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RESUMEN.

Actualmente, uno de los mayores retos de nuestra sociedad es la lucha contra
el cancer. Siendo uno de los mas destacables por su mortalidad e incidencia, el
de pulmodn. Hay distintas maneras de tratarlo, pero el trabajo se centrara en una
de ellas, la inmunoterapia, y dentro de esta, en el uso de anticuerpos
monoclonales. En este trabajo vamos a hablar de una importante diana
terapéutica, que a su vez, para el éxito de esta terapia, se usa como
biomarcador. Esta es la via PD-1/PD-L1, siendo la expresion del ligando el
indicador de su efectividad. El punto que se va a estudiar es la deteccion de esta
molécula. Esta ha sido aprobada por técnicas de biopsia, pero no todavia para
las citologicas, cuando hay muchos estudios que como se vera, avalan su uso.
Lo primero se presentara un marco teorico sobre esta via y los puntos mas
importantes a conocer. En segundo lugar se expondran los resultados de dos
estudios realizados con pacientes del HUMV. Por un lado la correlacion entre
biopsias y citologias, y por otro la supervivencia libre de progresion en pacientes
tratados con estos anticuerpos cuya positividad para PD-L1 ha sido detectada
por medio de citologias.

Palabras clave: Inmunoterapia, PD-L1, biomarcador, citologia.

ABSTRACT.

Nowadays, one of the greatest challenges of our society is the fight against
cancer. One of the most important is lung cancer because of its mortality and
incidence. There are different ways to treat it, but this work will focus on one of
them, immunotherapy, and within this, on the use of monoclonal antibodies. Here
we are going to talk about an important therapeutic target, which in turn, for the
success of this therapy, is used as a biomarker. This is the PD-1/PD-L1 pathway,
being the expression of the ligand the indicator of its effectiveness. The point to
be studied is the detection of this molecule. This has been approved for biopsy
techniques, but not yet for cytological ones, when there are many studies that, as
will be seen, support its use. First, a theoretical framework on this pathway and
the most important points to know will be presented. Secondly, the results of two
studies carried out with HUMV patients will be presented. On the one hand the
correlation between biopsies and cytology, and on the other hand the
progression-free survival in patients treated with these antibodies whose PD-L1
positivity has been detected by cytology.

Keywords: Immunotherapy, PD-L1, biomarker, cytology.



INTRODUCCION.

La base de este trabajo radica en la inmunoterapia, concretamente aplicada al
tratamiento del cancer. De este modo, se basa en ayudar al sistema inmune en
la identificacion y destruccién de las células cancerigenas. Hay varios tipos,
destacando en esta exposicion, los anticuerpos monoclonales (1,2).

Es importante sefalar, que el sistema inmune tiene diferentes puntos de control
sobre los que vamos a poder dirigir esta terapia. Cuando uno de estos es
activado, el sistema inmune ya no responde como deberia, dando esto lugar a
un sistema de evitacion de la respuesta de este (3,4).

La importancia del estudio de distintos componentes del sistema inmune se ve
apoyada también debido a que en individuos inmunocompetentes, puede haber
supervivencia de células tumorales. Esto se debe a que estas células desarrollan
mecanismos para evadir la vigilancia del sistema inmunoldgico, de manera que
sobreviven a pesar de que el sistema inmune del individuo esté en perfectas
condiciones para eliminar amenazas (5).

Para fijar unas bases sobre la inmunoterapia, tenemos que empezar
diferenciandola en activa y pasiva. En la siguiente tabla se expone la informacién
mas basica que hay que tener clara para el trabajo (5).

ACTIVA (in vivo) PASIVA (in vitro)

Ag Ag independiente Acs Transferencia

dependiente

monoclonales

celular adaptativa

- Vacunas
terapéuticas

- Modulacién de
la funcion de las
células T. (Son los
immune  checkpoints
inhibitors).

- Mejora de Ia

funcioén celular inmune.
Citoquinas como IL-2 y
IFN- alfa.

- Dirigidos
frente a PD-1.

- Dirigidos
frente a PD-L1.

- Ingenieria del
receptor de las
células T.

- Antigenos
quimeéricos del
receptor de células T.

- Infusiéon de
linfocitos infiltrantes
de tumor.

(5,3).

La inmunoterapia como se ha indicado, la podemos dividir en dos vertientes. Por

un lado la activa, y por otro la pasiva (5).




La primera consiste en la estimulacion del sistema inmune del paciente, de
manera que este reconozca como extrafio el tumor. Hay distintos ejemplos
subdivididos a su vez segun si son antigeno dependiente o antigeno
independiente. Dentro del primer subgrupo encontramos las vacunas
terapéuticas, las cuales contienen antigenos tumorales. Dentro del segundo
subgrupo, un par de ejemplos son los immune checkpoints inhibitors, que
modulan la funcioén de las células T; y las citoquinas, que mejoraran la funcion
celular inmune (5).

En cuanto a la inmunoterapia pasiva, se basa en el uso de agentes
inmunologicos activos, producidos en el exterior del cuerpo humano. Es
destacable que no van a depender del sistema inmune del paciente, a diferencia
del grupo anterior. Al igual que en la inmunoterapia activa, se va a dividir en dos
subgrupos. Por una parte tenemos la transferencia celular adaptativa, que
incluye entre otros ejemplos, la infusion de linfocitos infiltrantes del tumor. Por
otra parte, tenemos los anticuerpos monoclonales (5).

De los pacientes con cancer de pulmén de células no pequeias, se van a
beneficiar del tratamiento con inmunoterapia alrededor del 15 al 25% (6).

Como hemos dicho al principio, lo que se va a desarrollar en este trabajo esta
enfocado dentro de la terapia pasiva, los anticuerpos monoclonales. Veremos
que lo que se va a estudiar es el uso del ligando PD-L1 como biomarcador,
estudiandose su expresion para ver qué pacientes se beneficiarian con la
terapia, mediante técnicas de inmunohistoquimica. Ademas se explicara la
importancia de la via PD-1/PD-L1 y por ello, la importancia de estos anticuerpos
monoclonales. No olvidarse de que este ligando es un biomarcador imperfecto,
ya que esta sometido a variabilidad (5,6,7).

