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RESUMEN

El cdncer de pulmdén constituye una de las principales causas de
morbimortalidad a nivel mundial, siendo el cdncer de pulmdn de célula no pequefia
(CPCNP) el subtipo mas frecuente y responsable de la mayoria de las muertes. La
irrupcion de la inmunoterapia basada en inhibidores de puntos de control
inmunoldgico (ICl) ha supuesto un cambio de paradigma en el tratamiento de esta
enfermedad. Sin embargo, la respuesta clinica a estos tratamientos es muy variable y,
actualmente, carecemos de biomarcadores predictivos fiables que permitan
seleccionar de forma precisa a los pacientes que mas se beneficiardn. En este contexto,
la microbiota emerge como un modulador del sistema inmune y su interacciéon con
tratamientos concomitantes podria condicionar la eficacia de la inmunoterapia.

En este marco, llevamos a cabo un estudio prospectivo en una cohorte de 55
pacientes con CPCNP tratados con ICI, con el objetivo de identificar marcadores
predictivos de respuesta y de aparicion de toxicidades inmunomediadas (IrAEs), a
partir del andlisis de la microbiota mediante técnicas de secuenciacion 16S,
complementado con modelos predictivos de regresiéon y aprendizaje automatico.
Asimismo, se analizé la evolucidén clinica y la supervivencia global (SG) en relacién con
el uso de tratamientos concomitantes que alteran la microbiota, como los antibidticos
y los corticosteroides.

Nuestros resultados muestran que existen diferencias significativas en la
composicion de la microbiota respiratoria entre respondedores y no respondedores a
ICI. Los pacientes respondedores presentan una mayor diversidad alfa y una menor
abundancia del filo Firmicutes y del género Streptococcus. Mediante modelos de
regresion logistica, se identificé al género Gemella como el principal predictor de no
respuesta, mientras que Lachnoanaerobaculum se asocié con una mayor probabilidad
de respuesta favorable al tratamiento inmunoterapico.

Ademas, se observé que el uso de antibidticos se asocia con una menor tasa de
respuesta a los ICl, y el tratamiento con corticosteroides se relaciond con una peor SG.
Aunqgue la mayoria de estudios previos han centrado su atencién en la microbiota
intestinal, nuestros hallazgos subrayan la relevancia de la microbiota respiratoria como
posible biomarcador de eficacia en pacientes con CPNM.

Estos resultados abren la puerta a futuras estrategias de modulacién de la
microbiota con el objetivo de optimizar la respuesta a la inmunoterapia. Una mejor
comprension del impacto de la microbiota, asi como del efecto de los tratamientos
que la alteran, permitira avanzar hacia una medicina mas personalizada y mejorar los
resultados clinicos de los pacientes con CPNM.



1. - INTRODUCCION

1.1.- Epidemiologia

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a
nivel mundial (1,2). En Espafia segun los calculos de REDECAN, los tumores mas
frecuentemente diagnosticados son los de mama, pulmon, colon y recto. A pesar de
que se ha relacionado tipicamente con el sexo masculino, se estima que en 2025 el
cancer de pulmén (CP) sea el tercer tumor mas comunmente diagnosticado en
ambos sexos (3). Histolégicamente, dentro del cancer de pulmén se diferencian
dos grandes grupos el cancer de pulmoén de célula pequeifia (CPCP), o microcitico, y
el cancer de pulmoén de célula no pequefia (CPCNP). En Europa la distribucién
histolégica ha cambiado en los Ultimos afios, habiendo disminuido los carcinomas
escamosos de pulmoén en varones pero no en mujeres y habiendo aumentado, en
ambos géneros, la incidencia de adenocarcinomas (ADC) (4).

Respecto a las tasas de supervivencia (SV), hasta hace poco, la SV a 5 afios
era menor del 20% (Incluyendo tanto CPCP como CPCNP). Sin embargo, los
avances de los ultimos afios en cuanto a un mejor conocimiento de la genémica en
este tumor incorporando nuevas terapias dirigidas, junto con la inmunoterapia
principalmente, han condicionado una mejora muy significativa en la
supervivencia global (SG), alcanzando algunas series una SV a 5 afios del 32%,
siendo especialmente notable esta mejoria en determinados subgrupos de
pacientes (estadios localizados, portadores de mutaciones accionables, entre
otros) (3).

A pesar de su elevada incidencia (32768 casos nuevos en 2024 en Espafia)
la prevalencia del CP es relativamente baja (41143 pacientes a cinco afios tras el
diagndstico), dada su alta tasa de mortalidad (1,5). En 2020, se estimaron 2.2
millones de nuevos casos de cancer de pulmén y 1.8 millones de muertes debido a
esta enfermedad (5). Sin embargo, a pesar de esto, la SV de estos tumores ha
aumentado en los ultimos afios gracias a la prevencidn, diagndstico precoz,
avances terapéuticos y el control de su principal factor de riesgo, el tabaquismo
(3). Segun las estimaciones de la World Health Organization (WHO) el 71% de los
fallecimientos por cancer de pulmoén estan relacionados con el tabaco (6,7).

1.1.1.- Otros factores de riesgo y agregacién familiar

Ademas del tabaquismo, se han identificado numerosos factores de riesgo
que contribuyen al desarrollo del CP, donde se incluyen la exposicion ambiental a
sustancias carcinégenas como el radon, el asbesto, la contaminacion del aire y los
metales pesados (8,9). El segundo factor de riesgo identificado es la exposicién al
radon (1). El radén, un gas radioactivo presente en el aire, procedente de la
descomposicion de otros gases nobles presentes en los terrenos rocosos,
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graniticos, volcanicos... El radéon y el tabaco tienen un efecto sinérgico,
aumentando 25 veces el riesgo de desarrollar CP. En pacientes no fumadores, el
radon es el principal factor de riesgo, aumentando un 16% el riesgo de desarrollar
cancer de pulmén por cada 100 Bq/m3 (6,9).

Por otro lado, la susceptibilidad genética desempefia un papel significativo
en algunos casos, evidenciado por la agregacion familiar. La agregacion familiar y
las variantes genéticas asociadas con el cancer de pulmén han ganado atencién
como factores relevantes para comprender la susceptibilidad individual,
especialmente en el CPCNP. Entre los genes mas estudiados destacan los
relacionados con la reparaciéon del ADN (como ERCC1 y XRCC1) y los implicados en
el metabolismo de carcin6genos derivados del tabaco, como CYP1IA1 y GSTM1 (10).

Adicionalmente, ciertos sindromes hereditarios, como el sindrome de Li-
Fraumeni, asociado a mutaciones en el gen TP53, o las mutaciones germinales en
EGFR y ALK, han sido reportados en familias con historia de cancer de pulmén
(10,11). Estudios recientes destacan que las mutaciones hereditarias en genes
como EGFRy TP53 pueden incrementar el riesgo de desarrollar este tipo de cancer,
incluso en ausencia de exposicion al tabaco. Ademas, se han identificado variantes
en loci relacionados con procesos de reparacion del ADN y respuesta inmune, que
modulan la susceptibilidad al CPCNP (11).

La influencia de factores ambientales en combinacién con distintas
predisposiciones genéticas subraya la complejidad del desarrollo de CPCNP. En
ciertas investigaciones recientes se ha confirmado la relevancia de estudios de
familias con historial de CP, donde la identificacion de mutaciones especificas
podria facilitar estrategias personalizadas de prevencion y tratamiento (12).

1.2.- Diagnostico

Las guias clinicas disponibles (NCCN, ESMO, SEOM, ...) recomiendan una
estrategia de diagndstico individualizada para cada paciente, dependiendo de la
localizaciéon y tamano tumoral, la presencia o no de metastasis a distancia, la
afectacion mediastinica y las caracteristicas del paciente. Se insiste, asi mismo, en
la necesidad de un manejo multidisciplinar, dentro de un comité de tumores. La
definicion bioldgica y morfolégica del tumor es imprescindible, ya que el manejo
terapéutico posterior dependera de ello (2,13).

1.2.1- Cribado

Como se ha mencionado al inicio de este trabajo, el CP es una de las
principales acusas de mortalidad a nivel mundial, y por ello, su deteccién precoz es
crucial para mejorar las tasas de SV. El cribado mediante tomografia
computarizada de baja dosis (TCBD) ha demostrado ser eficaz en la deteccion



precoz de este tipo de cancer, permitiendo identificar tumores en estadios iniciales
y, por ende, reducir la mortalidad asociada (14,15).

En Espafia, a pesar de la evidencia cientifica que respalda la
implementacién de programas de cribado en este tipo de tumor, todavia no se ha
establecido un programa nacional de cribado sistémico. Sin embargo, se estan
llevando a cabo iniciativas piloto para evaluar la viabilidad y eficacia de dichos
programas en el contexto espafiol (15).

Uno de los proyectos mas destacados es el Proyecto CASSANDRA (Cancer
Screening, Smoking Cessation and Respiratory Assessment), promovido por la
Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR). Este programa
multicéntrico y multidisciplinar incorpora la TCBD como herramienta de cribado,
en combinacién con estrategias de deshabituacion tabaquica y la colaboracién con
atencion primaria. El objetivo principal del proyecto CASSANDRA es demostrar la
viabilidad, factibilidad y coste-efectividad del cribado de CP en Espafia, con miras a
su posible incorporacién en la cartera de servicios del Sistema Nacional de Salud
(16,17).

Ademas de CASSANDRA, se estan desarrollando otros estudios y ensayos
clinicos en Espafia para evaluar diferentes aspectos del cribado en el CP,
incluyendo la identificacion de poblaciones de alto riesgo, la optimizacion de los
protocolos de cribado y la integracién de nuevas tecnologias y biomarcadores que
puedan mejorar la precision diagndstica. Estas iniciativas buscan generar datos
robustos que respalden la implementacién de programas de cribado efectivos y
adaptados a las caracteristicas especificas de la poblacién. La combinacién de
estrategias de prevencion primaria y secundaria es esencial para lograr una
reduccidn sustancial en la incidencia y mortalidad por cancer de pulmoén (16,18).

1.2.2- Evaluacidn inicial v sospecha clinica

El proceso diagndstico comienza con una anamnesis detallada, que incluya
los factores de riesgo como el tabaquismo, la exposicion a agentes carcinogénicos
(radon, asbestos), los antecedentes familiares oncologicos, la presencia de
sintomas sugestivos (hemoptisis, disnea, tos persistente, dolor toracico o sindrome
constitucional entre otros) y una exploracién fisica minuciosa que, aunque en la
mayoria de los casos puede ser inespecifica, puede ayudarnos a identificar signos
de enfermedad avanzada o complicaciones secundarias como pueden ser el
sindrome de vena cava superior o las adenopatias supraclaviculares (18).

1.2.3.- Pruebas de imagen vy estadificacion

El primer paso en el diagnoéstico suele ser una radiografia de térax, aunque
su sensibilidad es limitada para detectar lesiones pequefias y en ciertas
localizaciones. La tomografia axial computerizada (TAC) de torax con contraste es
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la técnica de eleccion para caracterizar las lesiones pulmonares (18,19). Ademas, la
TAC permite realizar la estadificacion, pudiendo evaluar el tamafio y localizacién
de la lesién primaria, la presencia de afectacion ganglionar o de lesiones a distancia
(metastasis). En pacientes con sospecha de enfermedad avanzada, en los que
queden dudas tras la realizacion de la TAC, la tomografia por emision de
positrones (PET-TC) mejora la precision de la estadificacion y ayuda a diferenciar
entre lesiones benignas y malignas. En caso de adenopatias mediastinicas
sospechosas en PET-TC o TAC, se recomienda la realizacibn de una
ecobroncoscopia (EBUS) o una mediastinoscopia para su confirmaciéon. En los
casos en que haya sospecha de metastasis cerebrales, la resonancia magnética
(RM) cerebral es el gold standard (2,18,20).

La estadificacion es una parte clave en el diagndstico ya que va a determinar
las opciones terapéuticas. Esta se realiza en base a la clasificacion TNM (en el
momento de realizaciéon de éste trabajo, se encontraba vigente la 82 edicion de
2017), que consiste en la caracterizacion tumoral en base a sus caracteristicas
primarias (T), afectacion ganglionar regional (N) y metastasis a distancia (M) (16).

T: Tumor primario

Tx El tumor primario no puede ser evaluado o tumor evidenciado
por la presencia de células malignas en esputo o lavados
bronquiales pero no evidenciado en pruebas de imagen o

broncoscopia
TO Sin evidencia de tumor primario.
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor < o igual a 3 cm en su didmetro mayor rodeado por

pulmon o pleura visceral sin evidencia mediante broncoscopia
de invasiéon mas proximal que el bronquio lobar.

T1a (mi) Adenocarcinoma minimamente invasivo

Tla Tumor < 1 cm en su diametro mayor.

T1b Tumor > 1 cm pero < 2 cm en su didmetro mayor.

Tlc Tumor > 2 cm pero < 3 cm en su didmetro mayor.

T2 Tumor > 3 cm, pero < 5 cm con alguno de los siguientes
criterios:

- Afecta bronquio principal independientemente de la distancia
desde carina pero sin afectacién carinal.




- Invade pleura visceral.

- Asociado a atelectasia o neumonitis obstructiva que se
extiende a la region hiliar, afectando a parte o todo el pulmon.

T2a Tumor > 3 cm pero < 4 cm en su didmetro mayor.

T2b Tumor >4 cm pero <5 cm en su didmetro mayor.

T3 Tumor > 5 cm pero < 7 cm o con nddulos tumorales en el mismo
l6bulo que el tumor primario o que invade directamente alguna
de las siguientes estructuras: pared toracica (incluyendo pleura
parietal y tumores del sulcus superior), nervio frénico,
pericardio parietal.

T4 Tumor > 7 cm o asociado a ndédulos tumorales en distinto 16bulo

ipsilateral al del tumor primario o invade alguna de las
siguientes estructuras: diafragma, mediastino, corazon, grandes
vasos, traquea, nervio laringeo recurrente, es6fago, cuerpo
vertebral y carina.

N: Ganglios linfaticos regionales

Nx No se puede evaluar la afectacién de ganglios linfaticos
regionales.

NO No existe afectacion de ganglios linfaticos regionales.

N1 Metastasis en ganglios ipsilaterales peribronquiales y/o hiliares
e intrapulmonares ipsilaterales. Incluyendo afectacién por
extension directa.

N2 Metastasis en ganglios mediastinicos ipsilaterales y/o
subcarinales.

N3 Metastasis en ganglios mediastinicos o hiliares contralaterales,

escalénicos o supraclaviculares.

M: Metastasis a

distancia

MO No existen metastasis a distancia.

M1 Presencia de metastasis a distancia.

M1la Nédulos en l6bulo contralateral, tumor con nédulos pleurales o
pericardicos o derrame pleural o pericardico malignos.

M1b Metastasis Unica extratoracica.

M1lc Metastasis multiples extratoracicas en uno o varios érganos.
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Estadio T N M
Carcinoma Oculto | Tx NO MO
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA1 T1la (mi) NO MO
Tla NO MO
Estadio 1A2 T1b NO MO
Estadio IA3 Tlc NO MO
Estadio IB T2a NO MO
Estadio 1A T2b NO MO
Estadio IIB Tla-c N1 MO
T2a N1 MO
T2b N1 MO
T3 NO MO
Estadio IIIA Tla-c N2 MO
T2a-b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
Estadio IIIB Tla-c N3 MO
T2a-b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
Estadio IIIC T3 N3 MO
T4 N3 MO
Estadio IVA Cualquier T Cualquier N Mla
Cualquier T Cualquier N M1b
Estadio IVB Cualquier T Cualquier N Mlc
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1.2.4.- Obtencidn de tejido

Una vez identificado el tumor, el siguiente paso es la obtencion de tejido
para la confirmacion histoldgica y la realizacién de estudios moleculares. Hay que
tener en cuenta que, en caso de sospecha de metastasis es de eleccion la biopsia de
la enfermedad a distancia siempre, que sea posible, de cara a realizar diagndstico y
estadiaje (19). Con objetivo de conseguir un diagnostico histologico preciso se
recomienda, siempre que sea posible, la toma de muestras tumorales
representativas, como aquellas obtenidas mediante BAG o biopsia quirdrgica. Para
lesiones centrales, la prueba de eleccién es la broncoscopia, que ademas permite la
toma de muestras ganglionares mediastinicas mediante EBUS. En el caso de
lesiones periféricas o a distancia estaria indicada la biopsia con aguja gruesa (BAG)
guiada por ecografia o TAC. Otras alternativas serian la toracocentesis, en caso de
presencia de derrame pleural, o la biopsia quirtrgica si las técnicas menos
invasivas han fallado (18,20,21).

1.2.5- Diagndéstico anatomopatoldgico

Una de las principales caracteristicas del cancer de pulmoén es que se trata
de una enfermedad muy heterogénea. Histol6gicamente, como hemos mencionado
previamente, los tumores epiteliales malignos pulmonares se han clasificado en
dos grandes grupos, los CPCNP (80-90% de los casos) y los CPCP (10-20% del
total). Dentro de los CPCNP los subtipos mas frecuentes son los carcinomas
escamosos, los ADC y los carcinomas de células grandes (4).  El carcinoma
escamoso o carcinoma epidermoide ha sido el subtipo mas frecuente hasta hace
unos anos. Sin embargo, dadas las modificaciones en el habito tabaquico (aparicion
de filtros y menor concentraciéon de alquitran, entre otros) esta situaciéon ha
cambiado. Cuando el tumor se encuentra bien diferenciado aparecen areas de
queratinizacion, puentes intercelulares y perlas corneas, lo que facilita el
diagnostico anatomopatoldgico. Desde el punto de vista de la inmunohistoquimica,
es caracteristico de estos tumores la positividad para las citoqueratinas 5 y 6 y p40
y la negatividad para las citoqueratinas 7 y 20 y para el factor de trascripcion
tiroideo 1 (TTF1) (22).

