue permiten una liberacién gradual y la interaccion prolongada con las APC. Ademas,
diversos estudios sugieren que induce también la muerte celular.®® Por otra parte,
tenemos los adyuvantes inmunoestimuladores, que permiten impulsar la respuesta
inmune para que sea capaz de controlar el crecimiento tumoral. Algunos ejemplos de
este tipo de terapias son la vacunacion in situ, en la que se realiza una administracion
intratumoral de un agente que actle como antigeno tumoral e induzca una respuesta
especifica de los linfocitos T (por ejemplo, la BCG en el carcinoma in situ de vejiga).?

Las citoquinas son moléculas producidas por, entre otras, las células del sistema
inmune y actian como mensajeras del mismo en respuesta e agentes infecciosos o
antigenos tumorales. Una citoquina especialmente importante en la produccién de este
microambiente inmunoestimulador tumoral es el IFN-y, el cual se puede activar
mediante diferentes adyuvantes, actualmente en desarrollo, como los ligandos de
STING, los ligandos de TLR3, ligandos de TLR7, etc. Otra citoquina utilizada en este
tipo de tratamientos es IL-2, cuyo efecto es potenciar la activacion y diferenciacion de
los linfocitos T, asi como la proliferacion y activacion de las células NK, teniendo en este
caso un papel inmunoestimulador. Sin embargo, IL-2 también puede promover la
diferenciacion de los linfocitos T reguladores actuando entonces como inmunosupresor,
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lo que es importante tener en cuenta a la hora de desarrollar nuevas estrategias de
tratamiento basadas en IL-2. Este tipo de tratamientos se administra tanto intravenoso
a altas dosis como en pequefias dosis subcutaneo.®

Por ultimo, dentro de la inmunoterapia activa especifica, se ha desarrollado una
terapia consistente en el bloqueo de los immune checkpoints (PD-1, CTLA-4). Estas
moléculas, como se ha descrito en el punto de “Mecanismos tumorales de escape del
sistema inmune”, son moléculas que, en condiciones fisioldgicas, se encargan de la
inhibicion del sistema inmune, impidiendo que se produzcan fenémenos de
autoinmunidad debidos a una activacion excesiva del mismo. También tienen la funcién
de mantener esta fase de anergia del sistema inmune y de modular la respuesta del
sistema inmune. Sin embargo, los tumores generan mecanismos de evasion basados
en generar sefiales que activen los immune checkpoints, produciendo asi un freno para
el sistema inmune en la defensa antitumoral (véase Figura 4).%4

Debido a esto, la existencia de anticuerpos monoclonales que bloqueen los
immune checkpoints de forma especifica, suponen la eliminacion de este freno del
sistema inmune, fomentando su proliferacién y defensa contra el tumor.

PD-1 o o

up-regulation up-regulation

Proliferation
Cytokine production

\

Reduced proliferation
Reduced cytokine production
Reduced survival

Figura 4-Mecanismo accién de los immune checkpoints. Las células tumorales tienen la capacidad de
expresar diferentes ligandos como PD-L1 que se une a PD-1 expresando en los linfocitos T, generando una
reduccion de la proliferacion, de la produccion de citoquinas y de la supervivencia de éstos ultimos. Por otra
parte, si no se produce un bloqueo de PD-1, los linfocitos T, por medio del TCR se unen a los antigenos
expresados en el MHC de las células tumorales, activandose y llevando a cabo una respuesta inmune'®
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Inmunoterapia basada en PD-1y PD-L1.

Los tratamientos inmunoterapicos centrados en el bloqueo de los immune
checkpoints se basan en anticuerpos monoclonales que bloquean CTLA-4 y PD-1
principalmente, impidiendo que ejerzan su efecto inhibitorio. En este apartado se
discutira la inmunoterapia basada en la via de sefalizacion PD-1/PD-L1.

PD-1 se expresa, como ya se ha indicado, en linfocitos T activados, mientras que
su ligando, PD-L1, se puede expresar en multiples tejidos, entre ellos, en distintos
tumores. En éstos, su expresion puede ser inmunogénica (extrinseca al tumor,
producida por el propio sistema inmune) u oncogénica (generada por mecanismos
intrinsecos de las células tumorales), ambas formas de expresién dentro del propio
microambiente tumoral. Esta expresion varia en funciéon del tipo de tumor, siendo
particularmente abundante en el melanoma, el NSCLC y el cancer de ovario.'* *°

Para la inhibiciobn de estos receptores se emplean anticuerpos monoclonales
especificos (principalmente 1gG-1, 1gG2 e 1gG4). En caso de las células
inmunosupresoras, si solo se busca el bloqueo de los receptores se suelen utilizar IgG4,
pero en ocasiones se utiliza un anticuerpo de clase IgG1 que tengan como efecto tanto
el bloqueo de estos receptores como la eliminacion de los linfocitos T reguladores (para
ello necesita promover la actividad de células citotéxicas).*®

Entre los anticuerpos monoclonales actuales que se emplean para inhibir la via
de sefalizacion PD-1/PD-L1 se encuentran nivolumab, pembrolizumab,
atezolizumab, pidilizumab y ayelumab (véase Tabla 1). 13

Dentro de los anticuerpos anti-PD1, se desarrollaran los mas importantes.
Nivolumab es un anticuerpo monoclonal humanizado 1gG4 contra PD-1, actualmente
aprobado por la FDA y de eleccion en el tratamiento del melanoma metastasico
(principalmente si es BRAF+), NSCLC, carcinoma renal, carcinoma urotelial.
Pembrolizumab, por su parte, es un anticuerpo de alta afinidad tipo IgG4 contra PD-1.
Actualmente también ha sido aprobado y est4 indicado en linfoma Hodgkin, melanoma,
carcinoma urotelial y NSCLC. De todos los farmacos es el que mas afinidad tiene, lo
gue conlleva, a su vez, unos niveles mayores de toxicidad. Por otra parte, pidilizumab
es un isotipo de anticuerpo tipo IgG1 contra PD-1. Todavia no se encuentra aprobado
por la FDA, siendo los estudios mas avanzados en fase Il (para el tratamiento de
neoplasias hematolégicas).?* 2

Ademas de anticuerpos dirigidos contra PD-1, también existen anticuerpo contra
PD-L1, alguno de ellos ya aprobado para su uso terapéutico. Se ha visto que la inhibicién
especifica de PD-L1 resulta mas eficaz que la PD-1, puesto que permite mantener las
interacciones que se producen entre PD-1 y PD-L2, generando un bloqueo mas
especifico y evitando, asf, la toxicidad secundaria al bloqueo de PD-1/PD-L2.%°
Atezolizumab anticuerpo monoclonal humanizado tipo IgG1 dirigido contra PD-L1. Es
un farmaco también en uso, ya aprobado por la FDA para el tratamiento del carcinoma
urotelial y el NSCLC. Ayelumab, por su parte, tampoco se encuentra aprobado
actualmente, teniendo una gran cantidad de ensayos clinicos en fase Il para el
tratamiento de neoplasias mamarias, ovaricas, cancer renal o cancer urotelial entre
otros. Se trata de un anticuerpo monoclonal tipo IgG1 dirigido contra PD-L1.%°
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Tabla 1- Farmacos que bloguean los immune ckeckpoints. Tabla modificada de Robert et al. 22

Receptor | Farmaco Referencia Estado de desarrollo | Referencia
clinico
CTLA-4 Ipilimumab Bristol-Myers Squibb | Aprobado para | Sondak et

melanoma en EEUU | al. (11)
(2011). En fase II-Il para
otras indicaciones.

PD-1 Tremelimumab | Pfizer-Medimmune Ensayo en fase Il Comin-
Anduix et
al. (2016)
Nivolumab Bristol-Myers Squibb, | Aprobado para | Specenier

tratamiento refractario en | (2016)
melanoma irresecable en
Japén y EEUU (2016)

Ono Pharmaceuticals

Aprobado para NSCLC
en EEUU (2016)

Pembrolizumab | Merck Aprobado para el | Abdel-
tratamiento refractario en | Rahman
melanoma irresecable en | (2016)
EEUU (2016)

Pidilizumab Cure Tech Ensayo clinico en fase I-Il | Bryan and
Gordon
(2014)
PD-L1 Atezolizumab Genentech/Roch Aprobado para NSCLC y | Rosenberg

carcinoma urotelial en | etal. (2016)
EEUU (2016)

Avelumab Mark/Pfizer Ensayo clinico en fase Il | Kaufman et
al. (2016)

En definitiva, se ha visto que el blogueo de los immune checkpoint y en concreto
de la via PD-1/PD-L1 se presenta como una terapia eficaz en el tratamiento del
cancer. Sin embargo, y a medida que el empleo de este tipo de terapias ha ido
creciendo, también se ha visto que algunos pacientes son refractarios a este tipo de
tratamientos, por lo que resulta fundamental conocer las causas de estos mecanismos
de resistencia. Por otra parte, antes de realizar la indicacion de este tipo de terapias, es
necesario estratificar a los pacientes en funcién de su probabilidad de respuesta al
anticuerpo, y por lo tanto realizar un tratamiento individualizado para cada paciente,
favoreciendo la respuesta en aquellos que probablemente respondan y evitando la
administracion y las toxicidades derivadas de la misma en pacientes no respondedores.
Tanto para identificar a los pacientes respondedores como para realizar esta
estratificacion se estan utilizando diferentes biomarcadores predictivos de respuesta,
Ccuya presencia o ausencia se asocia con la tasa de respuesta de los diferentes
tratamientos inmunoterépicos en diferentes tumores.
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OBJETIVOS

El presente Trabajo Fin de Grado pretende analizar los resultados obtenidos con
algunos de los biomarcadores mas relevantes desarrollados hasta el momento como
predictores de respuesta en las terapias anti PD-1/PD-L1. Los objetivos especificos de
este trabajo son:

- Revisar de los principales biomarcadores predictivos de respuesta de la terapia
inmunoterapica anti PD-1/PD-L1 desarrollados hasta la actualidad.