Tener unos buenos biomarcadores para ver la utilidad o no del uso de estas
terapias, va a tener como beneficio evitar los efectos adversos relacionados con
la respuesta inmune, ademas de reducir costes (8).

Tasuku Honjo y sus comparieros de la Universidad de Kioto descubrieron la
molécula de PD-1 en 1992. También en la década de los 90 fue descubierto el
gen de PD-L1, concretamente en 1999. Este hallazgo fue merecid la concesion
de un Premio Nébel (9,10).

Los anticuerpos monoclonales, han sido disefiados para dirigirse a las células
cancerosas. Dentro de ellos también podemos diferenciarlos en subtipos segun
su mecanismo de accion. Algunos se unen a las células cancerosas, otros
bloquean las sefnales en la superficie de la célula cancerosa que le indique
dividirse, mientras que otros portan radiacion o una droga quimioterapéutica
hacia las células cancerosas (2).

En este trabajo, como he indicado, me voy a centrar en el ligando 1 de muerte
programada (PD-L1), siendo este parte de una de las vias mas importantes para
controlar el crecimiento del cancer en el sistema inmune. Destacando asi la via
PD-1/PD-L1 y CTLA-4. A estas vias las denominamos immune checkpoints
(puntos de control inmunitarios). Ambas dos regulan negativamente a la célula T
(11,12).



PD-L1 que como hemos dicho es expresado por las células cancerigenas, se
liga a PD-1 que es expresado y regulado por los linfocitos infiltrantes de tumor
(TILs), evadiendo la vigilancia por parte del sistema inmune (5).

La clave esta en que PD-1, que es la proteina transmembrana a la que se une
el ligando PD-L1, tiene la base de su actuacion en el bloqueo de las células T
activadas. De esta manera, inhibe el correcto funcionamiento del sistema
inmunoldgico. Lo que ocurre cuando se unen estas moléculas, es que hace que
los linfocitos T pierdan la capacidad tanto proliferativa como secretora de
citoquinas y la actividad litica tumoral. De esta manera, ha perdido su
funcionalidad (3).

Esto lo vemos representado en la figura 1. En ella vemos en la parte superior
una célula T funcional, que por medio de los mecanismos de actuacion
representados elimina la célula cancerigena. Mientras que en la representacion
inferior vemos, como se ha explicado en el parrafo anterior; que la expresiéon de
PD-1 por parte del linfocito T y la expresion de PD-L1 por la célula tumoral, al
unirse, va a inhibir la funcionalidad de la célula T (5).
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Figura 1. Esquema de la
interaccion entre PD-1 y PD-
L1 en la célula tumoral
(tomado de Referencia 5).

Para entender la gran importancia de esta via, tenemos que saber que la union
de PD-1 (expresado por las células T activadas) y PD-L1 (expresado en células
presentadoras de antigenos) explicada, da lugar a un immune checkpoint
encargado de evitar la autoinmunidad (las células T entran en estado anérgico a
partir de la induccion de una muy alta expresion de PD-1 producida por antigenos
presentes cronicamente) (5,3).



Centrandonos en la importancia de los “puestos de control”’, evitan que las
células normales reciban ataques autoinmunes, funcionando como un interruptor
(encendido o apagado). Las células cancerosas pueden valerse de estos
usandolos a su favor, evitando el ataque del SI (1).

Evitar el ataque por el propio sistema inmune seria una gran estrategia para la
supervivencia de las células tumorales. Por ello, o que ocurre, es que las células
cancerigenas expresan PD-L1, burlando de esta manera la funcion antitumoral

(3).

La via PD-1/PD-L1 como diana sobre la que dirigir la inmunoterapia de distintos
tipos de cancer, ha tenido buenos resultados a nivel de la clinica. Destacamos
que dentro de los tipos de cancer a los que nos referimos, esta el de pulmoén,
gue es sobre el que nos vamos a centrar en este trabajo. Ademas a dia de hoy,
las indicaciones en los estadios avanzados (Il y IV irresecables) de CPCNP por
ejemplo, son estudiar la expresion de PD-L1 (5,7).

Las vias nombradas anteriormente en muchos canceres se usan para evadir el
sistema inmune. La respuesta va a ser el bloqueo de estas con inhibidores de
los puntos de control inmunitarios (anticuerpos especificos). Algunos ejemplos
de este tipo de inhibidores son el ipilimumab, nivolumab, pembrozilumab,
atezolizumab, avelumab, durvalumab. Los anticuerpos monoclonales contra PD-
1y PD-L1 son de las inmunoterapias mas utilizadas, mas adelante se explicara
su base y mecanismo (11,13).

Este tipo de terapias han aumentado la supervivencia global de la quimioterapia
tradicional (13).

A continuacion, se hablara sobre el cancer de una manera mas epidemiolégica.
En los ultimos afos, tanto la incidencia como la mortalidad de este han
aumentado significativamente (14).

La primera causa de muerte en términos de cancer a nivel mundial es la
pulmonar. Los carcinomas constituyen la mayor parte de las neoplasias malignas
pulmonares. Estos se dividen en carcinoma de células pequenas, y en carcinoma
de células no pequenas. El 85% de estos canceres son no microciticos (CPCNP),
diagnosticandose la mayoria en etapas avanzadas. Dentro de los CPNCP
encontramos tres subtipos histoldgicos, incluyendo dos de ellos, la mayoria de
los casos; adenocarcinoma y carcinoma escamoso (3,13).

Respecto al CPCP destacar que se caracteriza, porque a la hora del diagnéstico
ya suele estar diseminado. Por este hecho, es interesante marcar que, no se
utiliza el sistema TNM para estadificar, sino que los criterios de consenso IASLC
(International Association for the Study of Lung Cancer). Clasificando en dos
categorias, localizada y extensa. La primera corresponde a los estadios | al Il
de TNM, y la segunda al IV (3).