El adenocarcinoma se ha convertido en el subtipo mas frecuente. Se
caracteriza por la formaciéon de estructuras glandulares y/o la presencia de
material de secrecion. Son tumores muy heterogéneos siendo sus areas centrales
de patron soélido, las intermedias de patron papilar y las periféricas un crecimiento
bronquio alveolar (4,22). Segun la ultima clasificacion de la WHO Ila
subclasificacion de los ADC es importante dado que tienen un patrén metastasico,
recurrencia y SV diferentes, incluso se ha sugerido que tengan distinto beneficio
con la terapia adyuvante (pendiente de estudios prospectivos que lo confirmen)
(4). Desde el punto de vista inmunohistoquimico, los ADC se caracterizan por la
positividad de la citoqueratina 7 y del TTF1 y la negatividad para la citoqueratina
20 (22).
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El carcinoma de células grandes es el subtipo mas infrecuente. Es una
neoplasia muy indiferenciada, que no permite la clasificacion como ninguno de los
subtipos histoldgicos previos. Otros subgrupos histolégicos, dentro de los CPCNP,
mucho menos frecuentes, son los carcinomas sarcomatoides, el carcinoma
basaloide, el tumor carcinoide y el carcinoma neuroendocrino de células grandes
(21,22).

El carcinoma de célula pequefia o microcitico se caracteriza por un
crecimiento difuso de células de pequeino tamafio, citoplasma escaso, con
abundantes células en mitosis. Puede mostrar areas de necrosis. Respecto a su
inmunohistoquimica, los marcadores mas frecuentes son la enolasa neuronal
especifica, la sinaptofisina, la cromogranina y el CD56 (20,21).

Ademas del subtipo histolégico, algunas caracteristicas celulares pueden
ser utiles para el tratamiento, como es la expresion de la proteina de membrana
Programed Death Ligand 1 (PD-L1). Es por esto que las ultimas guias clinicas
recomiendan testar, por inmunohistoquimica, la expresién de PD-L1 en
practicamente todos los CPCNP (2). Tras los avances realizados en el diagndstico
molecular y en las terapias dirigidas, las ultimas guias clinicas recomiendan la
realizacion de test moleculares de secuenciaciéon masiva (NGS) en todos los CPCNP
(2,20).

1.2.6.- Evaluacién funcional

Una vez que disponemos de un diagnodstico anatomopatologico y una
estadificacién de la enfermedad, es importante realizar una evaluacién funcional
de paciente que incluye pruebas de funciéon pulmonar y valoraciéon del estado
general mediante escalas como la del Easter Cooperative Oncology Group (ECOG).
Esta evaluacion ayudara a determinar la idoneidad de tratamientos quirurgicos,
radioterapicos o tratamientos sistémicos(2,18).

1.3.- Tratamiento

1.3.1.- Tratamiento del CPCNP: estadios localizados

El abordaje del CPCNP en estadios localizados (I-IIIA) se basa
principalmente en el abordaje quirdrgico combinado con terapias adyuvantes o
neoadyuvantes. La lobectomia con linfadenectomia sistematica es el gold standard
para tumores resecables en pacientes operables con buen estado funcional. La
quimioterapia adyuvante, basada en platino, en estadios IB-IIIA ha demostrado
mejorar la SG (5%) (18). Recientemente, el atezolizumab adyuvante ha sido
aprobado pata aquellos pacientes en estadio II-1IIA, con tumores PD-L1 positivos,
tras cirugia y quimioterapia al haber evidenciado un beneficio en supervivencia
libre de enfermedad (SLE) en el ensayo IMpower010 (20).
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En aquellos con estadio IIIA con afectacion mediastinica, potencialmente
resecable, las estrategias de quimio-inmunoterapia neoadyuvante se han
establecido como un nuevo estandar de tratamiento, tras haber demostrado en
ensayos clinicos (EC) como el CheckMate 816 un aumento en la SV y en las tasas de
reseccion completa. Ademas, en pacientes con tumores con mutaciones
accionables, como EGFR, el uso de terapia dirigida adyuvante (por ejemplo,
osimertinib) estd cambiando el panorama terapéutico (18). En pacientes con
tumores estadios IB, II o IIIA resecados, ALK translocado, el empleo de alectinib
adyuvante ha demostrado también beneficio en SLE. (23)

En pacientes con estadios tempranos irresecables, o aquellos no candidatos
a cirugia, el tratamiento de elecciéon es la quimiorradioterapia concurrente. En
pacientes con enfermedad estable tras quimiorradioterapia, el uso de durvalumab
adyuvante, basado en los resultados del EC PACIFIC, ha mostrado un beneficio
significativo en la supervivencia libre de progresion (SLP) y en la SG,
consoliddndose como un nuevo estandar de tratamiento en esta poblacién (18,19).

1.3.2.- Tratamiento del CPCNP: estadio metastasico

Tradicionalmente, el CP se habia considerado una tnica enfermedad, pero
gracias a los avances de las ultimas décadas, se ha objetivado que el CP es un
conjunto heterogéneo de tumores. Las terapias dirigidas son el tratamiento
estandar para aquellos CPCNP con determinadas alteraciones gendmicas
accionables (AGAs) como lo son las mutaciones de EGFR, MET, BRAF, KRAS, HER2, y
las translocaciones de ALK, ROS1, RET, NTRK, entre otras (13,24).

Los CP se habian considerado poco inmunégenos, dado el escaso beneficio
observado en los estudios con inhibidores/moduladores de citoquinas. Sin
embargo, el reciente desarrollo de los inhibidores de control inmune (ICI) ha
supuesto un cambio radical en el esquema terapéutico del CP (4). De los
numerosos puntos de control del sistema inmune estudiados, para evadir el
sistema inmune, el mas conocido es la proteina de muerte celular programada 1y
su ligando (PD-1/PD-L1) (24).

Hasta la llegada de la inmunoterapia, la base del tratamiento del CP era la
quimioterapia, en especial las combinaciones con platino. En un meta-analisis
realizado en 2004, se observd un beneficio de la combinacion de dos
quimioterapicos frente a la monoterapia o al triplete de quimioterapia (25). Los
datos del metaandlisis, publicado en 2006, revelaron un beneficio del 22%,
estadisticamente significativo, en el riesgo de muerte a 1 afio de los dobletes con
platino, sin conllevar esto un aumento inaceptable de las toxicidades (26).

1.3.2.1- Inmunoterapia en el tratamiento del CPCNP

El primer hito en la utilidad de los ICI en el tratamiento del CP, vino de la
mano de nivolumab en los EC fase Il CheckMate 057 y CheckMate 017, ambos
publicados en 2015 (24). Nivolumab es un anticuerpo humanizado IgG4 anti PD-1,
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que actua interrumpiendo la sefalizacion mediada por PD-1 pudiendo restaurar
asi la inmunidad antitumoral (27). Los EC CheckMate 057 y CheckMate 017
demostraron la superioridad de nivolumab frente a docetaxel en SG y tasa de
respuesta objetiva (TRO), en segunda linea de tratamiento en pacientes con
CPCNP, escamosos o no escamosos, tras progresién a quimioterapia basada en
platinos (27,28). Posteriormente llegaron otras aprobaciones para pembrolizumab
y atezolizumab (24,29,30).

1.3.2.1.1- Inmunoterapia en 12 linea de tratamiento

Los resultados tan satisfactorios que presentaron los ICI en segunda linea
de tratamiento, sentaron las bases para comenzar los ensayos en primera linea. En
los ultimos afios se han presentado resultados de un gran nimero de EC fase III
con pembrolizumab, nivolumab mas ipilimumab, atezolizumab, cemiplimab, entre
otros, que muestran resultados sin precedentes en SG ya sea en monoterapia como
en combinacién con quimioterapia frente a la quimioterapia sola. Estos resultados
han modificado los estandares de tratamiento y han ampliado las posibilidades
terapéuticas para aquellos pacientes sin AGAs (2,24).

El EC KEYNOTE-024 fue un estudio fase Il que compard, en pacientes naive
de tratamiento, con expresién PD-L1 de al menos 50% y sin mutaciones en EGFR y
ALK, pembrolizumab 200 miligramos (mg) cada 21 dias, hasta un maximo de dos
afios) frente a quimioterapia basada en platino (a elecciéon del investigador). Se
aleatorizaron 305 pacientes y permitid el crossover del grupo de quimioterapia al
grupo de pembrolizumab a la progresion. El estudio alcanzé su objetivo principal
con una mediana de SLP de 10.3 meses versus 6 meses (HR: 0.50; 95% CI, 0.37 a
0.68; p<0.001)(31,32). Respecto a los objetivos secundarios, alcanzé una mayor
TRO (44.8% vs 27.8%), la mediana de SG (tras una mediana de seguimiento de
25.2 meses) fue de 30.3 meses frente a 14.2 meses (HR 0.63; 95% CI, 0.47-0.86;
p=0.005) y la tasa de efectos adversos fue menor en el grupo experimental (31,33).

Habiéndose demostrado la utilidad de pembrolizumab en monoterapia en
aquellos pacientes con expresiéon de PD-L1 > 50%, se planteé su utilidad en

aquellos con una expresiéon menor. Para este objetivo se llevé a cabo el estudio
KEYNOTE-042 (32).

El EC KEYNOTE-042 fue un estudio fase III, que incluy6 1274 pacientes que
no habian recibido tratamiento previo, sin mutaciones driver en ALK ni EGFR y con
expresion PD-L1 >21% medido por TPS. Se aleatorizaron los pacientes a recibir
pembrolizumab 200 mg cada 21 dias (hasta un maximo de 35 ciclos) frente a
quimioterapia basada en platino, a elecciéon del investigador, de 4 a 6 ciclos. El
objetivo primario fue la SG en pacientes con TPS =50%, 220% y 21%, en la
poblacién por intencién de tratar. La mediana de SG a 5 afios, con una mediana de
seguimiento de 61.1 meses, fue de 21.9%, 19.4% y 16.6% respectivamente (250%
HR 0.68, 95% CI 0.57-0.81, p=0.0003; 220% HR 0-75,95% CI 0.64-0.87, p=0-0020;
>1% HR 0.79, 95% CI 0.70-0.89, p=0.0018) (34,35). Sin embargo, el mayor
beneficio en SG se encontré en aquellos pacientes con un TPS>=50%, no
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demostrandose un beneficio estadisticamente significativo en aquellos con una
expresion entre 1-49% (HR 0,92,1C del 95 % 0,77 a 1,11) (4).

El EC IMpower110 fue un estudio fase III, que incluy6 572 pacientes con
histologia escamoso y no escamoso, con expresion de PD-L1 de al menos 1% o un
indice de células infiltrantes de tumor tefiidas con PD-L1 210%. Los pacientes se
aleatorizaron a recibir atezolizumab (anti PD-L1) 1200 mg cada 21 dias, frente a
quimioterapia (carboplatino/cisplatino mas pemetrexed/gemcitabina). El objetivo
primario fue la SG, evaluada en funcion de la expresiéon de PD-L1. La mediana de SG
en aquellos pacientes con expresion de PD-L1250% fue de 20.2 meses en el grupo
de atezolizumab frente a 13.1 meses en el grupo de quimioterapia (HR 0.59; 95%
CI, 0.40-0.89; p = 0.01). En el resto de subgrupos no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en SV (20,36). En base a estos resultados,
atezolizumab tiene indicacién en primera linea de tratamiento para pacientes con
CPCNP, sin mutaciones driver, con una expresiéon de PD-L1>50% (recomendacién
[;A segtin guias NCCN) (20).

En este mismo escenario clinico, pacientes con CPCNP, que no han recibido
tratamiento previo, con expresion de PD-L1 = 50%, se test6 la utilidad de
cemiplimab, un antiPD-1, en el EC EMOPOWER-Lung 1 (20,37). Se aleatorizaron
los pacientes a recibir cemiplimab 350 mg cada 21 dias frente a doblete de
quimioterapia basado en platino, a eleccién del investigador. Se permitié el
crossover del grupo de quimioterapia al grupo de cemiplimab a la progresion. Los
objetivos primarios fueron la SG y la SLP. En cuanto a la mediana de SG, no fue
alcanzada en el grupo de tratamiento con cemiplimab, frente a 14.2 meses de
mediana de SG en el grupo de quimioterapia [Hazard ratio (HR) 0.57; 95% CI 0.42-
0.77; p=0.0002]. La mediana de SLP fue de 8.2 meses frente a 5.7 meses
respectivamente (HR 0.54; 95% CI 0.43-0.68; p<0.0001). Diferencias
estadisticamente significativas tanto para SG como para SLP (a pesar de la alta tasa
de crossover 74%) (37).

En base a los resultados de los ensayos clinicos previamente mencionados,
pembrolizumab, atezolizumab y cemiplimab en monoterapia, son el tratamiento de
eleccion en primera linea para aquellos pacientes con CPCNP metastasico con
expresion PD-L1 250%, independientemente de la histologia (4,20,31,36,37).

Tras haber revisado las indicaciones para aquellos pacientes con expresiéon
PD-L1 =50%, se exponen a continuacién las recomendaciones para pacientes con
expresion PD-L1 <50% o negativa.

El EC KEYNOTE-189 fue un estudio fase III doble ciego, que aleatorizé a 616
pacientes (ratio 2:1) con CPCNP metastasicos, histologia no escamosa, sin
mutaciones driver, que no habian recibido tratamiento previo para enfermedad
metastasica a recibir pemetrexed mas derivado de platino mas pembrolizumab
200mg o placebo, cada 21 dias, 4 ciclos, seguido de pembrolizumab o placebo mas
pemetrexed como terapia de mantenimiento, hasta un maximo de 35 ciclos (38).
Tras una mediana de seguimiento de 10.5 meses este ensayo fue positivo para
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ambos objetivos principales, observando una mediana de SLP de 8.8 meses en el
grupo de combinacién con pembrolizumab frente a 4.9 meses en el grupo control y
una tasa de SG estimada a los 12 meses de 69.2% frente a 49.4% respectivamente
(HR 0.49, 95% CI, 0.38-0.64; p<0.001). El beneficio en SG se mantuvo en todos los
subgrupos, mientras que el beneficio en SLP no se confirmé en aquellos con un PD-
L1 por TPS <1%. En la actualizacién de los resultados tras 5 afios de seguimiento
de este estudio, se mantienen las diferencias estadisticamente significativas tanto
en SG como en SLP en todos los subgrupos, apoyando asi la indicacion de la triple
terapia independientemente de la expresion de PD-L1 (39).

Dado que el ensayo previamente descrito sdlo incluia histologia no
escamosa, unos meses mas tarde se publicé el EC KEYNOTE-407, dirigido a
pacientes con CPCNP histologia escamosa (40). Fue un EC fase III doble ciego, que
aleatoriz6 559 pacientes (ratio 1:1) con CPCNP histologia escamosa, metastasicos,
a recibir carboplatino mas paclitaxel (o nab-paclitaxel) durante los primeros
cuatro ciclos, asociado a pembrolizumab 200mg o placebo cada 21 dias, hasta un
maximo de 35 ciclos. Se alcanzaron los objeticos primarios de SG (mediana 15.9
meses frente a 11.3 meses, beneficio para el grupo experimental; HR 0.64; 95% CI,
0.49-0.85; p<0.001) y SLP (mediana 6.4 meses frente a 4.8 meses, para el grupo de
pembrolizumab). El beneficio en SG fue consistente independientemente de la
expresion de PD-L1 (40).

En el EC IMpowerl50, la suma de atezolizumab a bevacizumab y
quimioterapia (carboplatino mas paclitaxel) mejoré significativamente la SG y la
SLP, en aquellos pacientes con CPCNP, histologia no escamosa e
independientemente de la expresién de PD-L1, frente a bevacizumab mas
quimioterapia. La mediana de SG (mSG) fue de 19.2 meses para el grupo de la
cuadruple  terapia frente a 147 meses en el grupo de
bevacizumab/carboplatino/paclitaxel (HR 0.78; 95% CI 0.64-0.96; p=0.02)(41).
En este ensayo se incluyeron pacientes con mutaciones en los genes EGFR y ALK,
manteniéndose en estos subgrupos el beneficio en SG. Se ha convertido en un
esquema de tratamiento de primera linea para aquellos pacientes con CPCNP,
independientemente de la expresion de PD-L1, y es una alternativa de tratamiento
para aquellos pacientes con mutaciones EGFR o ALK que progresan a terapias
dirigidas (4,41).

El EC IMpower132 compar6 la combinacién carboplatino o cisplatino con
pemetrexed asociado a atezolizumab, con atezolizumab y pemetrexed de
mantenimiento, frente al doblete de quimioterapia seguido de pemetrexed de
mantenimiento. Este estudio fue superior en SLP (mediana de 7.6 meses frente a
5.2 meses, respectivamente) pero no alcanzé la significaciéon estadistica en la
mejoria de la SG (18.1 meses frente a 13.6 meses, HR 0.81; 95% CI 0.64-1.03;
p=0.0797). Este esquema no esta aprobado por la Agencia Europea del
Medicamento (EMA) (42).