- Analizar las limitaciones de estos biomarcadores que impiden su aplicaciéon en
la préactica clinica habitual.

- Revisar de los biomarcadores de respuesta y resistencia mas importantes para
los anticuerpos bloqueantes de los PD-1/PD-L1.

- Conocer las nuevas perspectivas de futuro que solucionen las limitaciones
actuales de los biomarcadores estudiados.

MATERIAL Y METODOS

El disefio del estudio se basa en una revisién sistematica de la literatura
existente, tanto de ensayos clinicos como de revisiones y estudios cientificos en el
ambito del empleo de biomarcadores para la valoracion de los tratamientos en
inmunoterapia del cancer. En cuanto a la estrategia de busqueda, los articulos se han
obtenido de PubMed y de libros de literatura cientifica. El vocabulario ha sido controlado
por los términos MeSH (Medical Subject Headings) y el idioma de busqueda ha sido el
inglés. Se han utilizado las palabras clave “PDL1 expression” “TMB” “inmunogenic tumor
‘immune checkpoint™ “biomarker”. Para una busqueda mas concreta, se ha empleado
el buscador avanzado, utilizando los operadores booleanos “AND” y “OR”, ademas de
la eleccion de diferentes filtros (Review, Published in the last 5 years, Cancer, Humans,

Field: Title/Abstract).

Para la extraccién de los datos se realizaron diferentes busquedas durante el
periodo comprendido entre los meses de noviembre y enero, en las que se
seleccionaron los articulos en funcién del abstract. Las blsquedas que se realizaron
fueron: i) “tumor AND immune system AND relationship” (se encontraron 236
resultados, de los que se elegi6 1); ii) “TMB AND PDL1 expression” (encontrando 1
Gnico resultado); iii) “PDL1 OR TMB” (118 articulos de los cuales fueron elegidos 8); iv)
“PDL1 OR TMB AND biomarker” (apareciendo 20 articulos de los cuales se
escogieron 3); v) “PDL1 AND biomarker” (se encontraron 207 articulos, de los que se
eligieron 4); vi) “PDL1 OR TMB AND immunogenic tumor” (15 articulos y de ellos se
escogié 5); vii), “immune checkpoint AND biomarker” (encontrando 253 articulos, de
los que se eligieron 17); vii) “immunotherapy AND passive AND monoclonal
antibody” (aparecieron 94 resultados, de los que fue escogido 1); ix) “checkpoint
inhibition AND PDL1 AND biomarker” (encontrando 17 resultados, de los que se
utilizaron 5).
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En definitiva, en el presente articulo se han analizado 45 articulos relacionados
con la utilidad de los biomarcadores para la valoracion de los tratamientos de
inmunoterapia en cancer (véase Tabla 2).

Tabla 2- Resumen de busqueda de articulos realizada

Términos usados Articulos Articulos
encontrados | seleccionados

Tumor AND immune system AND 236 1
relationship

TMB AND PDL1 expression 1 1
PDL1 OR TMB 118 8
PDL1 OR TMB AND biomarker 20 3
PDL1 AND biomarker 207 4
PDL1 OR TMB AND immunogenic 15 5
tumor

Immune checkpoint AND biomarker 253 17
Immunotherapy AND passive AND 94 1

monoclonal antibody

Checkpoint inhibition AND PDL1 17 5
AND biomarker

TOTAL: 961 45

Ademds de todo esto, se hizo una aproximacién inicial y revision del libro
Inmunologia tumoral e imunoterapia del cancer (Antonio Anton, Alberto Anel, Luis
Martinez-Lostao, Julian Pardo, Roberto Pazo. Editorial Amazing Books. ISBN: 976-84-
17403-06-5. 12 Edicion).

La informacion analizada se estructurd en dos subapartados: 1) la introduccion
en la que se describia la relacion del sistema inmune con el cancer y el mecanismo
fisiopatoldgico de immune checkpoint PD-1 asi como los anticuerpos utilizados para
bloquearlos y 2) la descripcion y potencial valor predictivo de los diferentes
biomarcadores predictivos de respuesta de los anticuerpos anti PD-1/PD-L1.
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RESULTADOS
Biomarcadores predictivos de respuesta inmunoterapica

La existencia de los biomarcadores surge como una necesidad para maximizar
el beneficio terapéutico de los pacientes a los que se administran anticuerpos que
bloquean los immune checkpoints. Asi, los biomarcadores podrian identificar diferentes
tipos de pacientes: i) aquellos que tienen una alta probabilidad de respuesta al
tratamiento, por lo que se podrian administrar precozmente y maximizar su beneficio, ii)
pacientes que, a pesar de tener probabilidad de respuesta alta, los efectos secundarios
de su administracién superan el posible beneficio terapéutico (ej.: pacientes ancianos o
con patologia multiple) y es mejor optar por otro tipo de terapias, iii) aquellos que tienen
una baja probabilidad de respuesta al tratamiento inmunoterapico, lo que nos evitaria
administrar un tratamiento que puede presentar una toxicidad alta en ciertas ocasiones
(ej.: nivolumab e ipilimumab asociados), con un coste muy elevado en la actualidad y
gue produciria una demora en el inicio de otros tratamientos no inmunoterapicos mas
efectivos en este tipo de pacientes; y, iv) la existencia de resistencia al tratamiento
inmunoterapico que si habia tenido respuesta previa. La mayoria de estas herramientas
todavia no se emplean en el manejo clinico de los pacientes neoplasicos con este tipo
de tratamiento.?* 23

Los biomarcadores pueden clasificarse segun su funcién en predictivos o
prondsticos. Un biomarcador predictivo nos permite conocer la probabilidad general de
beneficio y respuesta a un tratamiento determinado, mientras que un marcador
prondstico es aquel que nos da informacioén global acerca del paciente y el desarrollo de
su enfermedad.?*

Para el desarrollo de estos biomarcadores se han utilizado diferentes criterios.
El RECIST define la respuesta tumoral y el control de la enfermedad segun ratios
oncologicos. Sin embargo, con el desarrollo de la inmunoterapia, surgen nuevos
pardmetros de medida, como el irPFS y el irRC que nos permiten hacer una distincién
entre la respuesta al tratamiento clasica y la que se produce en inmunoterapia.’

Son diversos los biomarcadores desarrollados hasta la actualidad para la
valoracién de la respuesta a la inmunoterapia como la expresion de PD-L1 mediante
técnicas inmunohistoquimicas, la valoracién de la TMB y mutaciones concretas de
genes que condicionan mayor respuesta al tratamiento, las alteraciones en el
microambiente tumoral como aumento de los niveles de infiltracion de los linfocitos T
CD8+, citoquinas pro o antiinflamatorias, el NLR, la LDH, y la IDO1, los biomarcadores
constituidos por la microbiota intestinal, los biomarcadores de sangre periférica y
marcadores de respuestay resistencia de estos farmacos (véase Figura 5).%®
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Figura 5-Principales biomarcadores predictivos de respuesta de tratamiento inhibidor de los immune
checkpoints clasificados en funcion del lugar en el que se producen?®’

Todos estos biomarcadores previamente indicados se van a analizar en la
seccion de Resultados del presente trabajo, analizando con mas profundidad la
expresion de PD-L1, puesto que es el biomarcador méas estudiado y desarrollado,
ademas de ser el Unico que se utiliza en la practica clinica y la TMB, puesto que es el
biomarcador con mayor especificidad y predictividad que se ha desarrollado hasta la
actualidad.

EXPRESION DE PD-L1 EN LAS CELULAS TUMORALES.

Antes de describir la expresiéon de PD-L1 resulta necesario mencionar que
existen varios factores que influyen en la mismay en la eficacia clinica de los inhibidores
de los immune checkpoints. Algunos de los aspectos que muestran la variabilidad en la
expresion de PD-L1 son las terapias previas, la presencia de células del sistema inmune
en el microambiente tumoral y el tipo de tumor que presente el paciente, siendo mas
frecuente la expresion de PD-L1 en melanoma, NSCLC y carcinoma renal.?®

PD-L1 puede expresarse de forma constitutiva debido a una activacién de un
oncogén concreto, que puede estar inducido por la activacién de ciertos factores
proinflamatorios (IFN-y) producidos o por el propio sistema inmune. Su expresion
se puede producir, por tanto, por las propias células del tumor o por células del sistema
inmune.” Altos niveles de PD-L1 dentro del propio tumor se han asociado a peor
prondstico, con una mayor propension a presentar alteraciones patoldgicas en la célula
tumoral, como la presencia de una mayor multiplicacion clonal de la célula tumoral o la
existencia de metastasis linfaticas y a distancia.?®

La expresion de PD-L1 por parte de las células tumorales se asocia a la
expresion de PD-1 por parte de los linfocitos. Por esto, la expresion de PD-L1 en las
células tumorales ha demostrado una correlacion significativa con una respuesta
objetiva a los farmacos anti PD-1. Daud et al. estudiaron la relacion entre la actividad de
farmacos anti-PD1 y la expresion de PD-L1 en pacientes con melanoma metastasico
gue eran tratados con prembrolizumab (anti-PD1) en la fase Ib del ensayo Keynote-001.
Se observo que cuando la proporcion de células que expresaban en su membrana PD-
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L1 era valorada por inmunohistoquimica, altos niveles de expresion (al menos 50% de
las células tumorales) predecian buena respuesta al tratamiento con prembrolizumab.
Ademas, en estudios posteriores en los que se comparo la respuesta de pembrolizumab
frente a quimioterapia, se vio que en pacientes con alta expresion de PD-L1 la respuesta
de pembrolizumab era superior a la quimioterapia. 262”28 Esto indicaria que la valoracién
de la expresion de PD-L1 en las células tumorales y su medida mediante
inmunohistoquimica podria ser un biomarcador Util de respuesta al tratamiento.?°