La principal causa productora es el tabaco, siendo dentro de este, la intensidad
y duracion del habito los principales factores de riesgo. La acumulacion de
anomalias genéticas combinada con la transformacion maligna de las células,
siendo esta ultima producida por cambios epigenéticos y genéticos, es lo que da
lugar al carcinoma de pulmon (3).

La quimioterapia con platino sigue siendo la primera linea de tratamiento, pero
se han afiadido las terapias dirigidas para mejorarla. En este tipo de canceres se
usan como tratamiento estos farmacos inhibidores de los puestos de control
inmunitarios, concretamente, dirigidos a la via PD-1/PD-L1. Esto se debe a que
se ha visto aumentada la supervivencia de estos pacientes gracias a las terapias
basadas en la actuacion sobre el sistema inmune. Se ha visto ademas, que
pacientes fumadores que padecen NSCLC responden mejor a la terapia con PD-
1(1,15,16,17).

Los resultados positivos de estas terapias, aumentan con la terapia combinada.
Concretamente nos referimos a la combinacion con otros tipos de inmunoterapia,
como el bloqueo de CTLA-4, o con quimioterapia. Ambas con resultados
prometedores, como puede ser la reduccion de la carga tumoral con
quimioterapia, tienen también sus puntos en contra. (16).

Por un lado, respecto a la terapia combinada con CTLA-4, el problema esta en
que se ha visto un aumento de severidad y frecuencia de efectos adversos. Por
otro lado, haciendo referencia a la combinacion con quimioterapia, el asunto
esta, en que en realidad es incierto que sea beneficioso, las razones que se han
encontrado para dudar son entre otras, la inmunosupresion derivada de la
inmunoterapia o la eleccion imprecisa del quimioterapico para conseguir los
efectos inmunogénicos (16).

A parte de estos dos tipos de terapia combinada, se esta estudiando la
combinacion con radioterapia y aparentemente con resultados muy
prometedores, la terapia combinada con factores angiogénicos (17).

A la hora de combinar tratamientos, hay que investigar todavia sobre el valor
predictivo de este biomarcador (8).

Para el tratamiento basado en radioterapia, lo importante seria que como es
dirigida a las células tumorales directamente, va a afectar al microambiente
tumoral de manera que reclutara células T. El problema radicaria en que no
vamos a tener el efecto como en el caso anterior a nivel sistémico. La cuestion
es que, los inhibidores de puntos de control inmunolégicos mejorarian esa
capacidad local de la radioterapia, respondiendo a efectos antitumorales
sistémicos. A esto ultimo lo denominamos efecto abscopal (17).

Hay dos formas en las que un tumor puede escapar a la respuesta inmune, una
de ellas es la primaria y otra la secundaria. La primera se refiera a pacientes que
no responden pero previamente no les habia sido administrado un tratamiento;
y la segunda pacientes que por el contrario si habian recibido tratamiento y
habian respondido a el, y de repente dejan de responder (18).



De esta forma, hay pacientes que requieren monoterapia y otro que requieren
terapia combinada, debido a este escape primario y secundario de la respuesta
inmune (18).

En las lineas anteriores se ha hecho una exposicion inicial, que luego se hara
mas extendida, sobre el ligando PD-L1. Este, va a ser el centro del trabajo, ya
que, como veremos, sera un marcador para el posible uso de determinadas
terapias. Resumiendo y solo para introducir, en la parte practica de este trabajo,
lo que buscamos es obtener una conclusion sobre la utilidad o no, de la citologia
como herramienta detectora de expresion de PD-L1 frente a la biopsia, cuya
utilidad ya ha sido demostrada. Nos vamos a basar en su uso en el cancer de
pulmon.

Ademas aprovecharemos y estudiaremos la supervivencia libre de progresion y
la total.



PD1/PD-LA1.
. Generalidades.

PD-L1 se encarga de ayudar a que las células del sistema inmune no ataquen a
las sanas en lo que se conoce como tolerancia inmune, siendo la base del
tratamiento a nivel de esta via, que hay ciertos tumores, que teniéndolo en un
alto porcentaje, engafian al sistema inmune, evadiéndolo, por la expresion de
este ligando. Cuando se unen PD-1y PD-L1 inhiben la activacion del linfocito T,
inhibiéndose la respuesta normal contra las células cancerigenas (13,19).

Como hemos visto anteriormente, la union de estas dos moléculas produce una
situacion de anergia. Esto es debido a que la sefalizacion celular que media el
receptor del linfocito T, se ve inhibida, produciendo secundariamente una menor
interaccidn con las células dendriticas y llevando en ultimo punto, a esa falta de
reactividad ante los antigenos de las células linfoides (3).

Esta “cadena” explicada hasta llegar a la anergia, es la que se da también frente
a los tumores. Explicando asi que la unién de PD-1 (presente en las célula T) y
de PD-L1 (expresado en las células neoplasicas) sea la responsable de la
inhibicién de la funcion antitumoral de los linfocitos (3).

Merece la pena comentar, que PD-L1 es regulado por las células tumorales de
dos formas distintas, segun el tipo de respuesta inmune. Expresandose en ellas
segun la tipologia de la respuesta también. Uno seria gracias a la respuesta
innata, y el otro y mas tipico, por la respuesta activa. Contando este ultimo con
la participacion del interferon gamma (12).

Hemos visto el mecanismo por el cual esta via tiene importancia para las células
cancerigenas, por tanto la terapia consistira en estimular al propio sistema
inmune para que reconozca y ataque a las células cancerosas. De esta manera,
la inmunoterapia con anti-PD-1 y anti-PD-L1, desencadena la reaccion contra el
crecimiento del tumor del sistema inmune innato (19).

La clave esta en que los anticuerpos monoclonales, bien sean frente al ligando
o bien frente a la proteina transmembrana, van a reestablecer el correcto
funcionamiento de las células T, por bloquear la unién de estos. El resultado final,
es reestablecer la respuesta inmunologica frente al tumor (3).