El ensayo CheckMate 227, EC fase IlI, en el que se aleatorizaron pacientes
con cancer de pulmon estadio IV, histologia escamosa y no escamosa, a recibir
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nivolumab mas ipilimumab, nivolumab o quimioterapia (PD-L1 21%); o nivolumab
mas ipilimumab, nivolumab mas quimioterapia o quimioterapia (PD-L1 <1%). Tras
54.8 meses de mediana de seguimiento, la SG es mayor en el subgrupo de
nivolumab mas ipilimumab frente al de quimioterapia en el grupo de pacientes con
PD-L1 21% (HR 0.76, 95% CI 0.65-0.90) y en el de PD-L1 <1% (0.64; 0.51-0.81).
Este beneficio se observé en ambas histologias, fue independiente de la expresion
de PD-L1 y de la carga mutacional tumoral (TMB) (43).

El ensayo Checkmate9LA, fue un estudio fase Il que aleatoriz6 a pacientes
con CPCNP estadio IV/recurrente, a recibir nivolumab mas ipilimumab asociado a
2 ciclos de QT, basada en platino, frente a quimioterapia (4 ciclos de quimioterapia
basada en platinos) en primera linea. En un primer analisis intermedio
(seguimiento medio de 8.1 meses) se observo una mejoria en la SG para el grupo
experimental (14.1 meses frente a 10.7 meses), manteniéndose este beneficio en
histologia escamosa (14.5 meses vs 9.1 meses), en histologia no escamosa (17 m vs
11.9 m) e independientemente de la expresion de PD-L1 (44). Cabe destacar una
tasa de efectos adversos (EAs), de cualquier grado, significativamente mayor en el
grupo experimental (30%) que en el grupo control (18%). Esta combinacion de 4
farmacos ha sido aprobada por la EMA como una de las opciones de tratamiento
disponibles en primera linea en ambas histologias (45).

Los estudios previamente descritos, dejan una pregunta clave por
responder, que seria si en aquellos pacientes con PD-L1 TPS= 50% la combinacién
de quimioterapia e inmunoterapia frente a la inmunoterapia en monoterapia
ofrece algtin beneficio.

1.3.2.1.2- Inmunoterapia en 22 linea de tratamiento

Como ya se ha mencionado previamente, tres anti PD-1 o PD-L1 han sido
aprobados en pacientes con CPCNP en segunda linea de tratamiento, que no han
recibido previamente inmunoterapia.

Nivolumab (administrado una vez cada 2 semanas) y atezolizumab (cada
tres semanas) estan aprobados por EMA y FDA para pacientes con CPCNP
avanzado o metastasico, independientemente de la expresion de PD-L1 y de la
histologia, mientras que pembrolizumab (administrado cada 3 semanas) esta
aprobado para ambas histologias pero sélo para pacientes con expresion de PD-L1
>1% (27-30).

Los ensayos fase IIl que dieron estas aprobaciones, CheckMate 057 y
CheckMate 017 para nivolumab, ensayo OAK para atezolizumab y KEYNOTE-010
para pembrolizumab, emplearon como brazo control docetaxel, demostrando en
todos ellos una diferencia estadisticamente significativa favorable para el brazo de
la inmunoterapia.

Para aquellos pacientes que han recibido inmunoterapia en primera linea,
la quimioterapia en monoterapia (docetaxel o pemetrexed), continua siendo el
tratamiento estandar (4).
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A pesar de todos los avances en el proceso diagndstico y en el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas, sigue existiendo una gran variabilidad en la
respuesta al tratamiento. Es por esto que, aunque la inmunoterapia ha supuesto un
cambio drastico en el tratamiento del CP, y de otros muchos tumores, una
proporcién no despreciable de pacientes contintia recayendo o no respondiendo a
ella (46,47). Ante esta discrepancia de respuestas, se han intentado identificar
factores predictivos de respuesta a inmunoterapia (linfocitos infiltrantes de tumor
(TILs), expresion de PD-L1, inestabilidad de microsatélites o déficit del sistema de
reparacion de errores de emparejamiento (MMR), entre otros. Sin embargo, los
resultados obtenidos hasta el momento son limitados, por lo que continuar esta
linea de investigacion es importante para mejorar la respuesta clinica a la
inmunoterapia. En este contexto, la microbiota emerge como un actor clave en la
regulacion del sistema inmune y la respuesta a la inmunoterapia.

1.4.- Inmunoterapia y microbiota

Diversos estudios han demostrado que la composicién de la microbiota
intestinal y del tracto respiratorio puede influir en la activacion de las respuestas
inmunes, favoreciendo o limitando el efecto de los ICI. Dado el impacto clinico de la
inmunoterapia en el CPCNP y la creciente evidencia del papel modulador de la
microbiota, resulta fundamental investigar esta relacién con el objeto de
desarrollar estrategias para optimizar la respuesta a los ICL

1.4.1.- Conceptos generales sobre la microbiota

Cuando hablamos de microbiota nos referimos al conjunto de
microorganismos (bacterias, virus, hongos, arqueas y protistas que residen en
diversos nichos del organismo humano. Su composicién varia seguin la localizacién
anatomica, con comunidades especificas en el tracto gastrointestinal, piel, tracto
respiratorio, cavidad oral y genitourinario (48). La mayor concentracion de
microorganismos se encuentra en el tracto gastrointestinal, seguido de la piel. La
microbiota intestinal ha sido la mas estudiada debido a su papel en la homeostasis
inmunolégica y metabdlica, sin embargo, la microbiota del tracto respiratorio ha
cobrado relevancia dada su potencial interaccién con los ICI en el tratamiento del
CP (49-51). Aunque la microbiota intestinal y pulmonar estan separadas
fisicamente se ha sugerido la existencia de un eje intestino- pulmén. A pesar de
esta posible relacion, la microbiota pulmonar ha sido menos estudiada y el
conocimiento que disponemos de ella es menor (46,52).

Ala hora de realizar un analisis y estudio de la complejidad y diversidad de
la microbiota, l1a PCR cuantitativa ha demostrado ser una prueba fiable (52,53). Sin
embargo, los métodos de secuenciacién masiva son las técnicas mas empleadas,
entre ellos la secuenciacion del acido ribonucleico ribosémico (ARNr) 16S para la
identificacion taxonomica y la metagendmica shotgun, que permite una
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caracterizacion funcional mas detallada (54,55). La identificacién taxonomica
mediante secuenciacion del ARNr 16S permite clasificar los microorganismos
presentes en una muestra hasta el nivel de género o especie, proporcionando un
perfil detallado de la composicion de la microbiota. Por otro lado, la metagenémica
shotgun secuencia todo el material genético presente en la muestra, lo que no solo
permite una identificacién mas precisa de las especies, sino también el analisis de
su potencial funcional, como la capacidad de metabolizar farmacos o modular la
respuesta inmune (51). Ademas, la metabolémica y la metatranscriptémica han
sido incorporadas para evaluar la actividad metabélica y la expresiéon génica de los
microorganismos, respectivamente (49,51).

Para interpretar estos datos, se han desarrollado métricas de diversidad
alfa y beta. La a-diversidad evalia el nimero total de especies (riqueza) y la
uniformidad de su distribucién en una muestra individual. Se utilizan distintos
indices, como el indice de Shannon o el de Chaol, para cuantificar esta diversidad.
Una menor diversidad alfa se ha asociado con disbiosis, un estado de desequilibrio
en la microbiota que puede afectar la respuesta del sistema inmune vy
comprometer la eficacia de la inmunoterapia. La B-diversidad se refiere a las
diferencias y similitudes de distribucién de microorganismos entre muestras. De
esta manera, permite identificar variaciones en la estructura microbiana asociadas
a diferentes estados de salud. Diferencias en la B-diversidad podrian reflejar
patrones especificos de microbiota vinculados a una mejor o peor respuesta a ICI,
asi como a la aparicién de IrAE. Estas mediciones son clave en estudios que buscan
establecer la microbiota como biomarcador predictivo en oncologia (54,56).

1.4.2.- Microbiota intestinal

La microbiota intestinal, comprende una variedad de microorganismos,
como previamente hemos indicado (52,53). Se han realizado estudios taxonémicos
en distintas poblaciones, uno de los mas grandes es el Proyecto del Microbioma
Humano (57). Cuando hablamos de microbioma, nos referimos no solo a la
inmensa variedad de microorganismos que habitan en el cuerpo humano, sino
también a sus genes y metabolitos. De dicho proyecto se extrajo una importante
conclusion y es que no existe una Unica composicion normal de la microbiota en
individuos sanos. Lo que si es comtn en todos los sujetos sanos son las bacterias
mas predominantes, que pertenecen a dos filos (categoria taxon6mica que se
encuentra entre el reino y la clase), que son los Firmicutes (65%, que incluye Gram-
positivos como Clostridium, Lactobacillus, Rumicocuccus, entre otros) y
Bacteroitides (23%, incluyendo Gram-negativos como Bacteroides, Porphyromonas
o Prevotella) (53,57). Por detrds en frecuencia encontramos las Proteobacteria
(8%, aqui encontrariamos Helicobacter y Escherichia), las Actinobacteria (3%,
incluyendo Gram-negativos como los Bifidobacterium) y otros filos menos
frecuentes. En cuanto a los hongos y arqueas, suponen menos de 1% de la
microbiota intestinal, siendo predominantes los géneros Cdndida y Saccharomyces
(52). Dentro del tracto digestivo, la mayor densidad de microorganismos se
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encuentra en el colon, donde predominan los anaerobios como Lactobacillus,
Clostridium, Bacteroides, Porphyromonas 'y Bifidobacterium.

Sin embargo, la microbiota intestinal, parece tener una composicion
diferente en los pacientes que padecen CP. Segun el estudio publicado en 2018 por
Zhang et al, los pacientes con CP presentaban una concentracién menor de
Proteobacterias y Firmicutes, a costa de unos niveles mas altos de Bacteroidetes y
Fusobacterias (58).

En distintos estudios se ha postulado que una microbiota intestinal sin
disbiosis es un importante regulador del sistema inmune. Se ha implicado a la
microbiota como un factor causal o preventivo, de diversas enfermedades, entre
ellas el cancer (52). En este sentido, se han realizado algunos estudios preclinicos
que informan que la microbiota intestinal estd implicada en la respuesta a
inmunoterapia en algunos tumores (46). Esto es asi dada la capacidad de la
microbiota intestinal y sus metabolitos de modular, tanto la inmunidad innata
como la adaptativa, por ejemplo, mediante la produccién de citoquinas o la
regulacion de la funcion de las células T, lo que puede influir en la eficacia de los ICI
(59). En base a ésta funcion, diversos estudios han mostrado que la microbiota
intestinal regula el potencial de la inmunoterapia para estimular la funcién
antitumoral del sistema inmune (52,60,61). Consecuencia de esta interaccién entre
ICI y microbiota intestinal, podrian explicarse las diferentes interpersonales de la
respuesta a la inmunoterapia (61,62).

Se han encontrado diferencias significativas en la composicién de la
microbiota intestinal entre los respondedores y no respondedores a
inmunoterapia. Routy et al, en 2018 encontraron que la presencia de Akkermansia
muciniphila se relacionaba con mejores respuestas a ICI, en especial con anti-PD1
(63). Ademas, en 2023 se publico un ensayo que mostraba que una mayor o-
diversidad en la microbiota intestinal (analizada en muestra de heces) se
relacionaba con una mejor respuesta a ICI (64). En un estudio realizado en
pacientes con CPCNP, tratados con nivolumab, se objetivo una mayor estabilidad y
diversidad en la composicion de la microbiota de los respondedores frente a la de
los no respondedores.

En 2022, se public6 un metaanalisis relativo a pacientes con melanoma, y
dirigido a encontrar una posible relaciéon entre la composiciéon de la microbiota
intestinal (en muestra fecal) y la respuesta y efectos adversos de los ICI. Los
resultados mostraron que la presencia de bacterias del filo Actinobacteria y de las
familias Lachnospiraceae/ Ruminococcaceae de Firmicutes se relacionaban con una
respuesta favorable al tratamiento. Por el contrario, la presencia de bacterias
Gram-negativas se relacionaban con una mayor actividad inflamatoria, un aumento
del ratio neutrofilo-linfocito y con unos peores resultados de SV (65).

Se ha postulado una relacién entre Bacteroides fragilis, y otras especies de
Bacteroides spp, y la eficacia de agentes anti-CTLA-4, ya que suelen estar
sobreexpresadas en ileo, estimulando las células Th1, tras el bloqueo de CTLA-4,
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que contribuye a su beneficio terapéutico (55,66,67). Recientemente, en una
revision realizada por Ma et al, se ha observado que algunas especies de
Bifidobacterum longum, Bifidobacerium breve species y Faecalibacterium spp, se
asocian a una mayor eficacia de la terapia con anti-PD1 (55,68). Parece que
Bifidobacterum aumenta el IFN-g y las células T CD8+, estimula la maduracion de
las células dendriticas y aumenta el total de linfocitos T citotéxicos (CTLs)
especificos del tumor (55,66). Ademas, otras especies bacterianas, como
Akkermansia muciniphila, Clostridiales y Ruminococcaceae, si estan presentes en la
microbiota, previenen el sindrome del intestino permeable y la inmunosupresiéon
sistémica y su presencia se relaciona con mejores resultados con el uso de ICI
(55,63,68).

En este sentido, se han publicado varios estudios en los que se ha visto que
los suplementos con Akkermansia muciniphila, Clostridium butyricum, Enterococcus
hirae o Barnisiella intestinihominis mejoran a respuesta y aumentan
significativamente la SLP en aquellos pacientes con CPCNP en tratamiento con
inmunoterapia en monoterapia o en combinacién con quimioterapia (63,69).

Los investigadores contindan trabajando en el disefio de ensayos clinicos
mas robustos, con el objetivo de disminuir los sesgos y la variabilidad, y asi poder
verificar la relacion causal entre microbiota intestinal, las alteraciones en su
composicion habitual, y la eficacia y seguridad de la inmunoterapia. Se espera que
el trasplante de microbiota fecal y la intervencidon dietética, se conviertan en
herramientas auxiliares en la terapia con ICI, mejorando los resultados de estos
estandares de tratamiento (70).

1.4.3.- Microbiota pulmonar

La microbiota pulmonar, o de vias respiratorias, comparada con la
microbiota intestinal es solo una pequefia parte de la microbiota humana, a pesar
de lo cual no deja de ser esencial para la homeostasis del huésped y es un punto
clave en la fisiopatologia de algunas enfermedades respiratorias. El estudio de la
microbiota pulmonar en el cancer de pulmoén surge del reconocimiento de su papel
en la modulacién de la respuesta inmunitaria no solo a nivel local, si no también
sistémica. A diferencia de la intestinal, la microbiota pulmonar estd en contacto
directo con el microambiente tumoral, pudiendo influir en la inflamacién, la
inmunovigilancia y la eficacia de los tratamientos (71,72).

A pesar de que los pulmones tienen una microbiota especifica, los filos
bacterianos que predominan en el pulmén, son los mismos que los predominantes
en la microbiota intestinal. Los filos predominantes, en individuos sanos, son
Firmicutes (Staphylococcus, Streptococcus y Lactobacillus) y Bacteroidetes, seguidos
de Proteobacterias y Actinobacterias (52,72).

Al igual que sucedia con la composicion de la microbiota intestinal, que se
modificaba en pacientes con cancer de pulmén, también se ha visto variabilidad en
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a y B diversidad en la microbiota pulmonar (71). En muestras de pulmén en
pacientes con cancer de pulmén, se han observado mayores niveles de
Streptococcus, Prevotella, Veilloneala y de los filos bacterianos Firmicutes y
Bacteroidetes (71). La mayoria de las bacterias predominantes en los canceres de
pulmon tienen cualidades anaerdbicas. Estas bacterias aumentan en nimero a
medida que progresa el tumor, lo que ocasiona un aumento del entorno hipéxico y
proinflamatorio (72). Este cambio en el entorno puede influir negativamente en la
respuesta inmune contra el tumor. Al interferir con la modulacién inmunolégica
que facilita la accién de los ICI, esta alteracién de la microbiota pulmonar podria
relacionarse con una menor SV en pacientes con CPCNP en tratamiento con
inmunoterapia (72).

1.4.4.- Factores externos que modifican la microbiota v su impacto en la eficacia de
inmunoterapia

Es conocido que, a pesar del gran desarrollo de la inmunoterapia y sus
amplias aplicaciones, muchos pacientes no se benefician de los tratamientos con
ICI, ya que experimentan una resistencia o una progresion rapida. El mecanismo
por el que esto ocurre es desconocido, por lo que se estan realizando muchos
estudios para identificar biomarcadores de resistencia (73). Recientemente se han
desarrollado varias lineas de investigacion, que han relacionado la composicién de
la microbiota con la eficacia de la inmunoterapia en pacientes con cancer. Estudios,
llevados a cabo primero en modelos preclinicos, revelaron que la actividad
antitumoral de la inmunoterapia requiere la presencia de una composiciéon normal
de la microbiota.

Siguiendo este objetivo, se ha observado que la microbiota puede verse
alterada por factores extrinsecos al huésped, como es el empleo de antibidticos
(ATB), corticoides o inhibidores de la bomba de protones, que puede modificar la
composicion y la diversidad de la microbiota intestinal (46). Se ha sugerido que,
estos factores extrinsecos, al producir una alteraciéon en la microbiota intestinal,
puedan tener un impacto negativo en la eficacia de la inmunoterapia.

1.4.4.1.- Microbiota y antibiéticos

Se ha analizado la composicion de la microbiota tras el empleo de distintos
ATB, como la amoxicilina oral o ciprofloxacino observando cambios en ella. En
microbiota intestinal se ha comprobado que estos cambios duran unos 30 dias,
aunque en algunas personas pueden mantenerse incluso varios meses. Pero esta
disparidad, no ocurre solo inter-individuo, sino también intra-individuo y es que al
analizar la microbiota de vias respiratorios en muestras de saliva, se ha observado
que recuperan su composiciéon normal mas rapidamente (57).