Sin embargo, la evaluacién de PD-L1 se hace mediante imunohistoquimica
(véase Anexo 1), una técnica con unaimportante variabilidad, lo que genera una gran
heterogeneidad en la medida de PD-L1. La medicion de PD-L1 se ve influenciada por
citoquinas inflamatorias, que son dependientes del tiempo de toma, del analisis de la
biopsia y de tratamientos previos. Ademas de ésta, otras alteraciones de PD-L1 estan
siendo investigadas como predictivas de respuesta al tratamiento inmunoterapico.*

Aunque la expresion de PD-L1 tiene cierto valor predictivo para la utilizacién de
los inhibidores de PD-1/PD-L1 no presenta la suficiente consistencia ni precision
para ser utilizado como biomarcador en exclusividad. Se ha observado que
aproximadamente el 10% de pacientes con PD-L1 negativo responden a inmunoterapia,
y, sin embargo, otros tumores que si presentan los receptores PD-L1 no responden al
tratamiento. Esto se debe a que se trata de un biomarcador dinamico, con variabilidad
temporal, pero también espacial, difiriendo la expresién de PD-L1 entre diferentes
pacientes con el mismo tipo de tumor e incluso entre diferentes biopsias tumorales del
mismo paciente.®*3! Ademads, las distintas empresas farmacéuticas que han
desarrollado los farmacos inhibidores de los immune checkpoints, utilizan distintas
medidas de positividad de PD-L1, no existiendo unos valores de medida de consenso
para todos, lo que aumenta aiin mas la variabilidad del biomarcador.” En la actualidad
existen cuatro anticuerpos comerciales que permiten medir PD-L1. Cada ensayo clinico
emplea uno diferente, (Dako 22C3, Dako 28-8, Ventana SP142, y SP263), ademas de
diferentes metodologias de medicion (tanto medidas bioquimicas como
anatomopatolégicas). Se realiz6 un proyecto comparativo por parte del consorcio
empresarial Blueprint en el que se compararon tres de estos anticuerpos en un mismo
ensayo clinico. En este proyecto, se observd que la expresion de PD-L1 en las células
tumorales medidas con tincién inmunohistoquimica, afadiendo los distintos anticuerpos
(todos excepto SP142) tenian una gran variabilidad.” % Por tanto, los resultados
clasificados como positivos muchas veces no ofrecen una estratificacion efectiva a la
hora de predecir la respuesta de los farmacos en los distintos pacientes.?32% Por todo
ello, el pobre valor predictivo negativo de la inmunohistoquimica de PD-L1 también
radica en que la funcionalidad y la expresion de este ligando se produce por diversas
variables. La expresion de PD-L1 est4 regulada por MAPK y PI3K, entre otras vias de
sefalizacion intracelular. Por otra parte, en el microambiente tumoral pueden estar
expresadas otras células del sistema inmune (véase Anexo 2).1
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T™MB

Se define la TMB como una medida cuantitativa del total del nimero de
mutaciones somaticas diferentes presentes en el genoma del tumor. La importancia de
la TMB como biomarcador predictivo de respuesta radica en que los neoantigenos, que
generalmente se generan por mutaciones tumor-especificas, son reconocidos por los
linfocitos T, generando una respuesta inmune. No todas las mutaciones que se
producen en los tumores generan neoantigenos, pero si que se ha visto que existe una
correlacion directa entre el nimero de mutaciones y los antigenos que se generan
(véase Anexo 3).%° De esta manera se ha demostrado que el nimero de neoantigenos
del tumor se correlaciona bien con la TMB.” 32 En este sentido, se ha demostrado en
pacientes NSCLC que el factor exgeno que genera una TMB mas alto es el tabaco (se
ha visto que pacientes fumadores con este tipo de tumor tienen una TMB alta, mientras
que los pacientes no fumadores con tumor presentan una TMB baja).3? 32

Se havisto que la inhibicion de los immune checkpoints es mas eficaz en tumores
con una alta cantidad de mutaciones (alta TMB). Tumores con una alta TMB tienen una
mayor probabilidad de expresar neoantigenos que induzcan una respuesta inmune mas
potente en la presencia de inhibidores de los immune checkpoints. Por tanto, la
existencia de una alta TMB puede ser un biomarcador de eficacia de estas terapias.®!
Una TMB alta se asocia con un microambiente tumoral inflamado y repleto de linfocitos
T activados, potencialmente regulados por immune checkpoints y sus ligandos. También
se asocia a una mayor tasa de respuesta a los anticuerpos anti-PD1/PD-L1 y un mayor
tiempo de supervivencia libre de enfermedad por parte de los pacientes (respuesta
parcial o total de al menos 6 meses).'* 2°

Esto se demostré en el ensayo CkeckMate 227 en el que se vio una mayor
progresion libre de enfermedad con nivolumab + ipilimumab frente a quimioterapia en
primera linea de tratamiento en pacientes con NSCLC cuyos tumores presentaban
niveles altos de TMB (>10 mut/Mb) independientemente de la expresion de PD-L1.3* En
el ensayo CheckMate-012 en el que se administré nivolumab + ipilimumab en pacientes
con NSCLC se cuantificd la TMB mediante la técnica WES, se vio que la progresion libre
de enfermedad (17,1 meses con TMB alta frente a 3,7 meses con TMB baja) y el
beneficio clinico mantenido (65% con TMB alta frente a 34% con TMB baja) eran
significativamente mayores en aquellos pacientes que tenian una TMB por encima de la
media frente a aquellos que la tenian por debajo de la media.®? Varios estudios han
demostrado que una alta TMB se asocia con mejores resultados en un gran nimero
tumores, como NSCLC, cancer colorrectal, cancer de vejiga y melanoma entre otros.??
Otro aspecto importante, ademas de un alta TMB, es una baja heterogenicidad de
neoantigenos intratumorales, que también se asocia a un aumento de la respuesta de
los anti-PD1. McGranahan et al observaron que en NSCLC, tras analizar el TCGA, la
combinacion de una alta TMB y una baja heterogeneidad de neoantigenos (<1%) era
mas significativa en cuanto a una supervivencia mayor que cada una de las variables
de forma individual. **

19



En un estudio de la TMB en diferentes pacientes (en fase de pre-tratamiento,
cuando el tumor estaba avanzado y en la enfermedad metastasica) se observé un
aumento significativo de la TMB asociado con el aumento de la edad del paciente,
mientras que no existian diferencias en la media de la TMB en funcién de su sexo. En
cambio, si se encontraron diferencias en la TMB en funcion del tumor estudiado, siendo
los mayores valores en tumores en los que era conocida la implicaciéon de la exposicion
a mutagenos como por ejemplo NSCLC o melanoma.®?

La forma tradicional de medir la TMB ha sido mediante la medicion del WES,
gue proporciona un panorama claro de la mayoria de las mutaciones en el codigo
genético que pueden contribuir a la progresion del tumor. Sin embargo, se requiere de
la secuenciacion también de una muestra de tejido sano para poder comparar e
identificar las mutaciones especificas del tumor, lo que implica un coste mayor de la
prueba. Debido a este alto coste, a los grandes requerimientos de manejo de datos y de
andlisis y al largo tiempo requerido para obtener los resultados (entre 4 y 6 semanas)
se ha desarrollado una prueba alternativa de medicion de la TMB, basada en el uso de
grandes paneles de secuenciacion dirigidos a genes especificos de cada cancer (que
miden 315 genes, aproximadamente 1,1Mb del genoma), que ha demostrado ser tan
eficaz como el WES.?3 334 Para una evaluacion precisa de la TMB es necesario valorar
las variables pre-analiticas, analiticas y post-analiticas e interpretarlo de forma
cuidadosa en el contexto general. Basado en la literatura actual, existen cinco
pardmetros principales que influyen en la TMB, que son: i) el tipo de tumor; ii) la
indicacion del farmaco administrado; iii) pre-andlisis (incluida la valoracion de la
celularidad del tumor); iv) el método de medicion de la TMB ya sea mediante WES o
paneles de secuenciacion de genes (incluyendo la composicion, la profundidad de
lectura y la cobertura); y, v) la bioinformética (andlisis de los datos obtenidos). Los
factores preanaliticos incluyen el material biopsiado, la celularidad tumoral y la cantidad
y calidad del DNA. La evaluacion de la celularidad del tumor por un patélogo permite
garantizar la validez del material y por tanto ayudar a la interpretacion posterior por
métodos bioinformaticos.®