Es facil por tanto comprender, que sera de ayuda la inmunoterapia en caso de
que esta proteina en células cancerosas esté aumentada. Destacar que puede
darse la situacién en la que tengas niveles altos de PD-L1 y la inmunoterapia no
sea eficaz. Para comprobar los niveles realizaremos pruebas, las cuales seran
en su mayoria mediante biopsia, habiendo tres tipos; las realizadas por
aspiracion con aguja fina, con aguja gruesa o quirurgica (19).

Hay que destacar que el aumento de PD-L1 no se ha visto solo en canceres de
pulmédn, sino que también en otro como el de mama, vejiga, rindn, melanoma,
linfoma de Hodgkin (19). A pesar de ello, el trabajo se va a enfocar en el cancer
de pulmén.
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Dentro de los inhibidores de PD-1/PD-L1 por un lado nos vamos a referir al PD-
1; teniendo unos farmacos que le van a bloquear reforzando la respuesta a las
células tumorales, pudiendo enlentecer el crecimiento o disminuir el tamafo de
algunos tumores. Estos son el nivolumab y el pembrolizumab. Por otro lado,
tenemos el atezolizumab, que ataca al PD-L1, pudiendo asi ayudar a estimular
la respuesta inmune contra las células cancerigenas y asi tener efectos como
los del nivolumab y el pembrolizumab. Entre los farmacos que atacan a PD-L1
encontramos el durvalumab, utilizandose algo distinto a los otros inhibidores.
Este se pauta en personas con cancer de pulmén no microcitico en etapa lll. Son
canceres que no se pueden operar y que no han empeorado tras haberles
administrado quimiorradiacion. El objetivo es evitar el empeoramiento en el
mayor periodo de tiempo posible (terapia de consolidacién) (1).

La respuesta al bloqueo de PD-1 y su ligando puede verse favorecida si el tipo
de cancer que queremos tratar tiene una alta frecuencia de mutaciones no
sinbnimas, en lo que se conoce como carga mutacional. El cancer de pulmén
no de células pequenas es un paradigma de elevada carga mutacional y por
tanto mayor porcentaje de neoantigenos en la superficie de las células lo que
estimula asimismo y potencia la respuesta inmune (18).

Los ligandos de muerte celular programada que se unen a PD-1 son dos; PD-L1
y PD-L2, pertenecientes ambos a la familia B7 y compartiendo el 37% de
secuencia homologa. También son denominados DC274 (B7-H1) y CD273 (B7-
DC) respectivamente. Se van a diferenciar en los lugares de expresion,
expresandose PD-L1 que es la que mas nos interesa, en distintos tipos celulares,
destacando las células T. PD-L2 mayoritariamente en las células presentadoras
de antigenos (3,5,14).

En esta imagen vemos una representacion de la expresion de PD-L1y PD-L2 y
su unién con PD-1 expresado por la célula T (20).

Tumor

eeeeeeeeeeeee

T cell
|

PD-1

Figura 2. Esquema en el que se
representan las interacciones de PD-L1
como de PD-L2 (tomado de Referencia
20).
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PD-L2 es un ligando que se parece estructuralmente a PD-L1, como hemos visto.
Este ultimo es el dominante, en cambio, PD-L2 puede competir con el por tener
mayor afinidad con PD-1. Esto son datos que sabemos, pero no esta claro el
papel en la inmunosupresion y como un marcador de caracteristicas clinicas
(15).

La funcién del ligando PD-L2 en la supervivencia de las células T no esta igual
de descubierto, que el de PD-L1 (21).

Destacar que anti-PD-L1 deja libre a PD-L2 para su interaccion con PD-1,
mientras que la terapias con anti-PD-1 pueden bloquear las interacciones tanto
de PD-L1 como de PD-L2 con PD-1 (15).

Muchas veces se observan diferencias clinicas tanto de la actividad como de los
efectos adversos de tipo inmune que surgen por la unién de PD- 1 y su ligando.
Esto puede tener diferentes causas subyacentes, destacando estos dos; el
segundo receptor PD-L2 del que estamos hablando, y la interacciéon de PD-L1
con CD80. Esto ultimo se debe a que el ligando de PD-1 también se puede unir
a CD80 en las ceélulas T activadas (21).

Multiples estudios han demostrado que la expresion de PD-L1 en pacientes con
NSCLC, se asocia con mutaciones tanto a nivel de EGFR como de KRAS y
reordenamientos de ALK. Esto se basa en que los oncogenes hacen una
regulacion positiva de la expresion de PD-L1, pudiendo de esta manera el tumor,
evadir el sistema inmune del paciente (17).

La aplicacion clinica de los inhibidores de PD-1/PD-L1esta limitada por la tasa
de respuesta vista en los pacientes. Hay numerosos ensayos sobre el ligando
de PD-1y su relacion con la tasa de respuesta terapéutica, y sus resultados cabe
decir que no han sido consistentes (8).

Teniendo que destacar que la literatura que podemos encontrar sobre la
expresion del ligando de PD-1 es en ocasiones contradictoria y confusa (22).

. PD-L1 como biomarcador.

En la terapia de bloqueo de puntos de control, para seleccionar pacientes,
necesitamos biomarcadores que demuestren el sentido de aplicar la terapia ya
que, como en cualquier terapia, habra pacientes mas y menos tendentes a
mejorar con ella. Centrandonos en biomarcadores para la terapia que estamos
explicando, que interviene en la via PD-1/PD-L1, tenemos la expresion de PD-
L1 (no binaria). Este se ha convertido en un biomarcador muy importante. Hay
que anadir, que a pesar de ser aparentemente el mas importante, no es el unico
que se esta estudiando, destacan también los biomarcadores plasmaticos y la
carga mutacional por ejemplo (15,17,23).

Hay diferentes aspectos que un biomarcador tiene que tener en cuenta. Entre
ellos, destacan que sea reproducible, la tipologia de la muestra, la tincion... (4).
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Como objetivos a futuro, debemos destacar el desarrollo de algoritmos para el
uso de diferentes anticuerpos, que como ya se ha dicho, tienen mucha
importancia y son basicos para la efectividad de estas terapias (10).