La alteracién de la microbiota puede conllevar un mal funcionamiento de
ésta y por tanto una mala proteccion frente a los patogenos, y es que la microbiota
estd muy relacionada con el sistema inmune y su correcto funcionamiento. En esta
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interaccion entre microbiota y sistema inmune interfieren los ATB, que ademas de
facilitar la apariciéon de trastornos inmunoldgicos, aumentan la susceptibilidad a
desarrollar algunas infecciones. En esta direccién se ha visto que la exposicién a
cefalosporinas o clindamicina aumenta la susceptibilidad a desarrollar infecciones
por Clostridium difficile y el empleo de estreptomicina o vancomicina la de
desarrollar infecciones por Salmonella typhimurium (57). En muchas ocasiones,
para tratar infecciones como las mencionadas previamente se emplean ATB de
amplio espectro, lo que puede ser contraproducente ya que pueden facilitar la
translocacion bacteriana fuera del intestino. Se espera que los ATB, como
modificadores de la microbiota, influyan en la eficacia de la inmunoterapia (74).

Tras haberse realizado estudios en ratones libres de microorganismos y
expuestos a ATB, que confirmaban que para una correcta actividad de los ICI se
requeria la presencia de la microbiota intestinal, se han presentado estudios en
pacientes, que han demostrado, de la misma manera, que el empleo de ATB antes
de iniciar la inmunoterapia, disminuye significativamente su beneficio en distintos
tumores (uroteliales, melanoma o CPCNP entre otros) (73). En el estudio
presentado por Derosa el al. en 2018, que incluy6 pacientes diagnosticados de
CPCNP, tratados con ICI, que habian recibido o no tratamiento ATB (en los
primeros 30 dias desde inicio de la inmunoterapia), se concluy6 que el uso de ATB
se relacionaba con una peor SV. Se sugirié asi mismo que modular la alteracién que
produce el uso de ATB sobre la microbiota intestinal, podria ser una estrategia
para conseguir mejores resultados con ICI (75).

Resultados similares fueron presentados en un estudio de cohortes
retrospectivo, que incluia pacientes con CPCNP y cancer renal, informando de una
reduccion significativa de la SLP (1,9 frente a 7,4 meses, IC 95%: 1,4-6,9, p <0,01) y
la SG (17,3 frente a 30,6 meses, IC 95%: 1,1-10,8, p = 0,03) en aquellos pacientes
que habian recibido antibioterapia sistémica (76). El analisis del impacto que tiene
el momento de uso de la antibioterapia sobre la eficacia de los ICI concluy6 que, la
reduccion de su eficacia fue mas marcada en aquellos pacientes que habian
recibido antibioticos dentro de los 30 dias previos al inicio de la inmunoterapia, en
comparacién con aquellos que los recibieron dentro de los 60 dias anteriores a su
inicio. Es probable que, el proceso de recuperacién de la microbiota, pueda
explicar estas diferencias.

Recientemente, se ha publicado un analisis agrupado de los ensayos clinicos
fase I POPLAR y fase III OAK (con un total de 1512 pacientes), ambos evaluaban el
uso de atezolizumab frente a docetaxel en CPCNP. Se estudié el efecto de la toma
de antibidticos entre 30 dias antes y 30 dias después del inicio de la
inmunoterapia, objetivindose un prondstico desfavorable en los pacientes que
recibian antibiéticos de forma concomitante con atezolizumab. El analisis
exploratorio sugiri6 que las diferencias de SG se mantenian independientemente
de la clase de antibiético utilizado (77)

Estos datos han sido confirmados por estudios prospectivos y meta-analisis
como el presentado en el afio 2020, en el congreso ESMO de inmuno-oncologia. Se
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presentaron datos de un meta-analisis que incluyé 70 cohortes independientes,
que demostraba una asociaciéon entre el uso de ATB y la SV en pacientes que
habian recibido tratamiento con ICI. Los datos obtenidos sugerian un efecto
deletéreo del uso de ATB en la SV de los pacientes, en especial en aquellos con
CPCNP y melanoma y cuando esta exposicion ocurria poco tiempo antes o
inmediatamente después del inicio de la inmunoterapia (78-80). Los datos de éste
y otros meta-analisis sugieren que la microbiota intestinal puede tener un papel
inmunomodulador en los pacientes tratados con inmunoterapia (73). A pesar de la
relacion sugerida en estos estudios, es importante destacar que las cohortes
incluyeron grupos de pacientes muy diversos y heterogéneos, con enfermedad en
estadios localmente avanzados y metastasicos, diferentes indices ECOG y distintas
lineas de tratamiento. En este contexto, el uso de ATB podria actuar como un factor
de confusién, ya que se encuentra asociado a otros factores intrinsecamente
relacionados con peores resultados clinicos.

Siguiendo esta idea, y partiendo del hecho de que no sélo existe una
composicion normal de la microbiota, se han intentado hacer relaciones entre las
bacterias presentes en la microbiota intestinal y la respuesta a los ICI. Varios
autores han comprobado que la presencia de Akkermansia muciniphila (AKk),
Ruminococcus o Bifidobacterium se relaciona con mejores respuestas a
inmunoterapia (63). En el estudio prospectivo realizado entre 2015 y 2019 por de
Derosa et al, se demostré que aquellos pacientes Akk+ tenian mejores respuestas
con ICI en monoterapia en primera o segunda linea que aquellos Akk-. Sin
embargo, se observd que no era tan importante la presencia o ausencia si no la
cantidad relativa de AKK, relacionandose las altas cantidades de Akk con peor
pronoéstico. También intentaron relacionar el uso de ATB y Akk, viendo que el
empleo de éstos primeros reducia la alfa diversidad del grupo Akk+, se relacionaba
con unos niveles altos de Akk y una dominancia de Clostridium y
Lachnoclostridium, todo ello predictor de mal pronéstico (73).

1.4.4.2.- Microbiota, inmunoterapia y corticoides

Los corticoides, empleados para reducir la inflamacion, tienen una actividad
inmunolégica disminuyendo la funciéon de las células T y afectando al microbioma
(80). Giles et al. demostraron que el efecto inmunosupresor de la dexametasona
(DEX) consistia en la regulacion al alza del ARNm y de la proteina CTLA-4 en los
linfocitos T CD4 y CD8 y en el bloqueo de entrada en el ciclo celular y
diferenciacién mediadas por CD28. Por lo tanto, parece que el bloqueo de CTLA-4,
pero no de PD-1, puede prevenir en parte algunos de los efectos negativos de los
corticoides en la respuesta inmune (81). Dado que la inmunoterapia se ha
convertido en uno de los tratamientos de eleccién en diversos tumores, como se ha
explicado previamente en el caso del CPCNP, han surgido dudas acerca de su uso
concurrente con tratamientos inmunosupresores, como los corticoides.
Tradicionalmente se ha pensado que su uso disminuia la respuesta a la
inmunoterapia, motivo por el cual estos pacientes han sido frecuentemente
excluidos de ensayos clinicos (82). Cabe mencionar que no es infrecuente, que
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durante el curso del tratamiento con ICI los pacientes requieran iniciar
tratamiento corticoideo ya sea por toxicidad relacionada con el tratamiento, por
problemas relacionados con el tumor o por eventos ajenos a estas dos causas
(como por ejemplo las reagudizaciones de pacientes EPOC) (83-85).

Se han realizado diversos estudios, en su mayoria retrospectivos, cuyo
objetivo ha sido establecer una relacion entre estos dos tratamientos,
estratificando a los pacientes en funcién de dos variables, aquellos que reciben
dosis = o < prednisona 10 mg o equivalentes y aquellos que reciben tratamiento
con corticoides de manera basal antes del inicio de los ICI (anti PD-1 o anti PD-L1)
o en los primeros treinta dias del tratamiento frente a aquellos que los inician
posteriormente. En los distintos estudios, se ha observado una SLP y una SG menor
en aquellos que han recibido dosis 210 mg de prednisona al dia, al inicio o en los
primeros 30 dias de tratamiento con inmunoterapia, tal como se muestra en la
tabla 1 (83,85-89). Para explicar éstos resultados deletéreos relacionados con el
uso de corticoides, como se explica en un trabajo recientemente publicado por
nuestro equipo de trabajo, se ha postulado que el uso de corticoides al inicio del
tratamiento con ICI, podrian mitigar la explosion proliferativa de células T CD8+,
que serian necesarias para una respuesta efectiva a la inmunoterapia (88,90). Por
otro lado, ha de tenerse en cuenta que los pacientes con uso temprano de
corticoides tienden a tener peor ECOG y/o mayor numero de metdstasis
(cerebrales o no) (85,90).

Ademas, en uno de estos estudios retrospectivos (86), se ha observado una
clara diferencia en las curvas de SG entre aquellos que precisaron iniciar la
corticoterapia por un motivo relacionado con su tumor y aquellos que lo iniciaron
para manejo de toxicidad. Esto demuestra que el uso precoz de corticoides por
sintomas secundarios al tumor es un factor de mal pronoéstico independiente para
la SG (91). Ademas de confirmar que no hay un efecto detrimental en su uso si es
para manejo de la toxicidad, se ha observado que el uso de corticoides como
premedicacién, al emplear quimioterapia concomitante con inmunoterapia,
tampoco tiene un efecto negativo en la SV. Se han propuesto varias hipoétesis de
por qué sucede esto; una de ellas sugiere que la dosis de corticoides o la duraciéon
del tratamiento, podrian estar asociados con una menor respuesta a los ICI; otra de
ellas postula que el beneficio de la combinacién podria tener un efecto sinérgico
que contrarresta la accion perjudicial de los corticoides (88). Esto intenta explicar
que, si hay indicacion de uso no debe evitarse, ya que el efecto beneficioso que
aportan compensa su accion perjudicial (86,92).

Ademas del efecto inmunosupresor, sobre todo inhibiendo ciertas funciones
de los linfocitos T, parece que los corticoides pueden estimular la polarizaciéon de
los macréfagos y alterar la microbiota.

En una revision realizada en 2021, se presentaron resultados de 5 trabajos
en los que se estudiaba el efecto de los corticoides sobre la microbiota de vias
respiratorias. Dos de estos estudios demostraron un aumento significativo en la o-
diversidad tras el empleo de corticoides inhalados (en el contexto de pacientes con
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enfermedad respiratoria de base). Sin embargo, el Unico estudio que presentd
resultados con corticoterapia oral, mostré una tendencia a un descenso de la
diversidad de la microbiota en vias respiratorias, pero sin ser estadisticamente
significativo. En cuanto a la composicion de la microbiota respiratoria,
Proteobacteria y Firmicutes parecian estar inversamente relacionados (en un
estudio habia un aumento de Proteobacteria, mientras que en el otro se vio un
aumento de Firmicutes), por lo que, a pesar de que mostraron un cambio
significativo en la composiciéon y diversidad de la microbiota respiratoria, no
pudieron dar datos concluyentes sobre la direccidn de los cambios (93).

Dado el creciente interés por el papel de la microbiota como factor
modulador de la respuesta inmune y la influencia de tratamientos concomitantes,
resulta necesario investigar prospectivamente su relevancia en pacientes con
CPCNP tratados con ICI.

1.5.- Inmunoterapia y efectos adversos

La activacion de las células T inducida por la inmunoterapia, no es
especifica de cada tumor. La respuesta inmune inducida por los ICI, puede dafiar
los tejidos del huésped y causar efectos adversos inmunomediados (IrAE) (94).
Estos ocurren en hasta un 80% de los pacientes que reciben ICI en monoterapia y
en un 95% de los que reciben inmunoterapia en combinacién. Su presentacién
puede ser en forma de colitis, disfunciones endocrinas, alteraciones cutdneas,
neumonitis o miocarditis, entre otros. Suelen aparecer en las primeras 12 semanas
del tratamiento (aunque pueden ocurrir hasta 6 meses después de su suspension)
y en grados leves o moderados (95). Se ha sugerido que factores como el uso de
combinaciones o factores relacionados con la microbiota, puedan asociarse a un
riesgo aumentado de IrAE.

Se ha propuesto también una relaciéon entre su aparicién y la respuesta a
inmunoterapia. En algunos ensayos se ha relacionado la aparicion de IrAE en
pacientes con CPCNP, en tratamiento con antiPD-1 o antiPD-L1, con una mejor
respuesta a estos tratamientos (84,92,96). También en un analisis secundario del
estudio CA 209-003, un ensayo fase 1, multicéntrico, que incluyé 270 pacientes con
cancer microcitico de pulmon, melanoma y cancer de células renales, se evalud
esta relacion. Los pacientes que presentaron algun IrAE, tuvieron una SG
significativamente mayor respecto a aquellos que no experimentaron estos efectos
adversos, incluso se objetivo que en aquellos en los que fue necesaria una
suspension temprana del tratamiento, debido a estos efectos adversos, la regresion
tumoral fue persistente (97).

En el congreso de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO) de

2021 se presentaron datos un analisis combinado de tres ensayos fase 3 con
atezolizumab en primera linea de tratamiento. La mediana de tiempo de aparicién
de estos IrAE fue de 1.7 meses, hasta un 48% de los pacientes presentaron alguno
de ellos, un 11% siendo grados 3-5. El efecto secundario mas frecuente fue el rash
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seguido de la hepatitis. Los pacientes que presentaron efectos secundarios
mostraron una mayor SG que aquellos que no los presentaron. Sin embargo, ese
11% que present6 IrAE grado 3-5 presentaron una SG menor que aquellos sin IrAE
con con IrAE grados 1-2 (98).

En enero de 2022 se presentaron los datos de un metaanalisis que incluy6
52 ensayos clinicos, con un total de 23.322 pacientes. Encontraron que la
incidencia de efectos adversos, grado 3-4, era similar en los subgrupos de
inmunoterapia con antiPD-L1 (37%), antiPD-1 (33%) y quimioterapia (37%),
mientras que la incidencia era mayor en los grupos de combinacion, ya fuera con
doble inmunoterapia o con quimioterapia mas inmunoterapia. Respecto a los EAs
observados, en los subgrupos de pacientes tratados con ICI fueron mas frecuentes
las neumonitis, hepatitis, colitis y el rash, encontrando una relacién positiva en
cuanto a su aparicién y los resultados de SV. Asi encontraron que, en el subgrupo
de pacientes con anti PD-L1 la aparicion de hepatitis se relacion6 de manera
significativa con una mejor SLP (p < 0.0001) y, en el subgrupo de pacientes con
antiPD1 la apariciéon de neumonitis y rash se relacioné también con mejor SLP (p=
0.0049 y p < 0.0001, respectivamente) (99).

La relacién entre IrAE y microbiota también ha sido estudiada. Se han
observado diversos cambios en la microbiota intestinal tras la administraciéon de
anti-CTLA-4. Bacterioides spp se ha relacionado con una respuesta favorable al
tratamiento con anti-CTLA-4, sin llevar asociado un aumento significativo de la
toxicidad intestinal (67). Dubin et al propusieron la presencia Bacteroidetes
phylum en la microbiota, como un biomarcador relacionado con la proteccion
frente a colitis secundaria al tratamiento con anti-CTLA-4. Bacteroidetes phylum
fue encontrado en pacientes diagnosticados de melanoma, en tratamiento con anti-
CTLA-4, que no desarrollaron colitis y pueden estimular la diferenciacion de
células T reguladoras y limitar la inflamacién (100). Chaput et al propusieron
resultados similares, relacionando Bacteroidetes con pacientes melanoma sin
colitis pero con menor respuesta al tratamiento antitumoral (101).

En el afio 2022, ante la inconsistencia de los datos publicados en cuanto a la
relacion de la microbiota con la respuesta a la inmunoterapia, se realizé un meta-
analisis en pacientes con melanoma, en los que se analiz6 la composicion basal y
tras un afio de tratamiento con ICI (antiPD-1) de la microbiota intestinal. Los
resultados relativos a la aparicion de IrAE, expusieron a la presencia de dos firmas
bacterianas, con distinto patrén y frecuencia de aparicién de éstos, una de ellas
enriquecida en Lachnospiraceae spp. y la otra enriquecida en Streptococcus spp. La
primera se relaciona con una mayor tasa de IrAE y unos peores resultados de SLP
(65).

Hasta el momento actual, la mayoria de los estudios llevados a cabo para
relacionar la composicion de la microbiota con la respuesta a la inmunoterapia se
han realizado en pacientes diagnosticados de melanoma y analizando la microbiota
intestinal. Sin embargo, parece interesante ampliar este campo de estudio a los
pacientes con CPCNP, ya que son un grupo de pacientes altamente beneficiados de
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tratamiento con ICI y que podrian beneficiarse de los resultados relativos a la
composicion de la microbiota como factor predictor/predictivo de respuesta a
inmunoterapia. Ademas, al ser un tumor relacionado intrinsecamente con la via
aérea, nos abre la posibilidad de estudiar la microbiota en via respiratoria y
establecer una posible relacién. Son necesarios estudios prospectivos que analicen
en pacientes con CPCNP, posibles biomarcadores predictivos de respuesta y
eficacia de la inmunoterapia. El conocimiento y futuro empleo de esos
biomarcadores nos permitiria un tratamiento mas personalizado y un uso mas
racional de los ICI.