Las ventajas que presenta la TMB frente a otros biomarcadores (expresién PD-
L1 principalmente) son varias. La primera es la independencia del biomarcador con la
expresion inmunohistoquimica de PD-L1. En el ensayo Checkmate-227, en el que se
comprobd el tratamiento con nivolumab + ipilimumab frente a nivolumab en monoterapia
en primera linea en pacientes con NSCLC, se demostr6 que la presencia de una TMB
alta (>10 mut/Mb) aseguraba la existencia de mejores resultados en términos de
supervivencia global, a pesar de que la expresiébn de PD-L1 presentase niveles
disminuidos (<1% de expresion de PD-L1). Simultaneamente, en el ensayo Keynote-
189, en el que se comparaba la administracion en primera linea de pembrolizumab
frente a pembrolizumab + quimioterapia en pacientes NSCLC, se demostré una eficacia
aumentada con una TMB alta, incluso en pacientes con una expresion disminuida de
PD-L1.36%
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Por otra parte, la TMB también presenta ciertas limitaciones en su utilizacion.
Se ha visto que existen ciertos pacientes que responden de forma variable a los
farmacos anti PD-1/PD-L1, con independencia de los valores de la TMB. Esto se debe
a que los mecanismos subyacentes de producciéon de antigenos tumorales todavia no
estan completamente clarificados.* Entre los principales inconvenientes de utilizar la
TMB como biomarcador predictivo de respuesta de los bloqueadores de los immune
checkpoints, se encuentran problemas en la propia determinacion de la TMB, como es
la disponibilidad del material tumoral, la baja sensibilidad de la prueba (no todos los
pacientes son candidatos), y en la actual falta de estandarizacién en la validacion
analitica y clinica de la TMB.3> % Un ejemplo de esto es la prueba F1 CDx™, la cual
requiere paneles de largas secuencias, lo que implica la necesidad de emplear una
considerable cantidad inicial de muestra (un blogue de tumor o 10 portaobjetos de tumor
sin tefiir), asi como que la muestra presente al menos un 20% de nudcleos tumorales, lo
cual no siempre es posible conseguir. El tiempo de respuesta es de aproximadamente
dos semanas y el coste de entre 2500-5000 USD. Por otro lado, otra limitacion es la
variabilidad en la cantidad y calidad de la muestra que se puede encontrar. Ademas,
otra limitacién es que no todos los pacientes cumplen criterios para poder calcular la
TMB.3: 3" En el ensayo Checkmate-568 al 88% de los pacientes con NSCLC a los que
se administré nivolumab + ipilimumab se les pudo evaluar la expresion de PD-L1
mediante inmunohistoquimica, mientras que Unicamente a un 34% se les podia evaluar
la TMB (mediante F1 CDx™).32

Ademds, las pruebas de TMB no estan todavia estandarizadas para las
diferentes tecnologias utilizadas y la definicibn de TMB alta varia en los diferentes
estudios entre valores que van de =7.4 a 20 mut/Mb (cuantificadas mediante NGS). Por
otra parte, la TMB no sélo mide los neoantigenos clonales (que aparecen en todo el
tumor), sino que también mide los neoantigenos subclonales (aquellos que se producen
en la muestra en concreto, pero que no encuentran en todo el tumor), lo que en
ocasiones puede dar como resultado una TMB falsamente elevada. Hay que tener en
cuenta que los linfocitos T Unicamente reconocen los neoantigenos clonales y no los
subclonales ya que si se especializan en los neoantigenos subclonales podrian no
controlar bien el resto de mutaciones que si que afectan a todo el tumor.32 36

NEOANTIGENOS Y MUTACIONES TUMOR-ESPECIFICAS.

Como ya se ha explicado anteriormente, una TMB alta se asocia con un aumento
de neoantigenos que pueden ser reconocidos por el sistema inmune. Sin embargo,
existen mutaciones especificas, generan una respuesta del sistema inmune y que son
especialmente interesantes de destacar. El presente apartado se va a centrar en las
mutaciones del gen MMR, el aumento de la clonalidad del TCR de los linfocitos T,
las mutaciones especificas en NSCLC (en el gen EGFR, traslocaciones de ALK o
comutacién TP53/KRAS), las mutaciones de JAK1-JAK2 y la deleccion de la B-2-
microglobulina.

Existen multiples causas que generan mutaciones somaticas en los tumores,
como los errores intrinsecos en la maquinaria replicativa del DNA, la reparacion
defectuosa del DNA, modificaciones enzimaticas del DNA o la exposicion a agentes
exdgenos. Las mutaciones en la mitosis se producen principalmente en los
microsatélites y son corregidas posteriormente por los genes MMR. Mutaciones en estos
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genes de reparacion producen tumores hipermutados con una alta inestabilidad en los
microsatélites (MSI alto).3? En el estudio de cohortes realizado por Chalmers et al en el
gue se comparo un grupo de pacientes tratados con anticuerpos anti PD-1/PD-L1 que
presentaban un MSI alto frente a otro grupo con un MSI normal, se observé que un 83%
de pacientes con un alto MSI presentaban una TMB alta y el 97% tenian una TMB con
>10 mut/Mb. Sin embargo, a la inversa esto no sucedia, puesto que sélo el 16% de las
muestras con TMB alta también eran clasificadas como MSI alto. Este estudio lo
realizaron con pacientes que padecian diferentes tipos de tumores. Esta correlacion
entre MSI alto y una TMB alta es mas frecuente en algunos tumores como tumores
gastrointestinales, el adenocarcinoma duodenal y el carcinoma de intestino delgado,
mientras que, en otros como el melanoma, el NSCLC y los tumores escamosos la TMB
suele ser alta pero el MSI raramente esta elevado.®

Por otra parte, en un estudio realizado por Whijae Roh et al se estudiaron 56
pacientes con melanoma a los que se les trat6 inicialmente con un anticuerpo anti CTLA-
4 y cuando presentaron resistencias y progresion tumoral se les administré terapia anti
PD-1/PD-L1. Se realiz6 la secuenciacion del TCR para comprender el papel del linfocito
T como biomarcador predictivo de respuesta a esta terapia. Este biomarcador se basa
en el estudio de variabilidad en el TCR de los mismos del microambiente tumoral, 1o que
denota una mayor capacidad de respuesta antitumoral por parte de los linfocitos T ante
diferentes antigenos generados por el tumor. Aunque no se observaron diferencias
significativas en la clonalidad del TCR cuando se les administré ipilimumab, si que se
observé un aumento en la clonalidad del TCR en pacientes a los que se les habia
administrado la terapia anti PD-1/PD-L1. Ademas, un paciente, inicialmente clasificado
como no respondedor segun los criterios del ensayo, presentaba un aumento de la
clonalidad que parecia tener un beneficio clinico, demostrandose tras 24 dosis de anti
PD-1/PD-L1 una remisién de la enfermedad. También se vio una relacion positiva entre
la clonalidad del TCR y aumento de la inmunidad antitumoral en el microambiente
tumoral en mediciones posteriores al tratamiento anti-PD1/PD-L1.38

Respecto al NSCLC, se han descrito mutaciones del EGFR y traslocaciones de
ALK gue podrian inducir una regulacion positiva de la expresion PD-L1, por ejemplo, a
través de la via de sefializacion PIK3/AKT. Por su parte, la coexistencia de mutaciones
inhibitorias del STK11/LKB1 en pacientes con el gen KRAS mutado se ha asociado a
una presencia disminuida de la expresiéon de PD-L1, PD-1 y CTLA-4, asi como a un
microambiente inmunodeprimido. Por el contrario, comutaciones de TP53 y KRAS en el
adenocarcinoma de pulmén mostraron un aumento de la expresion de PD-L1, de los
linfocitos CD8+ y de la TMB, generando un beneficio clinico notable de la inmunoterapia
anti PD-1/PD-L1.%°

Otro tipo de resistencias de la inmunoterapia basada en PD-1/PD-L1 de forma
inicial son las relacionadas con mutaciones en JAK1-JAK2 o con la deleccién de la B-2-
microglobulina.?” En biopsias tumorales de algunos pacientes con melanoma se vio una
deleccion en el exdn 1 del componente de la -2-microglobulina, componente del MHC
de clase |, lo que generd una pérdida de su expresion en la membrana externa en
comparacion con las células del estroma del mismo paciente. La B-2-microglobulina
contribuye al plegado y transporte adecuado de las moléculas de MHC de clase | en la
superficie celular (permitiendo la presentacion de antigenos a los linfocitos T CD8+), de
manera que su deficiencia genera resistencias del tumor. Por otra parte, se observo que
tanto en los estudios del paciente previos al inicio del tratamiento como en las recaidas
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las muestras fueron negativas para MHC de clase Il, lo que sugiere una falta de
compensacion de la expresién del MHC ante la deficiencia de B-2-microglobulina.?3°
Respecto a la via de sefializacion JAK-STAT, ésta juega un papel importante en varias
funciones inmunoldgicas, tal y como muestra la relacion entre distintas mutaciones de
la via JAK-STAT y algunas enfermedades inmunoldgicas, especialmente en su papel en
la respuesta inmune de IFN-y. Moon et al mostraron que el aumento de la concentracion
de IFN-y en los tumores géastricos y en melanoma generaba un aumento en la expresion
de PD-L1 a través de la via JAK-STAT. En el linfoma de Hodgkin, se ha descrito un
aumento de los niveles de PD-L1 cuando se produce la amplificacién de la region
cromosomica de 9p24.1, que incluye los genes PD-L1, PD-L2 y JAK2.%

MICROAMBIENTE TUMORAL

El microambiente tumoral tiene un papel muy importante en la susceptibilidad o
resistencia al bloqueo de los immune checkpoints. Diferentes factores influyen en la
activacion e inhibicién del sistema inmune, entre los que destacan diversas citoquinas
(principalmente IFN-y), la concentracion de linfocitos T CD8+, el NLR y la
concentracion de LDHy de IDOL1.