Para el trabajo lo importante es que, PD-L1 es el principal biomarcador estudiado
para el cancer de pulmoén cuyo tratamiento va a estar basado en la
inmunoterapia. Es muy importante y basico, que para la definicion de PD-L1
como biomarcador, se defina cuando se considerara su expresion positiva y los
anticuerpos que esta validados (3,16).

El interés sobre la expresidn proteica de este ligando, radica entonces, en
mostrar qué pacientes responderan mejor a la inmunoterapia. Para ello, y por la
importancia que esta cobrandose, el desarrollo de guias para la correcta
resolucidon de la fase preanalitica y para conocer los distintos factores
influyentes, son fundamentales. Siendo entre obligatorio y recomendado la
realizacion de la prueba de PD-L1 para guiar las decisiones sobre el tratamiento
(15,24).

A pesar de que este sea el principal interés sobre este biomarcador, no se ha
llegado a una conclusion final sobre la relacién entre la expresion y la eficacia
del tratamiento. La base de estas dudas, es que se han visto buenos resultados
aun con expresion de ligando negativa. Por tanto, los resultados sobre el valor
pronostico de PD-L1 continuando siendo controvertidos (15,23).

Por ello, no todo son ventajas, ya que como ha sido indicado los resultados no
son claros si nos referimos al prondstico. Podemos achacar esto a diferentes
causas, entre ellas estan el hecho de que la expresion de este ligando varia
entres las diferentes cohortes de cancer pulmonar, o al uso de técnicas de
inmunohistoquimica no estandarizadas para medir el ligando en los distintos
tejidos. Diferentes compafias han desarrollado anticuerpos para detectar el
ligando (15).

Hay que tener en cuenta también como factores que afiaden variabilidad a los
resultados, por un lado, el procesamiento y almacenamiento en los tejidos,
pudiendo alterar la capacidad de deteccién de PD-L1 en los tumores. Por otro
lado, el aumento de expresion de ligando que podemos ver, debido al previo
tratamiento con quimioterapia (15).

Ademas de los factores que clasificariamos como externos, la expresion de PD-
L1 también se va a ver muy afectada por la heterogenicidad intra-tumoral y la
expresion dinamica del ligando (16).

Hablando de la importancia de la heterogeneidad tumoral, tenemos que hablar
también, de que las células del tumor van a poder variar con el potencial de
metastasis (3).

La expresion del ligando en los distintos tumores se ha estudiado mediante
técnicas inmunohistoquimicas. De esta manera, se seleccionan los individuos
mas predispuestos a obtener resultados positivos de los inhibidores de esta via
PD-1/PD-L1 (5).

13



La inmunohistoquimica o IHC es una técnica por la cual se visualizan proteinas
en muestras de tejidos. De forma similar, existe la inmunocitoquimica. Esta
ultima se podria decir que es la misma técnica, pero basandose en una muestra
citologica (5).

La visualizacién de las zonas de la muestra tefidas, se observa por medio del
microscopio. Las zonas que pueden teiirse con esta técnica pueden ser desde
la membrana celular, hasta el nucleo o el citoplasma (5).

De manera sintética, se expone un analisis de las fases en la aplicacion de las
técnicas de inmunohistoquimica centrado en PD-L1 (5).

- Fase preanalitica. Hay varias recomendaciones con respecto a esta fase,
centrandose en unos parametros para la preparacion de la muestra y su
almacenaje posterior. La modificacion de estos, puede a su vez modificar
los resultados y por tanto, su validez. Los parametros para una fase
preanalitica adecuada que se han definido son los siguientes:

Tiempo de isquemia fria.
Fijacion.

Preparacion.
Almacenaje.
Descalcificacion (5).

O O O O O

- Fase analitica. En esta fase es en la cual hay que optimizar y controlar
una serie de puntos para que los test comerciales detectores de PD-L1
tengan validez clinicamente hablando. De la misma manera, se consigue
estandarizarlos, que es lo que se busca en los diferentes estudios (5).

- Fase postanalitica. Para la validacion de los resultados va a haber
diferentes interpretaciones y/o criterios segun la aplicacion y la respuesta
a un determinado tratamiento. Hay ciertas variables a tener en cuenta y
que tiene que tener en cuenta el laboratorio, para tener unos resultados
validos (5).

El trabajo con inmunotincién sobre muestras citologicas para la deteccion de PD-
L1 puede dar lugar a falsos negativos si su fijacion se basa en el uso de
alcoholes. Sin embargo, si los fijadores tienen base con formalina, habra una
mayor concordancia con las muestras histologicas. Este efecto del alcohol puede
solucionarse en cierto grado si utilizamos formalina para una postfijacion (25).

Cada laboratorio usé su propio anticuerpo, estudiandolo cada uno con un
determinado farmaco. Por tanto, va emparejado cada clon con un test concreto
basado en la técnica inmunohistoquimica. Esta expresion del ligando tanto en
células inmunes infiltrantes tumorales como en las propias células tumorales ha
sido validado por la FDA (3,26,27).

Concretamente la FDA ha reconocido el uso de cuatro anticuerpos anti-PD-L1
hasta el momento y de cuatro estudios inmunohistoquimicos. Las dos
plataformas inmunohistoquimicas usadas son Ventana y Dako. Los anticuerpos
son SP142, SP263, 22C3 y 28-8 (27).
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Segun el clon de anticuerpo de ligando que se use, va a unirse al dominio intra-
o extra- celular (3).

Farmaco Clon anticuerpo diagnéstico del
ligando

Nivolumab 28-8 (Dako - Agilent)

Pembrolizumab 22C3 (Dako - Agilent)

Atezolizumab SP142 (Ventana)

Durvalumab SP263 (Ventana)

Avelumab 73-10 (Dako - Agilent)

(5). Adaptado de la referencia 5, Dako ahora es Agilent.

Sobre lo expuesto en la tabla y como se ha indicado, destacar que los
anticuerpos 22C3, 28-8 y SP263 tienen un dominio de unién al ligando
extracelular. Mientras que el SP142 citoplasmatico y el 73-10 desconocido (5).