El desarrollo de nuevos tratamientos en el campo del cancer de pulmon,
especialmente la inmunoterapia, ha supuesto avances significativos, pero sigue
existiendo una variabilidad considerable en la respuesta de los pacientes. La
identificacién y el andlisis de biomarcadores predictivos de respuesta a
inmunoterapia, que puedan personalizar el tratamiento y maximizar su efectividad
es una necesidad esencial todavia no cubierta. En este sentido, la exploracion de la
microbiota y su posible influencia sobre la respuesta a los ICI ofrece una via
prometedora para mejorar el tratamiento y la selecciéon de pacientes. En base a
todo esto, se ha decidido poner en marcha un estudio piloto que tiene como
objetivo abordar esta brecha de conocimiento, analizando prospectivamente en
una cohorte de pacientes diagnosticados de CPCNP, en tratamiento con
inmunoterapia, posibles biomarcadores predictivos de respuesta a ICI.
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2.- HIPOTESIS

Hipodtesis 1: La composicién de la microbiota en vias respiratorias, por su
localizacion, podria reflejar mejor el estado inmune del tumor en pacientes con
CPCNP y predecir asi la respuesta a la inmunoterapia.

Hipotesis 2: Los pacientes con CPCNP avanzados en tratamiento con ICI y que
reciben antibiéticos presentan una peor respuesta al tratamiento

Hipotesis 3: Los pacientes con CPCNP avanzados en tratamiento con ICI y que
reciben corticoides (dosis de prednisona, o equivalente, >10 mg al dia, presentan
una peor respuesta al tratamiento.

Hipotesis 4: El empleo de farmacos concomitantes con ICI, como corticoides o
ATB, tiene un impacto en la composicién de la microbiota

Hipotesis 5: Podria existir una relacién entre la composicion de la microbiota en
vias respiratorias e intestinal en aquellos pacientes con CPCNP que reciben
tratamiento con inmunoterapia.

Hipétesis 6: La microbiota en vias respiratorias tiene una capacidad igual o
superior a la de la microbiota intestinal para predecir la eficacia y la toxicidad a la
inmunoterapia.
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3.- OBJETIVOS

Objetivo principal:

Evaluar si la composicion y diversidad de la microbiota de vias respiratorias
basal se asocian con la respuesta a inmunoterapia, en una cohorte de
pacientes con CPCNP avanzado o metastasico.

Objetivos secundarios:

Analizar la relacion entre la composicion de la microbiota en saliva y heces
y la aparicion de irAE, durante el tratamiento con inmunoterapia.

Determinar si determinados taxones bacterianos o perfiles de diversidad
alfa/beta estan asociados a una mayor SV.

Determinar si determinados perfiles de diversidad alfa/beta o taxones
bacterianos estan asociados a una mejor o peor respuesta al tratamiento
con ICL. Evaluada seguin el mejor estado de respuesta (BOR) documentado
para cada paciente desde el inicio del tratamiento

Evaluar el impacto del uso de antibidticos y corticoides en la SV de los
pacientes tratados con ICI.

Evaluar el impacto del uso de antibidticos y corticoides en la respuesta al
tratamiento con inmunoterapia [tasa control de enfermedad (DCR)].

Evaluar si el uso de antibidticos y corticoides, en el periodo peri-
inmunoterapia, modifica la composicién de la microbiota en saliva y su
relacion con la evoluciéon clinica, en términos de SV y respuesta al
tratamiento.
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4.- MATERIAL Y METODOS

4.1.- Disefio y Poblacion del estudio

Estudio prospectivo, observacional y unicéntrico, realizado en el Hospital
Clinico Lozano Blesa. Este disefio se selecciond por su idoneidad para realizar los
analisis pertinentes en condiciones reales de practica clinica, mediante una
recogida sistematica de datos clinicos y microbioldgicos, garantizando la
homogeneidad en los procedimientos gracias a su caracter unicéntrico.

Dado que se trataba de un estudio piloto, se definié un tamafio muestral de
55 pacientes (50 mas un 10% por posibles pérdidas). El calculo muestral
considerado obedece a criterios exploratorios de bisqueda de sefales iniciales de
evidencia cientifica ante la escasez de informacion disponible, asi como a ajustes
de presupuesto disponible. Los pacientes previamente mencionados fueron
reclutados de manera consecutiva en las consultas externas de Oncologia Médica
de dicho hospital, entre abril de 2019 y octubre de 2020.

4.1.1.- Entorno

El presente estudio se llevd a cabo en el Hospital Clinico Universitario
Lozano Blesa, centro de tercer nivel ubicado en la ciudad de Zaragoza, y
perteneciente al Sector Sanitario Zaragoza III del Servicio Aragonés de Salud.

Este hospital dispone de 802 camas y da cobertura asistencial a una
poblaciéon mixta urbana y rural, procedente tanto de Zaragoza capital como de
diversas comarcas del entorno: Cinco Villas, Ribera Alta del Ebro, Campo de
Carifiena, Campo de Borja, Tarazona y el Moncayo, Calatayud, Campo de Daroca,
Valdejalén y Aranda, entre otras.

El hospital cuenta con una Unidad de Oncologia Médica con experiencia en
el tratamiento del cancer de pulmon, y participa de forma activa en el desarrollo de
estudios clinicos, tanto en fases tempranas como en estudios observacionales.
Asimismo, dispone de servicios de apoyo imprescindibles para la realizacion del
presente estudio, incluyendo laboratorio de microbiologia, anatomia patoldgica,
biobanco institucional y acceso a secuenciacién masiva a través de la Unidad de
Soporte de Genomica Traslacional (UCAT).

El estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica de Investigacién
Clinica de Aragoén (CEICA), con el nimero de protocolo PI119/052, y se llevo a cabo
conforme a los principios éticos de la Declaracidon de Helsinki. Todos los pacientes
firmaron un consentimiento informado (CI) previo a su inclusion en el estudio.
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4.1.2.- Inclusién vy recogida de muestras

En el momento de entrada en el estudio, se explicaba y se procedia a la
firma del consentimiento informado CI, tras lo que se aportaban al paciente los
tubos necesarios para la recogida de heces y saliva. Cada paciente contribuyé con
muestras de saliva (n=54) y heces (n=52). Las heces fueron recogidas por el
paciente en su domicilio dentro de las 24 horas previas a la visita hospitalaria,
mientras que las muestras de saliva y sangre fueron recogidas durante la consulta
por el personal médico, previo al inicio del tratamiento con ICI.

Las muestras de saliva y heces fueron enviadas al Biobanco del Sistema de
Salud de Aragén, donde se codificaron, congelaron a -80 2C lo antes posible. Se
mantuvieron en estas condiciones hasta que el reclutamiento estuvo completo y se
procedid a su posterior estudio.

4.2.- Criterios de inclusion y de exclusion

Los criterios de inclusion en el estudio que tenian que cumplir los pacientes, para
poder entrar en el estudio eran:

- Ser mayor de 18 afios al diagndstico.

- Tener una capacidad funcional conservada, determinada mediante la escala del
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG), con valor igual o menor a 2.

- Haber sido diagnosticado de CPCNP irresecable o metastasico, estadio Il o IV.
- Diagnéstico de novo o tras recidiva a un tratamiento (diferente a inmunoterapia).

- Tener indicacion de tratamiento con ICI (inhibidores PD-1/PD-L1), en
monoterapia o en combinacién con quimioterapia. Los pacientes con estadio IV
podian recibir inmunoterapia como primera linea (en monoterapia o en
combinacién con quimioterapia) o como subsecuentes lineas de tratamiento. Los
pacientes con estadio III irresecable comenzaban la inmunoterapia tras finalizar el
tratamiento radical con quimio radioterapia concomitante (si no habia progresiéon
de la enfermedad).

- No haber recibido previamente tratamiento con inmunoterapia.

- Firmar el Consentimiento Informado para participar en el estudio.

En cuanto a los criterios de exclusion:

- Pacientes con cancer de pulmoén con histologia no CPCNP.

- Pacientes con un segundo tumor concomitante.

- Pacientes con contraindicacidn para recibir tratamiento con inmunoterapia.

- Pacientes con capacidad funcional deteriorada, mediante la escala ECOG, con un
valor mayor a 2 (102).
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- Estar en curso de tratamiento corticoideo, con dosis de prednisona 210 mg o
equivalente, en el momento del reclutamiento.

- Pacientes con diagnostico de inmunodeficiencia primaria o secundaria,
incluyendo infeccidn por virus de inmunodeficiencia humana (VIH).

4.3.- Variables del estudio

Se recogieron diversas variables demograficas, variables relacionadas con
el tumor, variables relacionadas con los tratamientos recibidos (Inmunoterapia,
corticoides, antibioticos) y variables recogidas en las muestras de sangre, heces y
saliva, asf como variables relacionadas con el seguimiento. Las variables recogidas
se agruparon en cinco bloques tematicos y se definieron seglin su rol analitico
como:

e Variables independientes: caracteristicas clinicas, microbiolégicas e
inmunolégicas potencialmente asociadas a los desenlaces del estudio.

e Variables dependientes: respuesta clinica a inmunoterapia, apariciéon de
efectos adversos inmunomediados, SLP y SG.

e Covariables/confusoras: uso de antibidticos, uso de corticoides, ECOG,
expresion de PD-L1, linea de tratamiento, tipo de ICI, indice de masa
corporal (IMC), habito tabaquico, etc.

4.3.1.- Variables demograficas y basales del paciente (Tabla 1)

- Edad al momento del reclutamiento (afios, continua).
- Sexo (hombre/mujer).

- Raza: caucasica, asiatica, negra u otras.

- IMC: calculado en kg/m2, categorizado como < / 2 30.
- ECOG: 0-2.

- Habito tabaquico en el momento del reclutamiento: fumador, exfumador, nunca
fumador.

- Comorbilidades relevantes: enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
VIH.

4.3.2.- Variables relacionadas con el tumor (Tabla 2)

- Histologia: CPCNP escamoso o CPCNP no escamoso.
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- Estadio tumoral al momento del reclutamiento, segtn la clasificacién TNM
vigente (82 edicion): I1I / V.

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

- Expresion de PD-L1, cuantificada mediante Tumor Proportion Score (TPS): <1%,
>1-49%, >50% o desconocido.

4.3.3.- Variables relacionadas con los tratamientos recibidos (Tabla 3)

- Tipo de ICI: Nivolumab, Pembrolizumab, Atezolizumab, Durvalumab, Avelumab u
otros.

- Respuesta a ICI: Si (incluyendo respuesta completa, parcial y enfermedad estable)
/No (incluyendo progresion).

- Mejor respuesta a ICI, de acuerdo con los Criterios de Evaluacién de Respuesta en
Tumores Sélidos (RECIST) version 1.1. Respuesta completa, parcial, enfermedad
estable, progresion o no evaluable.

- Toxicidad inmunorrelacionada, segin los Criterios Comunes de Terminologia
para Eventos Adversos del Instituto Nacional del Cancer, versién 5.0: Si / No, Tipo
(endocrina, hepatica, cutanea, etc.), momento de aparicién (precoz / tardia), etc.

- Tratamiento con ATB: Si/No, numero de ciclos, principio activo empleado,
momento de uso (2 meses antes hasta 1 mes tras inicio ICI / después de 1 mes de
ICI), etc.

- Tratamiento con corticoides: Si /No, nimero de ciclos, momento de uso (2 meses
pre-ICI hasta 12 dosis / tras primer ciclo), etc.

4.3.4.- Variables relacionadas con las determinaciones realizadas en muestras de
sangre, heces y saliva (Tabla 4)

- Porcentaje poblaciones linfocitos T CD8 Granzima (Gzm) B+ en sangre periférica
(variable numérica 0-100).

- Porcentaje poblaciones linfocitos T CD8 Gzm B- en sangre periférica (variable
numérica 0-100).

- Porcentaje linfocitos T CD4 reg en sangre periférica (variable numérica 0-100).

- Cociente de linfocitos T CD8 / linfocitos T CD4 reg en sangre periférica (variable
numérica de 0 a 100).

- Porcentaje células NK (CD56+CD16+ CD3-) en sangre periférica (variable
numérica 0-100).
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- Linfocitos T CD4 de memoria en sangre periférica (variable numérica 0-100).

- Composicion de microbiota de heces y vias respiratorias: alfa / beta diversidad,
taxones bacterianos.

4.3.5.- Variables relacionadas con el seguimiento (Tabla 5)

- Tiempo hasta Respuesta ICI (meses): Fecha Respuesta ICI-Fecha Inicio ICI.
- Duracién de Respuesta ICI (meses): Fecha Progresion- Fecha Respuesta ICIL.
- Progresion: Si /No.

- Tiempo hasta Progresion (meses): Fecha Progresion ICI - Fecha Inicio ICL

- Muerte: Si /No.

- Tiempo hasta muerte (meses): Fecha Fallecimiento - Fecha Inicio ICI.

4.4.- Seguimiento de los pacientes

De acuerdo con nuestra practica clinica habitual, durante la administracion
del tratamiento los pacientes fueron valorados cada 2-3 semanas. En estas visitas,
se recopil6 toda la informacién clinica relevante para el estudio, particularmente
los datos relacionados con la antibioterapia, que incluyeron el ciclo de antibioticos,
el origen de la infeccion y la respuesta clinica, asi como el consumo de corticoides.
El periodo de registro abarc6 desde 2 meses antes del inicio del tratamiento con
inhibidores de puntos de control inmunitario (ICI) hasta el final del seguimiento.
Durante el periodo de tratamiento, la respuesta tumoral fue evaluada cada 9-12
semanas, de acuerdo con los Criterios de Evaluacion de Respuesta en Tumores
Sélidos (RECIST) version 1.1 (103). Los pacientes que alcanzaron una respuesta al
tratamiento y comenzaron el seguimiento, fueron evaluados cada 3 meses. El
seguimiento de los pacientes fue realizado hasta progresién tumoral, fallecimiento,
decision del paciente de abandonar el estudio o cierre del mismo. Se
documentaron y analizaron todas las pérdidas de seguimiento, y se consider6 no
evaluable a cualquier paciente sin datos suficientes para valorar respuesta o
toxicidad.

Respecto a la seguridad del tratamiento, fue monitorizada mediante el
registro de eventos adversos y la evaluacién de alteraciones en los parametros
analiticos. Los IrAE se monitorizaron sistematicamente en cada visita y se
clasificaron segun los Criterios Comunes de Terminologia para Eventos Adversos
del Instituto Nacional del Cancer, version 5.0 (84).
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4.5.- Analisis de PD-L1

La expresion de la proteina PD-L1 fue evaluada en las muestras tumorales
disponibles al diagndstico, es decir, antes del inicio del tratamiento. Las muestras
se consideraron adecuadas para la tincion de PD-L1 si contenian mas de 100
células neoplasicas viables. La expresion de PD-L1 se evalué utilizando el kit de
inmunohistoquimica PD-L1 IHC 22C3 pharmaDx, en muestras de tumor fijadas en
formalina, utilizando la puntuaciéon TPS, que es el porcentaje de células tumorales
viables que muestran una tincion parcial o completa de la membrana. La expresion
de PD-L1 se consider6 confirmada cuando se observo tincion en la membrana de
las células tumorales (con cualquier intensidad). Los niveles de expresion
predefinidos se clasificaron en 1% a 50% (expresion baja) o mas del 50%
(expresién alta).

4.6.- Analisis de la composicion de la microbiota

Como se ha mencionado previamente, cada paciente contribuy6é con
muestras de saliva (n=54) y heces (n=52). Ambas muestras fueron congeladas a -
80°C lo antes posible, y se mantuvieron en estas condiciones hasta completar el
proceso de reclutamiento.

Tras completar dicho reclutamiento, las muestras de saliva y heces fueron
posteriormente derivadas al Departamento de Microbiologia del Instituto Ramén y
Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS), con el objetivo de realizar la extraccion
de ADN y la secuenciacion masiva del gen 16S rDNA. Las muestras recogidas
fueron descongeladas lentamente a -202C durante 24 horas y posteriormente a 42C
durante otras 24 horas, para evitar la muerte bacteriana y la fragmentacion del
ADN. El ADN total se obtuvo mediante el kit QiaAmp (Biotools, QIAGEN), a partir
del pellet de saliva tras centrifugacion y de alicuotas de 200 pl de una solucién de
0,5 g de heces disueltas en 5 ml de agua. La composicién bacteriana fue
determinada mediante la amplificacién por reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) de la region V3-V4 del ADN ribosomal 16S (ADNr 16S). Los productos de la
PCR fueron agrupados de manera equitativa y sometidos a secuenciaciéon masiva
(2x300 pb) en una plataforma MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.) en la UCAT
del Instituto de Investigacion Sanitaria Ramoén y Cajal (Madrid, Espana). El proceso
de secuenciacidon masiva fue exitoso y super6 todos los controles de calidad. Solo
una muestra de saliva fue descartada debido a la baja cantidad de lecturas.

El control de calidad de las secuencias se realizé con DADA2, con una rareza
de 12,000 secuencias por muestra. Las variantes de secuenciaciéon de amplicones
se obtuvieron mediante asignacion taxondmica con el clasificador Silva_132. Se
realizaron estudios de diversidad alfa y beta, utilizando el complemento q2-
diversity de QIIMEZ2, tras normalizar las muestras por rarefacciéon (submuestreo
sin reemplazo). Para el analisis de la diversidad alfa, se utilizaron los indices de
Faith y Shannon. Por otro lado, la diversidad beta se exploré mediante la técnica de
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Analisis de Coordenadas Principales (PCoA). Este analisis se basoé en las distancias
de UniFrac ponderadas y no ponderadas, permitiendo observar las relaciones de
similitud entre los pacientes respondedores y no respondedores al tratamiento.
Ademas, se llevd a cabo un andlisis de tamafio del efecto lineal discriminante
(LEfSe) para evaluar qué taxones explicaban las diferencias entre los grupos
previamente mencionados (respondedores y no respondedores) y su poder de
discriminacién mediante el andlisis discriminante lineal (LDA). Los datos de
secuenciacion fueron depositados en Genbank (BioProject PRINA1054537).