Entre las citoquinas, destaca el papel de IFN-y. Asi, la expresion de genes que
inducen un aumento de los niveles de IFN-y nos indican que el ambiente tumoral es
proinflamatorio y que posiblemente habra una buena respuesta ante el tratamiento con
inmunoterapia. La expresion del IFN-y se asocia con un aumento de la probabilidad de
presentacion de neoantigenos de las células tumorales y, por tanto, de un aumento de
la inmunidad antitumoral. 2"4° En cambio, defectos en la via de sefializacion del IFN-y
se han relacionado con mecanismos de mayor de resistencia al tratamiento con
anticuerpos anti PD-1/PD-L1. El IFN-y se encarga de promover el escape de la via
inhibitoria inducida por PD-L1 que ejerce el tumor frente a las células del sistema
inmune, de promover la presentacion antigénica y del reclutamiento de células inmunes
efectoras.®® De hecho, en pacientes con melanoma metastasico tratados con
pembrolizumab con valores disminuidos de IFN-y en el microambiente tumoral
adquieren resistencia al tratamiento inmunoterapico.*® En un estudio en fase Il con 35
pacientes con melanoma tratados con nivolumab, se vio que un aumento de IFN-y, IL-6
e IL-10 se daba en pacientes respondedores. Ademas, tras el tratamiento disminuia la
citoquina antiinflamatoria 1L-10.%*

Por otra parte, el nimero de linfocitos T CD8+ infiltrados en el microambiente
tumoral que expresan PD-1 y CTLA-4 se asocia de forma directamente proporcional a
una buena respuesta frente a los anticuerpos que los bloguean y podrian generar un
aumento de la infiltracion de estos linfocitos como respuesta al tratamiento.?’ La
infiltracién de linfocitos en las muestras de biopsia tumoral se ha asociado con una
mejora de la supervivencia en diferentes estudios retrospectivos con diferentes tumores
como el NSCLC, melanomay cancer colorrectal. El reconocimiento por parte del sistema
inmune de estos tumores genera un fenotipo tumoral compuesto por linfocitos T
activados que podria valorarse como biomarcador.’* La densidad de infiltracion de
linfocitos no se relaciona con el tipo de respuesta al tratamiento (total, parcial o
mantenimiento de la enfermedad), pero si que se ha asociado con una mejora de la
actividad clinica del prembrolizumab, tal y como se ha visto en el ensayo clinico
Keynote-001 en pacientes con NSCLC.?” En el contexto de NSCLC se ha desarrollado
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el analisis de los haplotipos de HLA y su relacion con la actividad de los linfocitos T
CD8+ como método diagndstico y prondstico. Un reciente estudio realizado con biopsias
de pacientes con adenocarcinoma pulmonar demostr6 que la infiltracion de linfocitos T
CD8+ se ha asociado con beneficio clinico con el tratamiento anti PD-1/PD-L1
Unicamente cuando las células tumorales presenten una buena expresion de HLA-A 'y
HLA-B/C y no expresen HLA-E. En este sentido, se ha visto que las mutaciones en el
HLA favorecen la evasion inmune en cancer.®® Por otra parte, en pacientes con
melanoma metastasico tratado con pembrolizumab, también se ha visto un aumento en
la densidad de los linfocitos T CD8+ en los margenes y parénquima tumoral, en las
biopsias realizadas antes de iniciar el tratamiento; asi como un aumento progresivo en
la densidad de linfocitos T CD8+ en biopsias seriadas progresivas durante el tratamiento
en pacientes respondedores.*

EI NLR ha sido propuesto como una medida del estado inflamatorio en pacientes
con diferentes tipos de cancer. En pacientes con melanoma metastésico tratados con
anticuerpos bloqueantes de los immune checkpoints (ipilimumab) un NLR bajo se ha
asociado a beneficio terapéutico. Desde un punto de vista prondstico, un estudio en
biopsias de 485 pacientes con NSCLC revelan que los pacientes con altos niveles de
neutréfilos CD10+ y bajos porcentajes de linfocitos B CD20+ infiltrados en el tumor se
asociaron a una peor supervivencia global a los 5 afios. También, en pacientes con
NSCLC tratados con nivolumab, un indice de NLR>5 previo al tratamiento se ha
asociado con una peor respuesta.®

Por otra parte, el nivel de LDH se ha propuesto como factor prondstico en
pacientes con melanoma metastasico en pacientes tratados con pembrolizumab o
nivolumab. Después de 9 meses de tratamiento, en pacientes que tenian un nivel de
LDH basal elevado tenian una disminucion significativa de la supervivencia en
comparacién con pacientes con niveles normales de LDH.'” Ademas, en pacientes con
melanoma metastasico tratados con nivolumab o pembrolizumab, que presentaban un
incremento relativo de >10% de la LDH basal tenian peor prondstico que aquellos que
tenian un descenso de la LDH basal >10%. Por ello, el nivel de LDH podria ser un
predictor muy util de respuesta, tanto previamente como durante el tratamiento para
predecir la respuesta temprana o la progresién en pacientes con melanoma avanzado
que reciben terapia anti PD-1/PD-L1.17 26

Finalmente, la IDO1 es un inhibidor del sistema inmune inducible por el IFN-y
gue convierte el triptéfano en kineurinas y que se ha asociado a un estado de
inmunosupresion en tumores. En un estudio en sarcomas se observd que la gran
mayoria de los tumores estaban infiltrados por macréfagos M2 y que éstos expresaban
IDO1, lo que podria explicar la falta de respuesta a los anticuerpos anti PD-1/PD-L1.4°

MICROBIOTA INTESTINAL Y ORAL

La microbiota intestinal y oral puede modular favoreciendo o impidiendo el
desarrollo de la inflamacion en la inmunidad antitumoral. Ciertas especies como el
Lactobacillus, Enterococcus y Alistipes contribuyen en la diferenciacion de los linfocitos
T y en la produccion de citoquinas inflamatorias, mientras que Staphylococcus aureus
induce la formacion de los linfocitos T reguladores. En este sentido, Gopalakrishnan et
al. describieron que pacientes con melanoma metastasico respondedores a los
anticuerpos anti PD-1 presentaban una mayor cantidad de Ruminococcaceae, asi como
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de Bifidobacterium.** Por otra parte, Derosa et al han descrito que pacientes con
tumores epiteliales tratados con nivolumab, cuando eran tratados ademas con
antibiotico presentaban una menor supervivencia libre de progresibn y menor
supervivencia global que aquellos que no eran tratados.*°

BIOMARCADORES DE SANGRE PERIFERICA

Se ha observado que la existencia de marcadores predictivos de respuesta en el
microambiente tumoral puede reflejarse de forma similar en sangre periférica. Un
conocimiento preciso de la presencia de células inmunes en ambos compartimentos (el
microambiente tumoral y la sangre periférica) permite aumentar las posibilidades de
encontrar biomarcadores (tiles.*? La capacidad de poder determinar biomarcadores de
respuesta a los bloqueantes de los immune checkpoints mediante estudios de sangre
periférica presenta un gran potencial, por la facilidad de obtenciéon de este tipo de
muestras.'*

El nimero de células NK vy linfocitos CD8+ funcionales y competentes que
circulan en sangre periférica podria representar un pardmetro predictivo de beneficio
en la terapia anti PD-1/PD-L1. Esto se ha visto en un estudio en el que se compararon
dos grupos de pacientes con NSCLC tratados con nivolumab, uno con beneficio clinico
(CB; que incluia pacientes con respuesta completa, parcial y enfermedad estable) y otro
con pacientes no respondedores (NR) al tratamiento. En este estudio, se observd que
el numero absoluto de células NK CD56+ circulantes era el doble en el grupo CB con
respecto al grupo NR. Ademas, también se constaté un aumento del doble tanto del
numero absoluto como del porcentaje de linfocitos CD8+ circulantes que expresaban
PD-1 en el grupo de pacientes CB.*

Por lo tanto, existen poblaciones de células inmunes especificas circulantes que
se pueden utilizar como biomarcadores, como son los linfocitos T, linfocitos B, células
NK, monocitos y células dendriticas. Los linfocitos T circulantes en sangre periférica
representan el microambiente tumoral, de manera que la existencia de neoantigenos
genera una activacion de los linfocitos T CD8+ que salen a sangre periférica, lo que se
relaciona con una mejor respuesta a los bloqueantes de los immune checkpoints. De la
misma manera, los TCR de los linfocitos circulantes son muy similares a los que existen
en el microambiente tumoral, por lo que su estudio nos puede dar indicaciones sobre la
inmunogenicidad del tumor. Por otra parte, las células supresoras mieloides se encargan
de la inmunosupresion, puesto que generan citoquinas como TGF-f e IL-10 que inhiben
al sistema inmune. Un aumento de estas células en sangre periférica se ha asociado a
un prondstico mas desfavorable en pacientes con melanoma tratados con nivolumab.*

Por otra parte, la molécula PD-L1 soluble (sPD-L1) se encuentra en la sangre de
pacientes con tumores como el de pulmén, linfoma y carcinoma hepatocelular. Altos
niveles de esta molécula se relacionan con un peor pronéstico, pero, por otra parte,
también se ha visto que los pacientes que la presentan tienen una mayor tasa de
respuesta a los anticuerpos que bloguean los immune checkpoints.** Se ha observado
gue la expresion de sPD-L1 se produce por parte de algunas células del sistema inmune
presentes en el microambiente tumoral, como los linfocitos T CD4+, los cuales secretan
IL-2, lo que a su vez genera la expresion de sPD-L1. Todo esto permite deducir que es
el propio sistema inmune quien tiene el potencial de regular el microambiente tumoral
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independientemente de la expresion de PD-L1 de membrana (de las células
tumorales).*

Finalmente, la valoracion del ctDNA mediante la realizacion de una biopsia
liquida de sangre periférica puede ser una alternativa a la biopsia de tejido tumoral para
la medicién de la TMB como biomarcador predictivo de respuesta a tratamiento, siendo
mas facil de obtener en ciertos tipos de tumores y ademas mas eficiente. Sin embargo,
en un estudio realizado por Koeppel et al. se vio que la sensibilidad del célculo aislado
del ctDNA a partir de la sangre de pacientes con NSCLC metastasica era del 53% en
comparacion a la sensibilidad obtenida en la misma muestra mediante WES.** Se ha
demostrado que pacientes con tumores hipermutados (ctDNA > 6 GASs) tienen una
mayor tasa de respuesta a los anticuerpos bloqueantes de los immune checkpoints.*! 44

Biomarcadores de respuesta y de resistencia al tratamiento.