Esta no es la unica diferencia importante entre ellos, sino que el criterio de
positividad del ligando también tiene relevancia. Se expone a continuacion a
modo de lista la correlacion farmaco — anticuerpo con el criterio de positividad

(5).

- Pembrolizumab (22C3) - >/= 50% células tumorales.

- Nivolumab (28-8) - >/= 1% células tumorales.

- Durvalumab (SP263) 2> >/= 25% células tumorales.

- Atezolizumab (SP142) - células tumorales y/o células inmunes.
- Avelumab (73-10) - >/= 1% células tumorales (5).

De la tabla, los 4 primeros coinciden con los mas tipicos. Ademas segun los
estudios que se estan realizando para la “estandarizacion” del uso de
anticuerpos parece que son comparables el 28-8, SP263 y el 22C3 (12,17).

Hemos visto por tanto, que hay cinco anticuerpos monoclonales distintos para el
estudio de la expresiéon de PD-L1. Su uso esta relacionado con las muestra de
tejido que han sido incluidas en parafina y fijjadas en formol, es decir, solo han
sido validados estos anticuerpos en muestras tisulares (7).

Lo importante y al final en lo que se diferencian, es en que cada anticuerpo
monoclonal se une a una parte diferente de la proteina del ligando. Esta parte se
denomina epitopo y la union es especifica por parte de cada anticuerpo (5).

Los estudios existentes hasta el dia de hoy, no reflejan que los distintos test
inmunohistoquimicos para la deteccion de PD-L1, sean intercambiables desde
un punto de vista metodoldgico (28).
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Sobre los clones vy los test destacar, que no existe un estudio comparativo
final, que la comparacién entre los diferentes ensayos es complicada, no
sabemos hasta que punto son intercambiables y carecen de uniformidad.
Habiendo diferentes causas por las que puede haber diferencias entre ellos.
Siendo importante entre ellas el que cada uno tiene su propio sistema de
puntuacion. Necesitamos estandarizar los ensayos para desarrollar guias (3,27).

A continuacioén, se presentan muestras obtenidas mediante EBUS, en las cuales
se han usado dos de los anticuerpos que hemos hablado. En las tres primeras
se ha usado el anticuerpo monoclonal 22C3, con una expresion de PD-L1 del
90%. Mientras que en las tres siguientes se ha usado el SP263, teniendo un 10%
de expresion del ligando.

e -,
L
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Figura 3 (3.a, 3.b, 3.c). Muestras de pacientes con cancer de pulmon,
extraidas mediante técnica EBUS y tratadas con técnicas inmunohistoquimicas
usando el anticuerpo monoclonal 22C3.

Figura 4 (4.a, 4.b, 4.c). Muestras de pacientes con cancer de pulmon,
extraidas mediante técnica EBUS y tratadas con técnicas inmunohistoquimicas
usando el anticuerno monoclonal SP263.
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Con el objetivo de encontrar esta estandarizacion, cabe hablar a continuacion
del proyecto Blueprint. Este consiste en un proyecto en el que se estudia de
manera comparativa los distintos ensayos existentes acerca de PD-L1 tratado
con técnicas inmunohistoquimicas. Se pretende sacar conclusiones sobre la
comparabilidad entre los distintos ensayos inmunohistoquimicos existentes. Por
tanto, la evaluacion de las similitudes analiticas y las diferencias entre los
sistemas de PD-L1, es la clave base del proyecto. Se buscaba la utilizacién de
la misma muestra de tumor de un paciente con cancer de pulmon de células no
pequefias, para comparar asi las tinciones de los cuatro ensayos
comercializados (5,29).

En este estudio no sé buscd hablar de la inmunoterapia en si. Sino que se queria
ver la expresion del ligando comparando con los puntos de corte de cada ensayo,
si estaba por encima o por debajo (5).

Estos datos consecuentemente, llevan a la seleccion de la terapia. El riesgo que
se quiera correr es al final lo que define la armonizacion entre los ensayos. Se
calcula en torno a un 5y un 15% de pérdida del valor predictivo (5).

En los resultados se vio que el menos comparable con los demas era el ensayo
SP142. Mientras que SP263, 22C3 y 28-8 si son comparables entre ellos (29).

Blueprint es una colaboracién entre la AACR (American Association for Cancer
Research) y la IASLC (International Association for the Study of Lung Cancer).
Ademas de junto a 2 compafiias diagnosticas y 4 farmacéuticas. Las primeras
son Ventana/Roche y Dako/Agilent; y las segundas Genentech/Roche,
AstraZeneca, Bristol-Myers Squibb, Merck &Co.,Inc (29).

En cuanto a los patrones de tincion en inmunohistoquimica, tenemos dos para
la expresion del ligando de muerte programada. Son el patron citoplasmatico y
el patron membranoso, este ultimo es el mas valorado. A pesar de ello, esto
supone otro factor de variabilidad, segun cual se use o se de mayor valor (3).

Antes se ha expuesto que la expresion de estas proteinas se puede dar no solo
en las células neoplasicas, sino que también en los linfocitos infiltrantes del
tumor. Por ello, se esta viendo la posibilidad que como biomarcador para
seleccionar a los pacientes mas apropiados para esta terapia, no se use solo la
expresion en las células del tumor propiamente dichas, sino también en el
microambiente tumoral (3).

El patélogo Sanjay Mukhopadhyay, en un pequefo video explicativo acerca de
la interpretacion de la expresion de PD-L1 en muestras estudiadas con
inmunohistoquimica, resalta las claves a tener en cuenta. Destacar que en el
video hace hincapié en que esta hablando del CPCNP habiendo realizado la
inmunotincion con el clon 22C3 (30).
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A modo de lista, lo mas importante a valorar es:

- Dejar constancia de la proporcion de células del tumor que presenten
expresion del ligando PD-L1. Coloco en primer lugar este punto, porque es
la informacién mas importante clinicamente hablando.