4.7.- Analisis de modelos predictivos con Machine Learning/
Modelos predictivos mediante aprendizaje automatico

Se exploré la precision de varios modelos predictivos utilizando diversos
algoritmos de aprendizaje automatico, tales como la regresién logistica, los
bosques aleatorios (random forest), los vecinos mas cercanos (k-nearest
neighbors), las redes neuronales y las maquinas de vectores de soporte. Para ello,
se construyeron modelos basados en tres conjuntos de datos: 1) caracteristicas
clinicas, 2) abundancia bacteriana en saliva y heces, y 3) la combinacién de ambos.
La seleccidn de variables se realizé empleando un enfoque de seleccién automatica
de caracteristicas basado en importancia de variables (feature importance) para
cada algoritmo.

Los datos fueron preprocesados mediante la normalizaciéon de variables
continuas y codificacion de variables categoéricas. Los valores faltantes se trataron
mediante imputacion por la media (para datos continuos) o la moda (para datos
categoricos). Para evaluar la robustez de los modelos y minimizar el sesgo de
sobreajuste, se aplicé validacidon cruzada estratificada de tipo k-fold (k=5).
Ademas, considerando el desbalance en la proporcion de pacientes respondedores
y no respondedores, se exploraron estrategias como el ajuste de pesos en las clases
y el uso de técnicas de sobremuestreo (oversampling) en el conjunto de
entrenamiento.

La evaluacién del rendimiento se realizé utilizando métricas como el f1-
score, precision, exhaustividad y el area bajo la curva ROC, priorizando el f1-score
por su capacidad para balancear precision y exhaustividad en conjuntos de datos
desbalanceados. Dado el tamafio relativamente pequefio de nuestra cohorte, desde
el punto de vista del aprendizaje automatico, se promediaron los resultados a lo
largo de 500 experimentos para obtener una estimacién mas robusta. Todos los
modelos fueron implementados en Python 3.8.10, utilizando el paquete Scikit-
learn. Finalmente, la interpretacién de los modelos se abord6 mediante el analisis
de importancia de variables, identificando aquellas caracteristicas que mas
contribuian a la prediccion de respuesta a inmunoterapia, SG y SLP.
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4.8.- Analisis estadistico

La distribuciéon normal de las variables fue comparada utilizando la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. Para las variables cuantitativas, la normalidad de la
distribucion fue verificada mediante la prueba de Anderson-Darling, con el fin de
definir si se debian emplear test de andlisis paramétricos (prueba t) o no
paramétricos (prueba de Mann-Whitney). Por ejemplo, la prueba de Mann-
Whitney se emple6 para evaluar si existian diferencias en los niveles de citrulina o
en los distintos porcentajes de subpoblaciones linfocitarias en funcién del uso o no
de antibidticos, corticosteroides, o de la aparicion de toxicidad
inmunorrelacionada.

Las correlaciones entre la SG (en meses) y las variables cuantitativas se
evaluaron utilizando el coeficiente de correlaciéon de Pearson o Spearman,
dependiendo de la distribuciéon de los datos. Las variables cualitativas, como la
respuesta clinica (respondedor/no respondedor) o la presencia de IrAE, se
analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher, segin
el tamafio muestral y la distribucién de frecuencias esperadas.

El andlisis descriptivo de la funciéon de SV y de la funciéon de riesgo
acumulado fue realizado mediante el estimador de limite de producto de Kaplan-
Meier. El objetivo del estudio fue evaluar si la funcién de riesgo diferia segtn la
presencia de ciertos factores, a través de un analisis bivariante. La prueba de
Mantel-Haenszel (log-rank) se utiliz6 para comparar las funciones de riesgo entre
los distintos grupos. El modelo de riesgos proporcionales de Cox, conocido como
regresion de Cox, se utilizd para estimar un modelo que examinara como las
covariables influyen colectivamente en el riesgo de complicaciones. Se
consideraron significativos los valores de probabilidad (p) inferiores a 0.05, con un
intervalo de confianza del 95%.

El manejo de valores perdidos se abordd segun el tipo de variable y la
proporcién de datos ausentes. En variables con menos del 5% de datos faltantes se
aplic6 imputacion simple (mediana para variables continuas, moda para
cualitativas). En los casos con mayor proporcidn, las variables afectadas fueron
excluidas del andlisis correspondiente.
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5.- RESULTADOS

5.1.- Pacientes y tratamiento

En nuestro estudio se incluyeron un total de cincuenta y cinco pacientes
diagnosticados de CPCNP en estadio avanzado o metastasico, todos ellos de raza
caucasica y candidatos a recibir tratamiento con inmunoterapia. La mediana de
edad de los pacientes incluidos fue de 65 afios (62,64-67,39), con una distribuciéon
de género que mostré que el 70.9% de los pacientes eran hombres, lo que refleja
una tendencia comin en esta patologia a dia de hoy. En el momento del
diagnostico, el 65.5% de los pacientes presentaban un ECOG de 0 mientras que el
34.5% restante presentaban un ECOG de 1. En cuanto a los antecedentes de habito
tabaquico, se observd que so6lo el 3.6% de los pacientes eran no fumadores,
mientras el 96.4%, eran fumadores o exfumadores. Este dato es significativo, ya
que el tabaquismo es un factor de riesgo conocido y ampliamente documentado en
la etiologia del cancer de pulmén.

La caracterizacion histoldgica revelé que el 60% eran adenocarcinomasy, el
40% restante, fueron carcinomas de células escamosas. Como hemos comentado
previamente en la introduccién, uno de los pardmetros a determinar para realizar
un correcto abordaje terapéutico en el CPCNP, es la expresion de PD-L1. En nuestra
muestra el 18.2% de los pacientes presentaba una expresion menor al 1% (PD-L1
negativo), el 29.1% mostraba una superior al 50% (alta expresién), mientras que
el mayor porcentaje de pacientes, el 38.2%, mostraba una expresién entre 1y 49%
(PD-L1 positivo, pero baja expresién).

Respecto al estadio en el que se encontraba la enfermedad en el momento
del diagnéstico, un 74.5% de los pacientes presentaban una enfermedad
metastasica, es decir, un estadio IV y el 25.5% se encontraba en un estadio III o
localmente avanzado. De estos, un 32.7% recibié tratamiento con inmunoterapia
como primera linea de tratamiento y un 41.8% lo recibi6 en segunda y
subsecuentes lineas de tratamiento. El 25.5% restante, recibi6 ICI como parte del
tratamiento de la enfermedad localmente avanzada (estadio III). Dentro de los
diferentes ICI empleados, el mas frecuentemente utilizado fue pembrolizumab en
un 38.2% de los pacientes, seguido de atezolizumab en un 32.7% de los casos,
durvalumab en un 25.5%, siendo nivolumab el menos empleado, con solo un 3.6%
de pacientes.

Centrandonos ahora en los tratamientos concomitantes que se
prescribieron a los pacientes, motivo de éste trabajo, se describen a continuacion
las caracteristicas relativas al uso de corticoides y antibioticos. En cuanto al uso de
antibiéticos, el 50.9% de los pacientes requirié su uso. Dentro de éste porcentaje,
el 60% los emplearon tras el primer mes desde el inicio de la inmunoterapia,
mientras que el 40% restante los necesito en un periodo comprendido entre los 2
meses previos y los 42 dias posteriores al inicio del tratamiento con ICI. Aunque el
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60.7% de los pacientes so6lo precisé un ciclo de antibioterapia, el 28.6% necesito
dos ciclos y hasta un 7.1% de los pacientes necesitaron cuatro ciclos de
tratamiento antibidtico. Respecto a las indicaciones por las que fueron utilizados
estos farmacos, las principales fueron las infecciones respiratorias (71.5%), de las
cuales el 28.6% correspondieron a neumonias o infecciones respiratorias bajas,
seguidas de las infecciones del tracto urinario (14.3%) e intraabdominales (3.6%),
sin embargo, en un 7.1% de los casos, la causa de la indicacién no se pudo
determinar (infecciones/fiebre de origen desconocido). Los antibioticos mas
frecuentemente empleados fueron amoxicilina mas acido clavulanico, azitromicina
y levofloxacino. Las medianas de dias de tratamiento fueron muy variables en
funcién del principio activo empleado y del numero de ciclos empleados. Por
ejemplo, en el primer ciclo de tratamiento, la mediana de dias de tratamiento para
los mas empleados fue: amoxicilina mas acido clavulanico 6.4 dias (desviacién
tipica: 1.4), azitromicina 2.5 dias (desviacion tipica: 0.7) y levofloxacino 3.8 dias
(desviacion tipica: 4.7). La duracién del tratamiento fue dividida en alta o baja en
funcién del cociente de exposicion de antibidticos/ICI [ndmero de dias de
antibiético/ntimero de dias de ICI (considerando las medianas].

Pasando ahora al tratamiento con corticoides, fueron necesarios en el
58.2% de los pacientes. De estos, el 71.9% de los pacientes los emple6 tras el
primer ciclo de inmunoterapia, mientras que el 28.1% restante de la cohorte los
recibi6 en el periodo comprendido entre los 2 meses antes del inicio del
tratamiento con ICI hasta la fecha de administracién del primer ciclo. La principal
indicacion para el uso de corticoides fue la aparicidon de IrAE en el 34.4% de los
casos. Tras esto, con una frecuencia de empleo mucho menor encontramos las
metastasis cerebrales (9.4%) y las exacerbaciones de la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) (9.4%).

Se recogen las caracteristicas previas en la tabla 6 recogida en los anexos.

Hemos mencionado en el apartado anterior, los IrAE como principal causa
de uso de corticoides y es que, hasta un 45.5% de los pacientes los presento en
algiin grado. La mayoria de estos eventos adversos fueron tardios, definidos como
aquellos que ocurrieron después de los primeros tres meses desde el inicio de la
inmunoterapia. En cuanto al tipo de toxicidad, las mas frecuentes con un 10.9% de
los casos fueron la cutanea y la pulmonar (neumonitis), seguido de la toxicidad
endocrina y musculoesquelética ambas en un 9.1% de los pacientes. Respecto a la
gravedad, el 75% de los IrAE fueron grado 1-2, presentando un solo paciente una
toxicidad grado 4, manifestada como hepatitis.

5.2.- Analisis de la microbiota

Después del control de calidad, sélo se elimin6 una muestra de saliva
debido a la baja cantidad de lecturas, asegurando asi la integridad de los datos
microbiolégicos analizados. Al comparar la microbiota respiratoria (en saliva) de
los pacientes respondedores frente a la de los no respondedores a la
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inmunoterapia, se encontraron diferencias significativas en la composicidn
microbiana (Figuras 1-3). En ambos grupos, Firmicutes y Bacteroidota fueron los
filos dominantes. Sin embargo, se observé una mayor proporciéon relativa de
Firmicutes en los pacientes no respondedores en comparaciéon con los
respondedores, quienes mostraron un predominio relativamente mayor de
Bacteroidota. El filo Actinobacteria mostré una ligera mayor abundancia en no
respondedores, mientras que el filo Proteobacteria fue mas evidente en
respondedores (Figura 1).
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Canpilobacterota

m Verrucomicrobiota
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m Proteobacteria
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Respondedores Mo respondedores
(n=35) (n=20)

Figura 1: Medianas de los filos bacterianos en la muestra respiratoria. Diferencias entre los
respondedores y no respondedores a los inhibidores de puntos de control inmunitario.

En el andlisis de la diversidad de la microbiota oral, los pacientes
respondedores mostraron valores significativamente mas altos de alfa-diversidad
[indices Faith PD (p=0.01) y Shannon (p=0.01)]. En el analisis de la beta-diversidad
se revel6 una clara separacion entre respondedores y no respondedores, tanto por
el indica UniFrac ponderado (p=0.002) como con el indice UniFrac no ponderado
(p=0.003). Por otro lado, el analisis LEfSe identifico en los pacientes
respondedores al tratamiento con ICI una presencia significativamente mayor de
los géneros Fusobacteria (indice LDA = 3.2) y Porphyromonas (indice LDA = 3.0),
dos grupos microbianos implicados en la modulaciéon de la respuesta inmune
seguin los datos de la literatura cientifica. Mientras que, en los pacientes no
respondedores a la inmunoterapia, se encontr6é una mayor abundancia del género
Streptococcus (indice LDA = 2.5) (Figuras 2 y 3).
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Figura 2: Alfa y beta diversidad de la micriobiota en saliva en respondedores y no
respondedores a inmunoterapia. Superior: Diversidad alfa en los indices Faith P y Shannon.
Inferior: diversidad beta utilizando el anélisis unifrac ponderado y no ponderado PCoA.
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Figura 3: Diferencias en la microbiota respiratoria entre respondedores y no respondedores a
los inhibidores de puntos de control inmunitario mediante andlisis discriminante de tamafio
de efecto lineal.

Respecto a los cambios encontrados en la microbiota segtin la medicacién
concomitante, se relacioné el uso de corticoides con una mayor pesencia de
Actinomyces. Se explor6 la relacién entre la composicion de la microbiota y el uso
de ATB, el tipo y el ndmero de ciclos de ATB empleados, sin encontrar diferencias
significativas.
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5.3.- Analisis de supervivencia

La mediana de SG fue de 19 meses (Intervalo de confianza (IC) del 95%
(11.3 a 26.87), mientras que la SLP fue de 10 meses (IC del 95%, 2.81 a 17.19).
Tras alcanzar los 24 meses de mediana de seguimiento, el 36% de los pacientes
permanecian vivos y un 30% de ellos no habian experimentado progresion de su
enfermedad.

Al analizar la cohorte por subgrupos, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en SG en funcion del sexo, el habito tabaquico, el
IMC ni la histologia tumoral. Cuando se analizé la SG en base a la edad (utilizando
como punto de corte los 75 afios), aunque no se encontraron diferencias
significativas, sif que encontramos una tendencia a una menor SG en los pacientes
afiosos (20 vs 4 meses, p-valor= 0.065). Sin embargo, al analizar el ECOG, los
pacientes con ECOG 0 tenian una mSG de 27 meses, significativamente mayor que
la de aquellos con ECOG 1 que fue de 4 meses (p<0.001) (Figura 4).

Al realizar el andlisis de la cohorte en funcién de la mejor respuesta
obtenida, se encontraron diferencias estadisticamente significativas. La mediana
de SG para aquellos que presentaron progresion de la enfermedad (PR) fue de 4
meses, para aquellos con enfermedad estable (EE) 20 meses, para los que
alcanzaron una respuesta parcial fue de 27 meses y, en el grupo de los pacientes
que consiguieron una respuesta completa (RC), la mediana de SG no habia sido
alcanzada en el momento de este analisis (Figura 4). Para extrapolar esta
conclusion a nivel poblacional se ha utilizado el contraste de Mantel-Haenszel (log-
rank), concluyendo que si hay diferencias significativas entre los grupos
(estadistico=75,560; p-valor=0,001). Comparando los grupos dos a dos, se
concluye que las diferencias en la supervivencia son significativas entre PR y: RC
(estadistico=18,821; p-valor=0,0001), RP (estadistico=16,938; p-valor=0,0001) y
EE (estadistico=9,489; p-valor=0,002); ademas hay diferencias comparando RC
con EE (estadistico=5,708; p-valor=0,017).
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Figura 4: Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. A) Curvas de supervivencia basadas en la
escala del Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG). B) Curvas de supervivencia basadas en
el estadio tumoral. C) Curvas de supervivencia basadas en el tipo de inmunoterapia. D) Curvas
de supervivencia basadas en la mejor respuesta alcanzada. Los datos numéricos y los valores p
se especifican en el texto anterior.

Tras estos analisis, se analiz6 la SV de nuestra cohorte en base a la
exposicion a distintos farmacos: antibiodticos y corticoides. Aunque no se encontré
una diferencia estadisticamente significativa en el analisis de la SG y la exposicion a
antibioticos, si que destacaba una tendencia a una SV mas prolongada en aquellos
que no requirieron el empleo de antibioterapia [mSG 23 meses (IC95%: 13.47 -
32.58) para aquellos que no los emplearon frente a 12 meses (IC95%: 6.81 -
17.19) en aquellos que si los precisaron; estadistico=3,113, p= 0.078]. Cuando se
realizé el analisis de SG en funcién del niumero de ciclos (diferenciando un dnico
ciclo frente a >1 ciclo) o del momento de su empleo (desde dos meses antes hasta
un mes después del inicio de ICI frente a su uso tras el primer mes del inicio del
tratamiento) no se encontraron diferencias estadisticamente significativas [Figura
5 (A-C)] Tras analizar la SLP no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas ni en poblacidn global ni en el andlisis por subgrupos.
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Figura 5: Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. A) Curvas de SG basadas en el empleo o
no de ATB. B) Curvas de SG basadas en los ciclos de ATB. C) Curvas de SG basadas en momento
de empleo.

A pesar de no haber encontrado una asociacién entre la SG y el empleo de
antibioterapia, dentro de la cohorte de pacientes respondedores a ICI, se observé
que el 60% no habian recibido tratamiento con ATB, mientras que dentro de los no
respondedores el 74% los habia empleado (p=0.0439) (Figura 6).
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Figura 6: Prueba de significacion estadistica y grafico de asociacién entre el tratamiento
antibidtico y la respuesta a ICI.