Ademas de la existencia y desarrollo de biomarcadores predictivos de respuesta
a los tratamientos bloqueantes de los immune checkpoints, que nos permiten realizar
una indicacibn de este tratamiento con mas especificidad; también existen
biomarcadores de respuesta 0 resistencia que aparecen de forma posterior al
tratamiento inmunoterapico. Estos biomarcadores refieren la presencia de respuesta al
tratamiento administrado, de forma posterior a la administracion, o la aparicién de
resistencia al tratamiento con el que previamente se habian obtenido resultados.

Se ha visto que una pérdida de neoantigenos y un aumento de clones tumorales
con esa falta de neoantigenos promueve una respuesta inmunosupresora que puede
explicar los mecanismos de resistencia. De esta manera, la caracterizaciéon de
neoantigenos es un marcador predictivo de beneficio inmunoterapico y la pérdida de los
mismos se asocia con una falta de respuesta a los anticuerpos anti PD-1/PD-L1.%! Otro
tipo de biomarcador se encuentra en el aumento de la actividad del sistema inmune tras
el tratamiento. La secuenciacion del TCR previo y posterior al tratamiento permite ver si
hay diversidad en el TCR, con lo que se puede deducir que ha habido un desbloqueo
de diversos clones de linfocitos T, que se han activado y han iniciado su actividad
antitumoral. Aunque esto también puede conllevar un aumento de la toxicidad por
hiperreactividad del sistema inmune.?’

Por otra parte, también existen predictores de respuesta durante el tratamiento.
En pacientes con NSCLC tratados con nivolumab se aprecié un aumento de células NK
en sangre periférica de pacientes respondedores, principalmente entre la segunda y
cuarta administracién del anticuerpo monoclonal. Ademas, también se observé un
aumento de linfocitos T CD8+ en sangre periférica de pacientes respondedores,
mientras que la concentracion de linfocitos T reguladores no varié durante la
administracion del nivolumab.*? Por otra parte, en pacientes con melanoma que habian
recaido tras la terapia con pembrolizumab, sus biopsias mostraron que la infiltracion de
linfocitos T CD8+ y la expresion de PD-L1 se concentraban en los margenes del tumor.
Se vio que las células del tumor eran negativas en la expresion de PD-L1 incluso las
adyacentes a los linfocitos T, mientras que los macréfagos y el estroma si que
expresaban este ligando.*®* Ademads, en otro estudio reciente se ha visto que
aproximadamente el 25% de los pacientes con melanoma que habian obtenido
respuesta objetiva a la terapia de bloqueo de PD-1 tuvieron progresion de la enfermedad
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en una mediana de seguimiento de 21 meses. Los mecanismos por los que se habia
producido esta resistencia son en su mayoria desconocidos. Se ha visto que dos
mecanismos de adquisicion de resistencia son la pérdida de B-2-microglobulina y
alteraciones en la sefializacion del IFN-y.*°

Por otra parte, la recaida rapida en algunos pacientes genero la hipétesis de que
se producia por una seleccion clonal mediada por el sistema inmune y el crecimiento
tumoral. Se observé en pacientes con diferentes tumores con recaida que todos
generaron una nueva mutacion homocigota en la que se perdia la funciéon de las
quinasas JAK1 y JAK2. Las consecuencias funcionales de esta mutacion eran una falta
de respuesta al IFN-y, sin cambios en la sensibilidad a los IFN-a y . Este déficit de la
sefializacion IFN-y produce una disminucion de la presentacion de los antigenos,
ademas de favorecer el crecimiento tumoral por falta de respuesta al tratamiento
inmunoterapico (hay que recordar que el IFN-y favorece la respuesta a anti PD-1).%°

Nuevas perspectivas de utilizacion de los biomarcadores

La meta actual en el campo del desarrollo de biomarcadores predictivos de
respuesta en inmunoterapia consiste en el desarrollo de un método que permita estudiar
los biomarcadores de forma conjunta de manera que proporcione una vision global mas
objetiva de las probabilidades de respuesta a la inmunoterapia.

Para definir las interacciones del sistema inmune de una forma global y como
pueden influir éstas en la respuesta a la inmunoterapia en distintos pacientes se ha
desarrollado el inmunograma del cancer (véase Anexo 4). Se trata de una herramienta
que incluye diferentes parametros especificos que permiten valorar el estado
inmunoldgico del paciente de forma global y, por tanto, la posibilidad de aplicar los
tratamientos inmunoterapicos de un modo mas especifico. La secuenciacion completa
del exomay la secuenciacion del RNA se han utilizado para desarrollar un inmunograma
gque integra algunos de los biomarcadores desarrollados anteriormente, como los
obtenidos de las células tumorales (la expresion de PD-L1 o la TMB), factores que se
expresan en el microambiente tumoral (LDH, IL-6, IFN-y o la infiltracion de células del
sistema inmune en el propio microambiente), y también algunos parametros que pueden
medirse en sangre periférica. Por Ultimo, otro parametro a medir podria ser la microbiota
intestinal u oral. En un estudio reciente, Karasaki et al. han desarrollado un
inmunograma renovado que presenta ocho posibles puntuaciones del inmunograma
basados en el ciclo inmunitario del cancer. Mediante el estudio de la secuenciacion
completa del RNA de 20 pacientes con NSCLC los investigadores han establecido tres
patrones inmunolégicos: i) ricos en linfocitos T; ii) pobres en linfocitos T; iii) intermedios
en linfocitos T. Las relaciones entre estos fenotipos inmunolégicos y los resultados de
los tratamientos anti PD-1/PD-L1 no estan del todo bien definidos. La difusion de la
utilizacién de biomarcadores no invasivos podria promover el establecimiento de
diferentes inmunogramas del cancer.3* 4! Estos inmunogramas permitirian detectar los
puntos débiles de la terapia anti PD-1/PD-L1 desde diferentes perspectivas. Este
concepto hace posible el utilizar otro tipo de terapias méas agresivas, como la
quimioterapia, Unicamente si los biomarcadores predictivos fuesen negativos.*
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DISCUSION

A la vista de los resultados obtenidos, parece que el biomarcador mas evidente
de respuesta a los anticuerpos bloqueantes de la via anti PD-1/PD-L1 es la expresién
ligando de PD-1: PD-L1, un receptor que expresan las células tumorales y también
algunas células del sistema inmune y que, mediante su unién a PD-1, inhibe la
activacion de los linfocitos T. La existencia de altos niveles de PD-L1 en el
microambiente tumoral se asocia a una mayor respuesta de los anticuerpos anti PD-1
nivolizumab y prembrolizumab. Esto se explica porque si existe una alta expresion de
PD-L1 en el microambiente tumoral, es muy probable que también haya una gran
cantidad de linfocitos T que expresen PD-1. Estos linfocitos T, al unir sus receptores PD-
1 a PD-L1 de las células tumorales se inhiben, fomentando la evasiéon tumoral. Debido
a esta premisa, es entendible por qué los anticuerpos que inhiben la via PD-1/PD-L1
tienen una mayor tasa de respuesta si hay una alta expresion de PD-L1.

Sin embargo, existen pacientes que expresan PD-L1 en sus células tumorales,
pero no responden a la inmunoterapia, y viceversa, pacientes cuyo tumor no expresa
PD-L1 y si que responden a estos tratamientos. Una explicacion para estos casos
contradictorios puede ser la gran variabilidad que existe tanto en los niveles de
expresion de PD-L1 en el microambiente tumoral como en la determinacion de dichos
niveles. Como ya se ha dicho, existe variabilidad en los niveles de expresion de PD-L1
en el microambiente tumoral. Esta variabilidad se constata a distintos niveles, variando
en los distintos tipos de tumor e incluso variando en cada paciente, en funcion de la
region tumoral biopsiada o a lo largo del tiempo en dependencia de la etapa en la que
se encuentre el tumor del paciente. Estas diferencias se producen por la existencia de
citoguinas que aumentan o disminuyen las concentraciones de PD-L1 o por mutaciones
genéticas que alteran la expresion de PD-L1. Todo esto impide una correcta
homogeneizacién de los valores de positividad de la expresion PD-L1 en los diferentes
pacientes y por tanto dificulta la estratificacion de los pacientes en respondedores 0 ho
respondedores a la inmunoterapia anti PD-1/PD-L1.

Por otra parte, como ya se ha dicho, también existe variabilidad en la forma de
cuantificar la expresion de PD-L1. El andlisis de este receptor se realiza mediante
inmunohistoquimica, para lo que actualmente se pueden emplear cuatro tipos de
anticuerpos diferentes. En cada ensayo clinico se utilizan unos anticuerpos diferentes
gue tienen puntos de corte diferentes, de manera que la estratificacién de los pacientes
no es igual en los distintos ensayos. La solucién podria venir con la medicion de PD-L1
con todos los anticuerpos disponibles, sin embargo, aunque de esta manera mejoraria
la sensibilidad no lo haria el valor predictivo negativo que es lo que interesa aumentar
en patologias como el cancer.