- El resultado es positivo si se han tefiido las membranas pertenecientes a
nuestra muestra.

- Latincion de la muestra va a variar de intensidad (también dentro del tumor),
sin restar valor a la positividad en la expresion.

- Solo van a tener valor las células tumorales en el CPCNP.

- Tener cuidado porque la expresion de ligando puede ser positiva en
macrofagos y negativa en células tumorales. Dificulta la interpretacion (30).

La respuesta a la terapia frente a este punto de control, se esta viendo que
posiblemente se ve influenciada por otros puntos de control. Ademas de afectar
a la respuesta frente a la inmunoterapia, podrian llegar a usarse como
marcadores. Entre ellos destacan EGFR, PD-L2, interferon gamma y RNA
mensajero de genes de respuesta inmune (3).

Centrandonos en la importancia de cada uno de ellos por separado:

- EGFR: Ha sido estudiada y evidenciada la relacion entre mutaciones en este
receptor y la presencia de PD-L1.

- PD-L2:1a expresion de este ligando parece ser significativa en las respuestas
de los tratamientos. Por un lado, parece que puede esclarecer casos de
respuesta al tratamiento aun siendo negativa la expresion de PD-L1, y por
otro lado, parece que influye en la respuesta al pembrolizumab.

- Interferébn gamma: parece servir de biomarcador para predecir la respuesta
al durvalumab (3).

En la préxima generacion de biomarcadores sera de maxima importancia
preguntarse por la naturaleza inflamatoria del microambiente del tumor, a
diferencia o0 ademas de como hasta ahora, de la carga mutacional (considerada
mayormente predictiva, no biomarcador prondstico) y de PD-L1. Los test
incluyen analisis transcriptbmicos o analisis de imagenes. Se permitira asi,
desarrollar las herramientas mejoradas para encontrar a esos pacientes mas
predispuestos a un beneficio con estas terapias (16).

Otro indicador de valor predictivo es la microbiota intestinal. Ademas, también
podemos hablar de biomarcadores a nivel de la sangre periférica. Esta
comparandola con una muestra de tejido tiene menos heterogeneidad y hay
mayor disponibilidad (8).

En cuanto a marcadores en sangre periférica, podemos hablar de una forma de
PD-1 y su ligando diferente a la transmembrana, esta es la soluble, sPD-1 y
sPD-L1. Hay estudios que han demostrado su existencia (8,14).
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Sus funciones exactas no estan todavia definidas, pero claramente aumenta la
complejidad de esta via. Representan elementos imprevistos que contribuyen
también a la respuesta por parte del sistema inmune (14).

Esta forma soluble si tiene sus niveles incrementados de forma previa al
tratamiento, se relaciona con un pobre prondéstico. Cuando sus niveles aumentan
de manera rapida tras la terapia dirigida a los inmune checkpoints indica una
potente respuesta hacia el tumor. Por tanto, sus niveles en sangre deberian
facilitar la prediccion, entre otras cosas, de la respuesta al tratamiento (8, 14).

Por tanto, podemos concluir que sPD-1/PD-L1 nos da nuevos marcadores,
ademas de una vision sobre las estrategias del tratamiento (14).

. Farmacos.

La FDA (Food and Drug Administration) aprobo por primera vez la inmunoterapia
para el cancer de pulmon en marzo del 2015 (16).

La terapias que se dirigen a la via PD-1/PD-L1 tienen dos anticuerpos dirigidos
al ligando y dos al receptor, estando ambos aprobados por la FDA y la EMA
(European Medicines Agency) para el tratamiento de este tipo de cancer.
Respecto al primero tenemos el durvalumab y el atezolizumab, y respecto al
segundo el pembrolizumab y el nivolumab (17).

En la figura 5 se puede ver una representacion de estos anticuerpos
monoclonales segun si actuan en PD-1 o en su ligando.

T-cell receptor |Antigen

r

PD-1 :
inhibitor 3
T-cell

PD-L1

PD-L1

Figura 5. Representacion de la
interaccion de PD-1 y su ligando con sus
respectivos anticuerpos monoclonales
(tomado de Referencia 23).

Muy buenos resultados han sido obtenidos al tratar el CPCNP con inmunoterapia
basada en la via PD-1/PD-L1, concretamente con estos anticuerpos
monoclonales. Habiéndose obtenido respuestas duraderas (31).
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Los grandes beneficios obtenidos con la terapia frente a la via PD-1/PD-L1 se
han visto en pacientes con alta expresion de ligando tanto en las células
tumorales, como en las infiltrantes de tumor. Dependiendo este beneficio
terapéutico del tratamiento sistémico previo y de la expresion de PD-L1 (28,32).

Entre estos pacientes, la mayoria de los que presentan cancer de pulmén de
células no pequenfas, son en alguna medida expresores de PD-L1. Ademas,
alrededor de un cuarto de ellos seran altos expresores. Es decir, expresaran el
ligando en sus células en un porcentaje igual o superior al 50% (28).

Estos pacientes que el punto de corte es el 50% hacia arriba y que como hemos
visto son denominados altos expresores, son los que mayor respuesta presentan
a la terapia dirigida contra este punto de control (28).

Todo no son puntos positivos. El problema de esta terapia es que, si es aplicada
como monoterapia, los resultados positivos solo seran de alrededor el 20%. Otro
punto negativo es el hecho de que puede producir efectos adversos relacionados
con la respuesta del sistema inmune, por ello, entre otras razones, es importante
saber cuales se beneficiarian con esta terapia con el papel de los biomarcadores,
como se ha explicado (17,31).

Ademas, el problema de esta terapia, es que no es tan clara como otras. En el
sentido de que no es una “accion — reaccion”; expreso el ligando es efectiva la
terapia. Se ha visto que pacientes cuyas células tumorales no expresan este
ligando, si responden a la terapia con anticuerpos monoclonales dirigidos a PD-
1 o a PD-L1. Mientras que pacientes cuya expresion esta en el rango de altos
expresores, no responden (28).