Como ya indicamos previamente, se realizé también un anadlisis estadistico
de correlacion entre la SV y el empleo de corticoides. Cuando se analiz6 la relacion
entre su empleo y la SG, si se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, favoreciendo a aquellos pacientes que no los necesitaron (mSG no
alcanzada en el grupo sin corticoides vs 10 meses en el grupo que los necesito,
estadistico=6,453, p=0.011). Sin embargo, cuando llevamos a cabo el analisis por
subgrupos basado en la razéon de su uso (Enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC), IrAE, metastasis cerebrales u otros) o el momento de uso (desde 2
meses antes hasta 1 mes tras el primer ciclo frente a después del primer ciclo de
ICI) estas diferencias no se mantuvieron [Figura 7 (A-C)].
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Figura 7: Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. A) Curvas de SG basadas en el empleo o
no de corticoides. B) Curvas de SG basadas en la razén de su uso C) Curvas de SG basadas en

momento de su empleo.

A pesar de haber encontrado diferencias significativas en la relacion de los
corticoides y la SG, no fue asi cuando se analiz6 la SLP (mSLP sin corticoides 10m
frente a 7 meses con corticoides, p=0.846). Lo mismo ocurri6é cuando se realiz6 el
analisis por subgrupos teniendo en cuenta los previamente mencionados [Figura 8

(A-C)].
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Figura 8: Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. A) Curvas de SLP basadas en el empleo o
no de corticoides. B) Curvas de SLP basadas en la razén de su uso C) Curvas de SLP basadas en
momento de su empleo.

Por ultimo, se valoré la correlaciéon de la SV con la apariciéon de IrAE. Se
observé una correlaciéon positiva, con una SG mas extendida en aquellos que
presentaron algun tipo de IrAE, aunque sin alcanzar la significacion estadistica
(estadistico=3,824, p=0.051). La mSG en los pacientes con IrAE fue de 21 meses,
frente a aquellos que no los presentaron en los cuales fue de 6 meses. Sin embargo,
cuando se analizé la SLP, las diferencias observadas en las curvas de Kaplan-Meier
si se tradujeron en una significacion estadistica al realizar el analisis. Asi
encontramos una mSLP de 20 meses en aquellos que si presentaron algun tipo de
toxicidad inmunomediada frente a 6 meses en aquellos que no la presentaron
(estadistico=4,698, p=0.03) [Figura 9 (A-B)].
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Figura 9: Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. A) Curvas de SG basadas en la aparicién o
no de IrAE. B) Curvas de SLP basadas en la apricién o no de IrAE.

Se traté de buscar o establecer una relacién entre la apariciéon de toxicidad
inmunomediada y las variaciones en los porcentajes de distintas poblaciones
linfocitarias. Se analizaron tanto linfocitos T-CD8, con sus respectivas
subpoblaciones (LAG3+, TIM3+), como linfocitos T- CD4 como las células natural
killer, sin encontrar ninguna relacién con estas subpoblaciones linfocitarias.

5.4.- Marcadores de respuesta a inmunoterapia

Uno de los objetivos de este trabajo, fue intentar encontrar marcadores de
respuesta a estos tratamientos. En base a esto se analizé la relaciéon entre la
respuesta encontrada a los ICI y diversas variables. Se consideraron
respondedores al tratamiento aquellos que habian alcanzado una RC, RP O EE,
sumando un total de treinta y cinco pacientes (63.6% de la muestra). Esta
respuesta se relacion6 con una SG y una SLP mas prolongadas. También se
estableci6 una correlacion entre la respuesta y la aparicion de toxicidad
inmunomediada, especialmente encontrando un mayor porcentaje de pacientes sin
IrAE en los no respondedores a ICI, a pesar de no ser esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0.087) (Figura 10).
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Figura 10: Prueba de significacidn estadistica y grafico de asociacion entre la aparicién de
IrAE y la respuesta a ICI.

Respecto a la composicién de la microbiota y su relacion con la respuesta a
los ICI, se observd que los pacientes respondedores a inmunoterapia presentaban
una mayor abundancia de Bacteroidota, en detrimento de Firmicutes, con un
aumento de hasta cuatro veces en la abundancia de Fusobacterium 'y
Porphyromonas, mientras que la de Streptococcus se redujo en hasta 4.5 veces
(Figura 11).

Considerando la posibilidad de predecir respuesta a la inmunoterapia
empleando la informacién derivada de la composicion de la microbiota salival, se
empled un modelo de regresion logistica con parametros c=1 y una penalizacion
Ridge. Segin nuestro andlisis, la abundancia de Gemella en saliva fue el mejor
predictor de falta de respuesta a ICI mientras que la abundancia de
Lachnoanaerobaculum fue el mejor predictor de respuesta (RC, RP o EE) a la
inmunoterapia.

A pesar de las diferencias encontradas en la respuesta al tratamiento en
funcion de la composicion de la microbiota, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas ni clinicamente relevantes en la supervivencia
global.
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6.- DISCUSION

En este estudio piloto, hemos estudiado de manera prospectiva una cohorte
de 55 pacientes, todos ellos diagnosticados de CPCNP avanzado o metastasico, que
cumplian criterios y fueron tratados con inmunoterapia, con el objetivo de evaluar
el efecto de corticoides y antibiéticos y la apariciéon de IrAE en la eficacia de los ICI.
Nuestros hallazgos, aunque preliminares, permiten generar hipotesis relevantes
que podrian guiar futuras investigaciones en este campo emergente. Otro de los
aspectos a evaluar fue la consideracion de la microbiota respiratoria (evaluada en
nuestra cohorte en saliva) como un posible factor predictivo tanto de respuesta a
ICI como de aparicion de toxicidad inmunomediada.

Las caracteristicas basales de nuestros pacientes, en cuanto a aspectos
demograficos, estadiaje, entre otros, fueron similares a aquellas encontradas en la
literatura cientifica (30,38,40,43,77). Es importante mencionar que, en algunos de
los ensayos referenciados a lo largo de éste trabajo, habia una menor proporciéon
de pacientes ECOG 0 y una mayor proporciéon de no fumadores (20,94). Esta
diferencia en la proporcién de fumadores, podria verse explicado en base a que, los
pacientes no fumadores presentan una mayor frecuencia de alteraciones
accionables (reordenamientos ALK, mutaciones EGFR) que los hacen candidatos a
terapias dirigidas en lugar del tratamiento con ICI (35,43). Siendo este uno de los
motivos por lo que este subgrupo esta menos representado en nuestra cohorte.

Respecto a las tasas de respuesta y a la SV, en nuestro estudio se alcanzé
una mSLP en la poblacién global de 10 meses, una mSG de 19 meses y una tasa de
respuesta de 42.4%. Estos resultados son consistentes con los previamente
reportados en ensayos clinicos con muestras similares de pacientes tratados con
inmunoterapia en los cuales las medianas de SV y tasas de respuesta son
comparables (29-31,36,37,104). Cabe destacar que los resultados de SG en
pacientes ECOG 1, son significativamente peores que los encontrados en pacientes
ECOG 0, y distan de los disponibles en la literatura actual, donde los resultados
entre ambas poblaciones de pacientes no son tan dispares (32,36). Este hallazgo
podria deberse a una infraestimacion del ECOG de los pacientes, a una mayor carga
tumoral, y su interpretacion ha de realizarse con cautela dado el limitado tamafio
muestral.

Como se ha podido ver en los datos expuestos previamente, no todos los
pacientes responden de una manera uniforme a los ICI, lo cual evidencia la
heterogeneidad en la eficacia de estas terapias. Hasta el momento, no se ha
encontrado un factor Unico que explique esta variabilidad en la respuesta, si no
que se han descrito distintos aspectos que pueden estar implicados como las
diferencias en el perfil génico tumoral, la composiciéon de la microbiota, la carga
tumoral, el estado inmune basal del paciente incluso el desarrollo de toxicidad
inmunorrelacionada, que por su parte también muestra una gran variabilidad
entre los pacientes. En los ensayos clinicos, la aparicion de IrAE se reporté hasta en
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un 80% de los pacientes que reciben ICI en monoterapia y en un 95% de los que
recibieron combinaciones de ICI, siendo las mas frecuentes la toxicidad cutanea,
endocrina y gastrointestinal (94,96,98,99); estos porcentajes son mucho mayores
de los descritos en nuestra muestra, donde tan solo un 45.5% de los pacientes
presentaron estos efectos adversos, de una manera similar a algunos estudios
presentados mas recientemente como el de Raynes et al. (105).

Uno de los resultados mas sélidos observados en nuestro trabajo fue la
asociacién entre la aparicion de IrAE y una mayor probabilidad de respuesta y SG,
en linea con multiples estudios previos (Diehl et al., 2021; Cortellini et al., 2020).
Esta relacién sugiere una activacion mas robusta del sistema inmune en pacientes
que desarrollan IrAE, lo que puede reflejar una mayor eficacia del tratamiento
inmunomodulador. A pesar de la limitacién del tamafio muestral, la consistencia de
esta observacion con la literatura existente le otorga un peso clinico relevante. La
aparicion de éstos IrAE puede influir en la adherencia al tratamiento y, en algunos
casos, en la necesidad de emplear tratamientos como los corticoides, que podrian
influir en la eficacia de los ICI. Sin embargo, en nuestro estudio se pudo mostrar
que, aunque el empleo de corticoides se relacione con una peor SV y una menor
respuesta al tratamiento, cuando su uso era debido a la apariciéon de toxicidad
inmunomediada, no afectaba a la respuesta ni a la SV de manera significativa.

Respecto a los tratamientos concomitantes, se ha analizado en diversos
trabajos la influencia del uso de corticosteroides, inhibidores de la bomba de
protones, antibidticos, entre otros, sobre la eficacia de la inmunoterapia. En la
mayoria de estos estudios, el uso de estos tratamientos se ha asociado con una
menor SV y una peor respuesta al tratamiento (30,77,78,82,90,93,106). Un ejemplo
ilustrativo de este fenémeno es la revision retrospectiva realizada por Tinsley et al.
En su cohorte de 291 pacientes, un subconjunto de 92 recibi6 antibioticos y mostro
una reduccién tanto en la SG como en la SLP en comparaciéon con quienes no los
recibieron (mediana de SG de 10.4 meses frente a 21.7 meses) (79). Estos
resultados son muy similares a los observados en nuestra cohorte, con una
mediana de SG de 12 meses entre los individuos que utilizaron antibiéticos, en
contraste con 23 meses en aquellos que no lo hicieron.

Nuestros hallazgos revelan una disparidad en la SLP y SG mayor de la
reportada en el meta-analisis realizado por Lurienne et al. En su estudio, el uso de
antibiéticos resulté en una reducciéon de 1.2 meses en la SLP (no estadisticamente
significativa) y de 6.7 meses en la SG. Sin embargo, a diferencia de nuestro estudio,
las diferencias en la SG fueron estadisticamente significativas. Esta disparidad
podria explicarse por la inclusion de pacientes con ECOG 2 (un subgrupo no
incluido en nuestra cohorte) asi como también por la indicaciéon de tratamiento
con ICL. En este meta-andlisis, la mayoria de los pacientes recibieron
inmunoterapia en segunda linea y posteriores, por el contrario, en nuestra cohorte
la mayoria de los pacientes recibié ICI como tratamiento de primera linea (80). No
obstante, dada la naturaleza unicéntrica del estudio y la heterogeneidad de los
esquemas antibioticos empleados, esta asociacion debe interpretarse con cautela.
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El uso de corticosteroides, especialmente en dosis altas (> 10 mg de
prednisona o equivalente) al inicio del tratamiento, pude interferir con la eficacia
de la inmunoterapia al ejercer un efecto inmunosupresor significativo que afecta la
activacion de linfocitos T, fundamentales para el mecanismo de accion de los ICI, lo
que limita la efectividad del tratamiento (85,87,88). Estudios en pacientes con
CPCNP tratados con ICI han mostrado que, aquellos que recibieron
corticosteroides en las semanas previas o durante el inicio de la inmunoterapia,
presentaron menores SG y SLP, siendo los resultados de SG de nuestra cohorte
consistentes con los publicados en la literatura cientifica (88,89,91). Sin embargo,
nuestro estudio no alcanz6 la significacidn estadistica en cuanto a la SLP o en los
diferentes subgrupos analizados, a diferencia de los estudios de Arbour et al., entre
otros, que si la alcanzaron, en especial respecto al motivo de empleo de éstos.
Cuando estos se administraron para controlar sintomas derivados del cancer,
como disnea o dolor, el impacto negativo en la SV pareci6 ser mayor que cuando se
emplearon para manejar IrAE, donde el efecto es menos evidente (88).

En diversas publicaciones de la literatura cientifica, se ha sugerido que la
desestructuracién de la microbiota intestinal y, potencialmente de la salival, en
particular los cambios producidos por el consumo de antibiéticos, puede tener un
impacto negativo en la eficacia de la inmunoterapia, ya que una microbiota
saludable parece ser clave para la activacién de una respuesta inmunitaria
adecuada (75,78-80,106). Este patrdn, reproducido en multiples cohortes, sugiere
un impacto negativo de los antibidticos sobre la modulaciéon inmunolégica
mediada por la microbiota, abriendo una via para intervenciones estructuradas a
través de programas de optimizacion de uso de antibiéticos (PROA). Sin embargo,
ain existen numerosos aspectos que merecen una investigacién mas profunda,
incluyendo el impacto de cada familia especifica de antimicrobianos (82). Por
ejemplo, estudios recientes han sugerido que los antibidticos de amplio espectro, al
alterar de manera mas significativa la composiciéon de la microbiota intestinal,
podrian afectar mas negativamente la respuesta a la inmunoterapia en
comparacién con aquellos que actian de manera mas localizada. Ademas, el
momento y la duracion del tratamiento antimicrobiano también parecen
desempefiar un papel critico en el grado de disbiosis inducido y, por ende, en la
eficacia de los ICI (63,75).

Respecto a esos factores relacionados con el uso de antibidticos, varios
estudios han mostrado que la exposicidn a antibidticos en el mes previo al inicio de
la terapia con ICI se asocia con una peor respuesta a éste tratamiento y una menor
SG. Esto esta de acuerdo con las investigaciones que sugieren que la microbiota
tarde aproximadamente 4-6 semanas en restaurarse tras la exposicién a esos
tratamientos (75). Sin embargo, en un estudio recientemente publicado se sugiere
que la exposicion a antibioterapia incluso en el afio previo al inicio de la
inmunoterapia puede tener un efecto deletéreo sobre la microbiota (106). Este
hallazgo expande la ventana de vulnerabilidad a los efectos de los antibidticos
sobre la respuesta a los ICI, sugiriendo que el impacto de la disbiosis podria ser
mas prolongado de lo inicialmente supuesto. Estos factores resaltan la necesidad
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de realizar estudios prospectivos, que analicen con mayor precision las
interacciones entre los distintos tipos de ATB y la composicién de la microbiota en
pacientes oncolégicos en tratamiento con inmunoterapia.

Siguiendo esta linea de los cambios producidos en la microbiota por
distintos tratamientos actualmente, los datos sobre el efecto especifico de los
corticosteroides en la microbiota oral de pacientes tratados con inmunoterapia son
aun limitados. No obstante, algunos trabajos sugieren que los corticosteroides
pueden modificar la composicion microbiana en diversas localizaciones
anatémicas, incluida la cavidad oral. En este sentido, se ha documentado un
aumento de especies del género Actinomyces en la saliva de pacientes que reciben
corticoides, aunque la mayoria de estos estudios no se han centrado
especificamente en el contexto del tratamiento con ICI (107). Dado que
Actinomyces se ha asociado con estados de inmunosupresion en otras condiciones
clinicas, se ha comenzado a investigar su posible implicaciéon en la respuesta a
inmunoterapia. De forma concordante, Georgiou et al. (2022) describieron una
mayor proporcion de Actinobacteria en la microbiota en saliva de pacientes con
cancer de pulmdn, incluso en ausencia de medicacién concomitante que pudiera
sesgar estos hallazgos (52).

En una revision sistematica publicada en 2021, se observo que los pacientes
que recibieron corticoides, como tratamiento de enfermedades del tracto
respiratorio, presentaron un aumento significativo en la presencia de
Actinobacteria en la microbiota salival. Este incremento se atribuyd
principalmente a la familia Microbacteriaceae, que incluye diversos géneros de
bacterias. Sin embargo, el estudio no destacé diferencias especificas en cuanto a la
especie Actinomyces, lo que sugiere que, aunque hubo un aumento general en
Actinobacteria, la variabilidad entre especies dentro de este grupo puede no haber
sido lo suficientemente pronunciada como para ser significativa (93).

Como hemos comentado previamente en el apartado de resultados, nuestro
trabajo también evalud las posibles diferencias en la composicién de la microbiota
entre pacientes respondedores y no respondedores a ICI. En este aspecto, nos
parece importante enfatizar que los estudios de composicién de la microbiota no
son directamente comparables con aquellos estudios de funcionalidad (90).
Mientras que los estudios de composicion nos indican qué clase de bacterias estan
presentes en una muestra, los de funcionalidad van un paso mas alla e investigan si
estas bacterias desempenan realmente un papel activo en la modulacién de la
respuesta terapéutica, por ejemplo, mediante la degradacion de los farmacos
(como los ICI) (107,108).