Por otra parte, otro biomarcador prometedor en la prediccion de respuesta a los
tratamientos inmunoterapicos es la TMB, que se define como la cantidad de mutaciones
gue se producen en el DNA de la célula neoplasica y se asocian con neoantigenos que
pueden ser reconocidos por el sistema inmune. Esto se explica porgue los heoantigenos
producidos por el tumor son presentados por las moléculas de MHC de tipo | o de tipo
Il de las APC y reconocidos por los linfocitos T CD8+ y CD4+ respectivamente,
encargados de la destruccion de las células tumorales. Asi, una TMB alta implica una
mayor probabilidad de presencia de neoantigenos que sean reconocidos por el sistema
inmune adquirido.
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Este aumento de la inmunogenicidad tumoral probablemente no genere una
respuesta antitumoral completa o adecuada por los mecanismos de evasion tumorales
previamente desarrollados, pero si que se puede esperar una mayor tasa de respuesta
a los anticuerpos bloqueantes de los immune checkpoints, puesto que la infiltracion de
células del sistema inmune en el microambiente tumoral probablemente sea mayor.
Ademas, estos neoantigenos también inducen la produccion de citoquinas
proinflamatorias que favorecen la activacion del sistema inmune (ademas de favorecer
la respuesta a los tratamientos anti-PD1/PD-L1). Cuanto mayor sea el nimero de
neoantigenos en un determinado tumor, mayor sera la oportunidad de que los linfocitos
T inicien una respuesta antitumoral. También resulta importante, a la hora de dar un
valor predictivo positivo de respuesta, no s6lo que la TMB sea alta, sino que las
mutaciones sean homogéneas y, por ello, que sea mas sencillo para el sistema inmune
reconocerlas.

La medicibn de este biomarcador se realiza mediante dos técnicas
principalmente: WES y paneles de secuenciacion de genes. Los primeros permiten una
medicién mas sensible y especifica, pero por el contra requieren mayor cantidad de
biopsia, son mas caros y mas lentos en aportar un resultado predictivo. Por otra parte,
los paneles de secuenciacion de genes se centran en el reconocimiento de las
mutaciones mas frecuentes e importantes que se producen en los tumores, de manera
gue, aungue son igual de especificas que las técnicas WES, son menos sensibles, pero
por contra los resultados son mas sencillos de obtener, mas rapidos y mas baratos.
Probablemente, es por eso que esta Ultima técnica es la que se estd comenzando a
emplear con mayor frecuencia en la actualidad.

Entre las ventajas que presenta la medicion de la TMB como biomarcador, la
mas importante es la independencia de la expresion de PD-L1 para su medicion y el
hecho de ser una determinacion cuantitativa, lo que permite una estratificacion mas
objetiva. Ademas, se estan desarrollando técnicas que permitan determinar la TMB
mediante muestras sanguineas, lo que se denomina biopsia liquida.® Por otra parte,
también se encuentran ventajas inherentes a su naturaleza cuantitativa, la cual evita la
necesidad de una interpretacion subjetiva y puede ser estandarizada, evitando la
confusién que surge de la seleccion de anticuerpos y la variabilidad en su interpretacion,
como ocurre en la medicion de la expresion de PD-L1.2% Por otra parte, la TMB también
presenta inconvenientes que impiden usarla como biomarcador de referencia. Entre
ellos, el principal inconveniente se encuentra en que todavia no se conoce con exactitud
cudl es el mecanismo de produccién de estos antigenos en relacion a la TMB. Esto
guiere decir que en ocasiones puede no haber respuesta al tratamiento bloqueante de
los immune checkpoints pese a que el valor de la TMB sea alto. Por otra parte, las
mayores limitaciones provienen de su forma de medicion. Todavia no se ha desarrollado
una técnica que permita una determinacion lo suficientemente sensible y especifica, y
aunque la NSG resulta una estrategia bastante prometedora, todavia no existe una
estandarizacién en cuanto a sus valores de positividad, ademas de que este panel
reconoce tanto los neoantigenos de todo el tumor que si que predisponen a una
activacion del sistema inmune, como aquellos que se producen en la region especifica
de la muestra y que no tienen representatividad para el sistema inmune, lo que lleva a
un aumento de los falsos positivos de esta prueba.
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Por otra parte, existen mutaciones concretas que se asocian a un aumento o
descenso de la respuesta a la terapia de bloqueo de los immune checkpoints y que, por
tanto, podrian considerarse biomarcadores predictivos de la respuesta a esta
inmunoterapia. Una alteracién de los genes MMR se asocia a una mayor cantidad de
mutaciones y, por tanto, mas neoantigenos, funcionando como biomarcador positivo de
respuesta. Un aumento de la clonalidad del TCR de los linfocitos T también se asocia a
una mayor capacidad de respuesta de los anticuerpos anti PD-1/PD-L1. En tumores
como el NSCLC, mutaciones en genes como EGFR o ALK se asocian a una mayor
respuesta al bloqueo de la via PD-1/PD-L1 puesto que se ha observado que aumentan
la expresion de PD-L1. Por otra parte, una mutacion en la proteina -2-microglobulina
da lugar a unafalta de respuesta a estos anticuerpos, puesto que genera un mal plegado
de las moléculas de MHC de clase |, lo que impide una correcta activacion de los
linfocitos T CD8+. Por ultimo, una mutaciéon de los genes JAK-1/JAK-2 se asocia a
menor tasa de respuesta a los anticuerpos anti PD-1/PD-L1.

En caso de tener una de estas mutaciones especificas, resulta mas sencillo
realizar una prediccion de respuesta, puesto que se conoce con exactitud su via de
sefializacion y las consecuencias que generan en el microambiente tumoral. Por lo tanto,
se trata de biomarcadores de respuesta muy especificos, pero poco sensibles, porque
no discriminan una gran cantidad de pacientes que, aunque no presentan estas
mutaciones, si que poseen otras caracteristicas que los hacen candidatos a tratamiento
inmunoterapico. Por todo esto, este tipo de biomarcadores, junto con los descritos
anteriormente, tampoco podria utilizarse de forma Unica como biomarcadores de
respuesta.

En el microambiente tumoral existen diversas alteraciones que se han
estudiado como posibles biomarcadores de respuesta a los anticuerpos anti PD-1/PD-
L1. Entre los factores mas importantes, destaca la citoquina proinflamatoria IFN-y, cuyo
aumento predice una buena respuesta al tratamiento, puesto que se asocian con la
presencia de altas concentraciones de PD-1 en los linfocitos T. Por otra parte, una alta
concentracion de linfocitos T CD8+ infiltrados en el microambiente tumoral también se
relaciona con un aumento de la respuesta al tratamiento inmunoterapico, principalmente
en tumores como el melanoma, NSCLC y cancer colorrectal. Este es también un
marcador l6gico, puesto que si existen linfocitos que estan siendo inhibidos a través de
la via PD-1/PD-L1 en el microambiente tumoral, en el momento en el que se bloqueen
estos receptores, estos linfocitos potenciardn su actividad. Sin embargo, una alta
densidad de linfocitos no se asocia con mas o mejor respuesta, pero si con una
existencia de respuesta. La existencia de una mejor respuesta se podria deducir
mediante la variabilidad en la clonalidad en el TCR, que evidenciaria la mayor capacidad
de respuesta de los linfocitos T ante un nimero mayor de antigenos. Sin embargo, el
aumento de la concentracion de linfocitos T Unicamente nos indica que la respuesta va
a existir, pero no se conoce ante qué antigenos son capaces de responder estos
linfocitos T. También en el microambiente tumoral, otro biomarcador potencialmente (til
es el NLR, puesto que representa el estado inflamatorio del paciente. Valores elevados
pueden representar una peor respuesta, puesto que se asocian a un aumento de
neutrofilos frente a los linfocitos y dado que los anticuerpos anti-PD1 actian sobre los
éstos ultimos, el grado de respuesta ser4 menor.
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Por otro lado, valores elevados de LDH se asocian a un peor prongstico, mientras
gue un descenso de los valores posterior al tratamiento se asocia con una respuesta
temprana al tratamiento. Lo mismo ocurre con los niveles de IDO1, cuyos valores
elevados se asocian a un peor prondstico y disminucién de la eficacia de los anticuerpos
blogueantes de los immune checkpoints. Esto se debe a que IDO1 tiene una funcion
inmunosupresora.

En cuanto a la microbiota intestinal y oral, la presencia de ciertos
microorganismos se asocia con aumento o disminucién de la inmunidad, lo que podria
afectar a la respuesta inmune frente al tumor y podria ser empleado como biomarcador
predictivo de respuesta. La importancia de la microbiota en la inmunidad antitumoral y
en la respuesta a los tratamientos de bloqueo de los immune checkpoints queda patente
ya que la eliminacion de la misma tras el uso de antibiéticos influye en la supervivencia
libre de progresion cuando se emplea este tipo de inmunoterapia. “° El estudio de la
microbiota de cada paciente nos permitiria predecir como esta su sistema inmune y si
dicho paciente podria beneficiarse de la inmunoterapia con los anticuerpos anti PD-
1/PD-L1.

Por otra parte, aunque la medicién de biomarcadores en sangre periférica no
representa la determinacion de nuevos biomarcadores, si que representa una nueva
forma de valoracion de los mismos. La posibilidad de obtenerlos a partir de una
extraccion de sangre periférica representaria una solucibn menos invasiva para el
paciente, puesto que se podrian evitar la toma de biopsias, mas cruentas e invasivas.
Ademds, la medicién de biomarcadores de sangre periférica daria la posibilidad de
obtener marcadores de multiples tipos de tumores, puesto que la realizacion de biopsias
resulta complicada en algunos tumores que son de dificil acceso o incluso inaccesibles,
ademas de representar un riesgo muy elevado para el paciente. Por otra parte, este tipo
de métodos también son mas coste-eficientes, puesto que tanto la extraccion sanguinea
como el tratamiento de las muestras es mas asumible econémicamente y seria mas facil
incorporarlo a la practica clinica habitual. Pese a todas estas ventajas, la medicion de
biomarcadores en sangre periférica presenta la gran limitacién de que la sensibilidad de
medicion de estas pruebas es significativamente menor comparado con la medicion de
las mimas obtenidas mediante biopsia, lo que se explica por la menor concentracién de
los diferentes biomarcadores en sangre periférica frente a la concentracién que existe
en el propio microambiente tumoral. Es por ello que la solucién de esta limitacién supone
una via de estudio muy activa en la actualidad.

Ademads, resulta interesante obtener biomarcadores que nos permitan conocer
si la terapia con anticuerpos blogueantes de los immune checkpoints que ya se estan
administrando esté siendo activa, ademas de comprender por qué algunos pacientes
gue previamente han respondido a tratamiento inmunoterapico comienzan a presentar
resistencias. Para ello se han desarrollado los biomarcadores de respuesta y
resistencia, que son biomarcadores que se medirian una vez instaurado el tratamiento.
En cuanto a los biomarcadores de respuesta, se proponen aquellos que muestran un
incremento de la actividad del sistema inmune posterior al tratamiento, como son
principalmente el aumento de células NK y linfocitos CD8+. De otro modo, los
biomarcadores de resistencia serian aquellos que indican un descenso en la cantidad o
la variabilidad de los neoantigenos producidos por el tumor. Al considerar por qué
algunos pacientes son resistentes a las terapias anti PD-1/PD-L1, es necesario conocer
los mecanismos de accién de estas moléculas. La respuesta a la inmunoterapia que
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inhibe los immune checkpoints requiere de la existencia de linfocitos T especificos que
estén sensibilizados y reconozcan el ligando tumoral (PD-L1). PD-L1 produce una
disminucion en la funcién de los linfocitos T y esto les impide llevar a cabo una respuesta
antitumoral efectiva. Estos anticuerpos inmunoterapicos acttan limitando la interaccién
de PD-1 con PD-L1, de manera que permiten que los linfocitos T puedan producir una
respuesta antitumoral efectiva. Por lo tanto, si se han desarrollado resistencias a este
tipo de terapias, significa que previamente el tratamiento ha tenido efecto.*® Entre estos
biomarcadores se encontrarian, por ejemplo, una pérdida de la funcién de JAK1, un
descenso en la diversidad del TCR o en la expresion de PD-L1 en los linfocitos T CD8+
gue infiltran el tumor. Por otra parte, también se asocia a resistencia la existencia de
una disminucion en la concentracion de moléculas como -2-microglobulina y defectos
en la sefalizacion del IFN-y, que como ya se ha expuesto anteriormente, intervienen en
la activacién del sistema inmune.

Todo lo desarrollado a lo largo de este trabajo de revisién nos permite deducir
gue la expresion de PD-L1 y la valoracién de la TMB son los dos biomarcadores mas
desarrollados hasta la actualidad. Por un lado, la expresion de PD-L1 es mas sensible,
presenta un valor predictivo positivo mayor y su determinacién es mas directa y
barata, dado que la medicion de la TMB resulta en la actualidad muy lenta y cara. En
este sentido, aunque todavia est4 en desarrollo la medicién de la TMB en sangre
periférica, esto podria acelerar el resultado y abaratar los costes. Por otro lado, la TMB
resulta mas objetiva, puesto que no depende de la determinaciéon de PD-L1, que
presenta una gran variabilidad entre pacientes, entre tipos tumorales y también en las
diferentes etapas del propio tumor, asi como presenta un valor predictivo negativo
mayor. Ademas, la TMB presenta la desventaja frente a PD-L1 de que no se conoce
perfectamente su mecanismo de accion, por lo que una falta de respuesta ante una TMB
alta no se sabe discernir cual es el mecanismo subyacente que la produce.

En cuanto al resto de biomarcadores, por si solos no podrian ser empleados
puesto que no son suficientemente especificos, pero de forma conjunta con la expresion
de PD-L1y de la TMB apoyarian en la prediccion y mostrarian una vision mas global de
la situacion inmunolégica del paciente a la hora de administrar estos anticuerpos
bloqueantes de los immune checkpoints. En cuanto a las perspectivas de futuro, un
método muy interesante seria el inmunograma del cancer en el que se incluyen
diferentes parametros especificos que permitirian valorar el estatus inmunoldgico del
paciente de forma global unificando varios de los biomarcadores desarrollados hasta la
actualidad. El inmunograma del cancer proporcionaria un resultado con una sensibilidad
y especificidad mucho mayor a la hora de predecir si la inmunoterapia seria eficaz. De
otra manera, este método predictivo también permitiria administrar un tratamiento mas
especifico a cada paciente.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente trabajo son:

1. Los biomarcadores predictivos de respuesta mas desarrollados hasta la
actualidad son la expresién de PD-L1 y la TMB. En ambos biomarcadores
valores elevados indican una mayor probabilidad de respuesta al tratamiento
inmunoterapico.

2. La expresion de PD-L1 y la TMB no pueden emplearse en la practica clinica de
forma exclusiva porque no son lo suficiente predictivos; mientras que PD-L1 es
poco especifico y su medicion es mas cualitativa; la TMB es poco sensible y
cara.

3. Otros biomarcadores analizados (mutaciones de oncogenes concretos,
alteraciones del microambiente tumoral o la microbiota intestinal) de momento
presentan limitaciones que vienen dadas por la realizacion de menos estudios
en torno a ellas y su menor especificidad.

4. Laobtencion de biomarcadores en la sangre del paciente es una linea de estudio
importante en la actualidad, que facilitaria la determinacion de estos
biomarcadores en la practica clinica debido a su caracter menos invasivo y mas
economico.

5. Los biomarcadores de respuesta y resistencia al tratamiento permiten asegurar
que el tratamiento esta siendo efectivo en el paciente durante la administracion
de la terapia o determinar el fallo terapéutico tras la administracion de la misma.

6. Las perspectivas de futuro se encaminan al desarrollo del inmunograma, una
prueba diagndéstica que comprenderia la conjuncién en una Unica prueba de
varios de los biomarcadores expuestos, obteniendo asi un test diagnostico con
una mayor sensibilidad y especificidad.
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ANEXOS

Anexo 1
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Figura 6- Ejemplo de tincién inmunohistoquimica para valorar la expresion de PD-L1 en
diferentes muestras tumorales. Se trata de muestras de NSCLC en los que se utiliza el
anticuerpo 22C2 de pharmDx assay. En la imagen A se ve que la tincion de las células
es <1%, siendo las zonas mas oscuras agregados de macrofagos que no se incluyen
esta evaluacion. En la imagen B se puede ver también una escasa tincion, viendo
células tumorales negativas (flecha) y macrofagos positivos (punta de flecha). En la
imagen C se aprecia que la tincion de las células es del 25%, donde la mayoria de las
células son negativas (flecha), siendo una minoria positivas (punta de flecha). En la
imagen D la tincion es del 75%, encontrandose células positivas (punta de flecha) y
negativas (flecha). En la imagen E la tincion es del 100%, al igual que la imagen F, pero
se ve como ésta Ultima presenta una mayor intensidad de tincién inmunohistoquimica
(representadas ambas con la punta de la flecha).
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Anexo 2

Tabla 3- Cuadro resumen de las limitaciones de PD-L1 como biomarcador predictivo de
respuesta al tratamiento inmunoterapico debido a su amplia variabilidad en diferentes

aspectos.

Factor que modifica la
expresion de PD-L1

Por qué se produce

Variabilidad asociada al
mecanismo de
expresion de PD-L1

(35)

Diferentes vias que producen la expresion de PD-L1
(MAPK, PIK3)

Diferentes células que expresan PD-L1 (tumor, sistema
inmune)

Variabilidad asociada al
microambiente tumoral

(21)

Existencia de o anti-

inflamatorias

citoquinas pro-inflamatorias

Variabilidad temporal y
espacial de la muestra

(3, 21)

En diferentes etapas del desarrollo tumoral existe

variabilidad en la expresion de PD-L1.

En distintas muestras tumorales existe variabilidad en la
expresion de PD-L1

En diferentes pacientes existe variabilidad en la expresion
de PD.L1

Variabilidad asociada a
la medicién

(5, 21)

Diferentes anticuerpos (Dako 22C3, Dako 28-8, el Ventana
SP142, y el SP263) que presentan distintos valores de
positividad de PD-L1 y diferentes métodos de obtencién de
la muestra (bioquimicos , anatomopatoldgicos)
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Anexo 3

Somatic mutation prevalence
(number mutations per megabase)
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Figura 7-Relacion entre la prevalencia de mutaciones somaticas (TMB) y la formacion
de neoantigenos. En la parte superior aparecen diferentes tumores, ordenados en orden
creciente de prevalencia de mutaciones somaticas. Se aprecia que los que tienen una
mayor prevalencia, presentan formacion de neoantigenos con mas frecuencia.*®
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Anexo 4

Tumor foreignness
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Figura 8- Inmunograma del cancer que muestra diferentes biomarcadores predictivos
de respuesta al tratamiento inmunoterapico. Se muestran condiciones favorables (azul)
y desfavorables (rojas) de la interaccién del sistema inmune y el cancer a través de la
medicion de 8 parametros en un paciente hipotético. En esta figura se muestran de
forma esquematica diferentes parametros del inmunograma a nivel celular .?

40