Esto es especialmente relevante en el contexto de la inmunoterapia,
ya que aunque ciertos estudios han identificado géneros bacterianos asociados con
una mejor o peor respuesta a los ICI, la mera presencia de estas bacterias no
implica necesariamente una funcién directa. Los estudios de funcionalidad, que
analizan la actividad metabdlica y la interaccién directa de la microbiota con el
sistema inmunitario y los farmacos, resultan esenciales para comprender los
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mecanismos subyacentes a estas asociaciones. Para determinar si realmente estas
bacterias son responsables de la falta de respuesta a los ICI, seria necesario evaluar
sus funciones especificas, como son la capacidad para degradar o inactivar los
medicamentos en cuestion (108,109). Sin embargo, esta tarea puede resultar
compleja dado que enfrenta desafios tales como la dificultad para la manipulacién
y el cultivo en el laboratorio. Por ejemplo, algunas especies bacterianas
involucradas en la modulacién de la respuesta a los ICI, como Akkermansia
muciniphila o Bifidobacterium, son extremadamente dificiles de cultivar en el
laboratorio, lo que complica ain mas la posibilidad de realizar estudios
experimentales que confirmen su papel funcional (73), Siguiendo la misma
tendencia que la observada en los resultados que presentaron McCulloch et al.
(pacientes con melanoma tratados con ICI) (65), en nuestra cohorte de pacientes
también se registr6é un enriquecimiento del género Streptococcus en la microbiota
de los no respondedores a la inmunoterapia. Este género ha sido relacionado en
algunos estudios con procesos inflamatorios y patogénicos en el ambito
respiratorio. Esto refuerza la idea presentada con anterioridad, referente a que
ciertas composiciones bacterianas pueden influir en la eficacia de Ia
inmunoterapia, sugiriendo que una mayor proporciéon de Streptococcus podria
estar relacionada con una menor respuesta a ICI en distintos tipos de tumores
(63,65).

Un aspecto diferencial de nuestro trabajo es que, el andlisis de la
composiciéon de la microbiota salival, mostr6é asociaciones preliminares con la
respuesta a inmunoterapia. En particular, se observé una mayor abundancia
relativa de géneros como Prevotella y Veillonella en pacientes no respondedores.
Aunque estos hallazgos deben validarse en cohortes mas amplias, resultan
biologicamente plausibles: Prevotella ha sido asociada con perfiles inflamatorios
Th17 y con disbiosis oral y sistémica en distintos contextos (Larsen, 2017),
mientras que Veillonella podria contribuir a un microambiente proinflamatorio
mediante la produccién de metabolitos como lactato, que favorecen la supresion
de linfocitos T (Pushalkar et al, 2018). Estas bacterias podrian actuar como
moduladores del del eje microbiota-inmunidad tumoral, aunque su rol especifico
en cavidad oral —frente al intestinal, mas estudiado— requiere mayor
caracterizaciéon funcional. Las diferencias en la composicién de la microbiota, es
decir, la disbiosis encontrada entre respondedores y no respondedores, apoyaria la
teoria de que la microbiota podria servir como un potencial marcador predictivo
de respuesta al tratamiento con ICI.

Como se ha demostrado previamente en otros estudios, el tratamiento con
inmunoterapia se ha asociado con una reduccion de los filos Bacteroidetes y
Firmicutes en la microbiota intestinal. Sin embargo, en nuestra cohorte, se ha
observado una mayor abundancia de Firmicutes en aquellos con una respuesta
suboptima a los ICI (108). Estos hallazgos parecen contradecir la literatura
disponible, sugiriendo que la suplementacion con Bifidobacterium podria mejorar
la respuesta a la inmunoterapia. No obstante, algunos estudios han reportado un
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aumento en la abundancia de Bacteroidetes entre los individuos con una peor
respuesta a los ICI, y como consecuencia con una menor SG (56,110).

Somos conscientes de los efectos detrimentales que tiene el uso de
corticoides y antibidticos en la eficacia de la inmunoterapia. La composicién de la
microbiota salival, podria haber sido influenciada por el uso de medicacién
concomitante, lo cual puede contribuir potencialmente a las diferencias entre
respondedores y no respondedores. Una cuestion crucial es determinar cual es la
composicion de la microbiota mas favorable para la eficacia de los ICI y cémo
puede reestablecerse esta composicion normal tras el tratamiento con antibiéticos
o corticoides (110). Algunos trabajos han demostrado que ciertas bacterias
comensales, tales como Akkermansia muciniphila, son mas abundantes en
muestras de heces (y por extension en la microbiota fecal) de los respondedores
(75,108). Sin embargo, este patrén no se observé en nuestra cohorte, lo que podria
indicar una variabilidad en el perfil microbiano asociado a la respuesta a
inmunoterapia en funcién de factores individuales o de la composicion especifica
de la microbiota de cada paciente. Asi se sugiere que las posibles diferencias en la
composicion de la microbiota, que favorecen la respuesta a ICI, podrian ser
especificas de cada paciente, subrayando la necesidad de un enfoque mas
individualizado a la hora de optimizar la eficacia de los ICI.

En este contexto de impacto negativo del empleo de ATB, resulta
interesante incorporar la perspectiva PROA en el manejo de pacientes oncolégicos
candidatos a tratamiento con inmunoterapia. Mas alla de su objetivo tradicional, la
reduccion de resistencias y toxicidades, los PROA podrian desempefiar un papel
estratégico en la preservacion de la eficacia de los ICI. Esto pasaria por el disefio e
implementacion de intervenciones especificas dirigidas a los médicos que atienden
a estos pacientes, particularmente en contextos de atenciéon urgente,
hospitalizacion o medicina de familia, donde las decisiones sobre el inicio empirico
de antibidticos suelen ser criticas.

Desde un enfoque poblacional, estos pacientes constituyen un perfil de alto
impacto potencial para las politicas PROA: intervenir en este punto podria no solo
mejorar los resultados clinicos de la inmunoterapia en estos pacientes, sino
también generar beneficios indirectos en el uso de ATB en otros pacientes
vulnerables. Esta aproximacién representa una interseccion innovadora entre
medicina personalizada, microbiologia clinica, oncologia e infectologia, que merece
ser explorada y estructurada en futuras lineas de investigacién y politicas
sanitarias.

Respecto a la importancia de la individualizacién de los resultados, y las
diferencias entre pacientes, cabe destacar que en nuestro estudio la inclusion de
una poblacion de pacientes tan heterogénea, que recibid el tratamiento con ICI
tanto en contexto adyuvante como metastasico, y en diferentes lineas de
tratamiento, ya fueran iniciales como subsiguientes, representa una limitacion
notable. Los pacientes en lineas subsiguientes suelen requerir multiples ciclos de
tratamientos coadyuvantes como son los antibioticos y los corticoides, lo que
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puede atenuar el verdadero impacto de estos medicamentos sobre la microbiota y
los resultados encontrados con el tratamiento inmunoterapico. Todo esto podria
explicar la falta de significancia estadistica en los resultados obtenidos, sugiriendo
la necesidad de estudios adicionales con poblaciones mas uniformes.

Ademas de una inclusion mas homogénea de pacientes, las caracteristicas
taxonOmicas asociadas a una mejor respuesta ICI, deberian ser caracterizadas mas
a fondo en ensayos prospectivos de mayor escala. Llama la atencion que, a pesar de
identificar una asociacion entre ciertos perfiles microbianos y la aparicién de
toxicidad inmunorrelacionada, este aspecto no ha sido ampliamente discutido en
estudios previos. Nuestros resultados sugieren que ciertos microorganismos
podrian predisponer a una mayor activaciéon inmunitaria sistémica, favoreciendo
tanto la eficacia como los efectos adversos del tratamiento. Este vinculo, aunque
incipiente, representa una linea de investigacién prometedora para el desarrollo
de biomarcadores duales de eficacia/toxicidad.

Este estudio presenta diversas limitaciones inherentes a su disefio
exploratorio. La unicentricidad, el tamafo muestral reducido y la falta de
validacion externa limitan la generalizacién de los resultados. Ademas, no se
consideraron otros factores potencialmente moduladores de la microbiota, como
dieta, comorbilidades o tratamientos concomitantes. Finalmente, el uso de técnicas
16S limita la resolucién taxondmica y funcional del analisis microbiano. Pese a
estas limitaciones, nuestros hallazgos abren multiples vias de investigacion.
Futuras cohortes prospectivas y multicéntricas permitiran validar estos resultados
y explorar mecanismos causales. La combinacién de perfiles microbianos de via
respiratoria con datos clinicos y de toxicidad podria conducir al desarrollo de
modelos predictivos mas precisos y personalizados, que optimicen la seleccién de
pacientes para inmunoterapia. Ademas, la posibilidad de modular la microbiota a
través de intervenciones dirigidas —como prebioticos, probidticos o trasplante
fecal— plantea un horizonte terapéutico innovador en oncologia de precision.
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7.- CONCLUSIONES

Conclusion 1: La evidencia cientifica disponible y nuestros hallazgos
sugieren que la microbiota intestinal y la microbiota de las vias respiratorias
podrian desempefiar un papel relevante en la respuesta a los ICI. Su composicién
difiere significativamente entre los respondedores y los no respondedores a este
tratamiento.

Conclusion 2: En nuestra cohorte se observé que, la microbiota en saliva
(recogida previamente al inicio del tto con ICI) de los respondedores presentaba
una mayor abundancia de los filos Bacteroidota y de los géneros Fusobacterium y
Porphyromonas, asi como una menor proporciéon de los filos Firmicutes y
Streptococcus. Estos resultados respaldan la hipétesis de que la microbiota podria
tener un papel como potencial marcador predictivo de respuesta a inmunoterapia.

Conclusion 3: El uso de corticoides se asocidé en nuestra cohorte con una SG
significativamente menor. En cambio, la exposiciéon a ATB, a pesar de relacionarse
con una menor respuesta a los ICI, no alcanz6 una asociacidén significativa respecto
ala SG.

Conclusion 4: Se observo una asociacion entre el uso de corticoides y una
mayor presencia de Actinomyces, mientras que el empleo de ATB (tipo y nimero
de ciclos) no mostré un impacto diferencial significativo en la composiciéon de la
microbiota.

Conclusion 5: En cuanto a los IrAE, no se encontré una diferencia
estadisticamente significativa en la SG, aunque existe una tendencia hacia una
mejoria de la SLP en aquellos que presentaron IrAE. De la misma manera, se
observo una peor respuesta a los ICI en los que no presentaron IrAE.

Conclusion 6: La dificultad para realizar estudios funcionales exhaustivos
de la microbiota limita la comprension de los mecanismos exactos mediante los
cuales podria influir en la eficacia de los tratamientos oncolégicos como los ICI.
Este es un desafio metodologico que sera necesario abordar en futuras
investigaciones.

Conclusion 7: En base a nuestros hallazgos, revertir las alteraciones
inducidas por corticoides y antibidticos, con el objetivo de favorecer una
composicion microbiana similar a las de los respondedores, podria representar
una via de optimizacién de la respuesta al tratamiento con ICI y, por tanto, los
resultados de SV en pacientes con CPCNP, aunque esta hipdtesis debe ser
confirmada en estudios mas amplios y multicéntricos.

Conclusion 8: Estos resultados deben interpretarse con cautela dado el
caracter exploratorio, el tamafo muestral limitado y la unicentridad de nuestro
estudio. No obstante, este trabajo aporta evidencia preliminar que podria orientar
futuras investigaciones y abrir la puerta a estrategias terapéuticas personalizadas
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basadas en la modulacion de la microbiota para mejorar la respuesta a
inmunoterapia en el CPCNP.
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ANEXOS

Tabla 1.- Variables relacionadas con el paciente.

Edad al diagnoéstico

Sexo: mujer 6 varén

Raza: caucasica, asiatica, negra u otras.

Peso: medido en kilogramos (Kg)

Talla: medida en centimetros (cm)

Indice de Masa Corporal (IMC= Peso/talla?): < 30 kg/m2 vs >30 kg/m2
(Obesidad)

ECOG: 0 (capacidad normal), 1 (Restriccion leve actividad), 2 (restriccion
intensa de actividad), 3 (vida cama-silléon > 50% tiempo), 4 (incapacidad
total, vida cama-sillén 100% del tiempo)

Infecciones croénicas latentes: Tuberculosis, ...

Tabaco: fumador/exfumador 6 no fumador

Tabla 2.- Variables relacionadas con el tumor.

Histologia: CPCNP escamoso o CPCNP no escamoso

Estadio tumoral, escala TNM: III 6 IV

Indicacién de tratamiento: localmente avanzado, paliativo primera linea 6
paliativo lineas sucesivas.

Expresion PD-L1




Tabla 3.- Variables relacionadas con los tratamientos recibidos.

Tipo de ICI:

Nivolumab (Anti PD-1)
Pembrolizumab (Anti PD-1)
Atezolizumab (Anti PD-L1)
Durvalumab (Anti PD-L1)
Avelumab (Anti PD-L1)
Otros

(I Wy W Wy

Respuesta a ICI:
Q Si

O No

Mejor respuesta a ICI:
O Respuesta completa (RC)
L Respuesta parcial (RP)
O Enfermedad estable (EE)
O Progresion (PR)
O No evaluable

Toxicidad inmunorrelacionada:

SioNo

Tipos: endocrina, colitis, hepatica, cutanea, musculo esquelética,...
Momento de aparicion: precoz (primeros 3 meses) o tardia
(posterior)

Grado de toxicidad: 1a 5

Poblaciones de células NK

Linfocitos T memoria en sangre periférica

Modificaciéon en composicion de la microbiota

Influencia en la eficacia del tratamiento con ICI

o000 o0OoOo

Tratamiento con Antibiéticos (ATB):

SioNo

Numero de ciclos

Principio activo

Caracteristicas infeccién

Momento de uso (2 meses antes hasta 1 mes tras inicio ICI vs
después de 1 mes de ICI)

Duracion del tratamiento

U Ooopooo
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O Linfocitos T memoria en sangre periférica
O Modificaciéon en composicion de la microbiota
U Influencia en la eficacia del tratamiento con ICI

Tratamiento con corticoides:

Siono

Numero de ciclos.

Momento de uso (2 meses prelCI hasta 12 dosis vs tras 19 ciclo)
Razones de uso (metastasis cerebrales, EPOC, Toxicidad, otras)
Linfocitos T memoria en sangre periférica.

Composicion de microbiota.

Influencia en eficacia de ICI.

pooopooo

Tabla 4.- Variables relacionadas con las determinaciones realizadas en muestras
de sangre, heces y saliva.

Porcentaje poblaciones linfocitos T CD8 Granzima (Gzm) B+ en sangre
periférica (variable numérica 0-100):

PD1+

TIM3+

LAG3+

NK CELL

NK CD56+CD3-CD16+Gzm B+

NK CD56+CD3-CD16-Gzm B+

oooopoo

Porcentaje poblaciones linfocitos T CD8 GzmB- en sangre periférica
(variable numérica 0-100):

O PD1+

O TIM3+

O LAG3+

O NKCD3+

O NKCD56+CD3-CD16-TIM3+

O NKCD56+CD3-CD16-LAG3+
Porcentaje linfocitos T CD4 reg en sangre periférica (variable numérica 0-
100):

O Gzm B-

O Gzm B+

Cociente de linfocitos T CD8 / linfocitos T CD4 reg en sangre periférica
(variable numérica de 0 a 100)

Porcentaje células NK (CD56+CD16+ CD3-) en sangre periférica (variable
numérica 0-100):
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PD1+

CD57

NKp46

NKG2D

NKG2A
CD57/NKp46/NKG2D/NKG2A/gzmB
PD1

LAG3

TIM3

CD57/PD1/LAG3/TIM3/GzmB

[ I Iy I Iy By

Linfocitos T CD4 de memoria en sangre periférica (variable numérica 0-
100)

Linfocitos T CD4+ en sangre periférica (variable numérica 0-100)

TCRb diversity

Composicion de microbiota de heces y vias respiratorias.

Niveles en sangre periférica de:
Q Citrulina
U Ac anticitrulina
U Zonulina
U Endotoxina

Tabla 5.- Variables relacionadas con el seguimiento.

Tiempo hasta Respuesta ICI (meses): Fecha Respuesta ICI-Fecha Inicio ICI

Duraciéon de Respuesta ICI (meses): Fecha Progresion- Fecha Respuesta
ICI

Progresion: Si o No

Tiempo hasta Progresion (meses): Fecha Progresion ICI - Fecha Inicio ICI

Muerte: Sio No

Tiempo hasta Muerte (meses): Fecha Fallecimiento - Fecha Inicio ICI
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Tabla 6.- Caracteristicas basales de los pacientes.

Edad (mediana)

Sexo
U Hombre
O Mujer
Raza
O Caucasica
Habito tabaquico
O Actual o exfumador
O Nunca fumador
Indice de masa corporal
O <30kg/m2
O >30kg/m2
ECOG
a o
a1
Clasificacion histolégica

O Carcinoma células escamosas
O Adenocarcinoma
Estadio
Q I
a v
Indicacién de tratamiento
O Enfermedad localmente avanzada
U Primera linea
O Sucesivas lineas
Expresiéon de PD-L1
a <1%
Q 1-49%
Q >50%
U Desconocido
Tipo de inmunoterapia
U Pembrolizumab
U Atezolizumab
O Durvalumab
O Nivolumab

65 (62,64-
67,39)

39
16

55

53

46

36
19

22
33

14
41

14
18
23

10
21
16

21
18
14

70.9%
29.1%

100%

96.4%
3.6%

83.6%
16.4%

65.5%
34.5%

40%
60%

25.5%
74.5%

25.5%
32,7%
41.8%

18.2%
38.2%
29.1%
14.5%

38.2%
32.7%
25.5%
3.6%
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Mejor respuesta
O Completa
O Parcial
U Enfermedad estable
O Progresion
O No evaluable
Tratamiento antibiético
Q Si
O No
Momento de uso de ATB
L 2 meses antes - 1 mes tras inicio ICI
U >1 mes tras inicio ICI
Tratamiento con corticoides
Q Si
O No
Momento de uso de corticoides
L 2 meses antes hasta primer ciclo de ICI
U Tras primer ciclo de ICI

10
13
12
15

28

27

22
33

32
23

23

18.2%
23.6%
21.8%
27.3%
9.1%

50.9%
49.1%

40%
60%

58.2%
41.8%

28.1%
71.9%
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