Estas terapias dirigidas detienen la proliferacion de las células T, la actividad
citolitica de PD-1-positive T cells y la liberacion de citoquinas. Entre los objetivos
de esta terapia, esta la posibilidad de mejorar la capacidad de las células T en
el reconocimiento y posterior eliminacion de las células tumorales. De esta
manera, se reestablecera una de las funciones del sistema inmune, la de
vigilancia (17).

Los test de inmunohistoquimica para detectar PD-L1 no se usan para excluir a
los pacientes del tratamiento con estos anticuerpos, sino para dividirlos en los
que se usara como primera o como segunda linea esta terapia (28).

Hay que prestar atencion a las resistencias a la inmunoterapia anti-PD-1/PD-
L1. El mecanismo es todavia desconocido (17).

Vamos a hablar de los farmacos dividiéndolos segun, si son inhibidores de PD-
1 o de PD-L1. Hasta el momento, no se ha demostrado la ventaja de uno sobre
otro (5,23).
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Los inhibidores de PD-1:

1. Pembrolizumab.
Evita la union con PD-L1 y PD-L2 (16).
Este farmaco es un anticuerpo monoclonal PD-1 del tipo IgG4, isotipo kappa (5).

Ha sido aprobado para distintos tipos de cancer, pero lo que nos interesa es su
efectividad en cancer de pulmén de células no pequeifas avanzado. Hay que
destacar que se ha visto mayor respuesta con este tratamiento en personas
fumadoras. Ademas de una relacion directa en la respuesta de su uso con la
expresion del ligando de PD-1 (5).

Tanto si hablamos de la respuesta, como si hablamos de la supervivencia libre
de progresion, es mejor con este farmaco que con quimioterapia, segun se ha
visto en los diferentes estudios. Ademas de disminuir las reacciones adversas

(5).

Aprobado por la FDA como primera linea de tratamiento en pacientes con
alta expresion de PD-L1. De esto es importante destacar que se usa como
terapia en el tratamiento del cancer de pulmon de células no pequefas, pero con
el requisito de que el estudio previo de expresion de PD-L1 en el paciente haya
sido positivo (5,27).

Se ha expuesto que lo vamos a usar como primera linea de tratamiento si la
expresion del ligando es superior al 50 %. En caso de no ser asi, 0 a pesar de la
expresion, para seguir siendo de primera linea habria que combinarlo con
carboplatino / pemetrexed en el cancer de pulmoén de células no pequefas
metastasico no escamoso (27).

2. Nivolumab.

Este farmaco se usa en el tratamiento del melanoma, y es eficaz en distintos
tumores sdlidos. De este ultimo grupo vamos a destacar el avanzado de pulmén
de células no pequenas, viendo resultados mas prometedores en la
supervivencia a nivel global que con quimioterapia. De hecho, se aprobd para
pacientes con este tipo de cancer que ya han llegado a fase metastasica y que
ademas, ha progresado la enfermedad mientras eran tratados, o después de
serlo con quimioterapia (5).

Este farmaco es un anticuerpo monoclonal del tipo 1gG4. Su método de
actuacion se basa en la union a PD-1, bloqueando asi que sus ligandos se unan.
En este caso de habla de ligandos en plural, porque también afecta a la union
de PD-L2, no solo PD-L1. Como resultado, se reestablece la funcidén antitumoral
del sistema inmune (5).
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Se estudié si la expresién del ligando de muerte celular programada podria
utilizarse como biomarcador para el uso de este farmaco, pero en contraposicion,
hemos visto buenos resultados en pacientes PD-L1 negativos. Por tanto, su uso
fue aprobado sin tener en cuenta la expresion de ligando, ya que en estos
pacientes, como se ha indicado, la expresién del ligando no ha demostrado
ser predictiva (4,27).

Es un buen farmaco para la duracidn de su respuesta y por su seguridad para el
cancer de pulmén de células no pequenas metastatasico como segunda linea
de tratamiento. No habiendo sido aprobado como primera linea terapéutica
(27).

La FDA aprobo el uso del nivolumab y el pembrolizumab en el cancer de pulmén
de células no pequefias metastasico, que ya hubiese sido anteriormente tratado
(27).

Los inhibidores de PD-L1, destacan por su actividad entre otros, frente a
CPCNP (5).

1. Durvalumab.

Se usa como primera linea, a pesar del estadio de expresion de PD-L1 en la
fase | y Il de este cancer. Ha sido aprobado por la Agencia Europea del
Medicamento en los casos en que la expresion de ligando sea mayor o igual
al 1%. En estos pacientes a mejorado la supervivencia libre de progresion
(5,17,25).

Este farmaco se encarga no solo de bloquear la interaccion del ligando con PD-
1, sino que también con CD80, presentes ambos en las células T (5).

Destacar en este farmaco, que en el cancer escamoso la tasa de respuesta
objetiva es mayor que en el no escamoso (27).

2. Atezolizumab.
Se dirige a PD-L1 solo. Se aprobo en el 2016 para tratar el CPCNP metastasico.
Se aprobdé como segunda linea si habia expresion de PD-L1 en los tejidos en
pacientes con este tipo de cancer (16,17).

Tras su tratamiento se han visto mejoras en la supervivencia tanto con altos
como con bajos o casi negativos porcentajes de expresion de ligando (27).

Destacar que en el ensayo correspondiente a este farmaco, se recalca la
importancia del reactivo que hay que usar como control, ya que la variacién de
este puede conducir a resultados no validos (5).

3. Avelumab.

Los estudios son prometedores. Parece que muestran mas eficacia o actividad
en pacientes con expresion de PD-L1, pero esta todavia en desarrollo (5).

Pasa lo mismo con la expresion de PD-L1 que con el farmaco anterior (27).
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Estos ultimos tres tipos de farmacos, son del tipo IgG1 (5).

. Deteccidén de la expresion de PD-LA1.

En este trabajo, se trata de comparar las muestras citologicas con las de biopsia,
para ver la posible utilidad o incluso superioridad de la primera con respecto a la
segunda. En la parte de estudio que viene en el siguiente apartado, se expondra
el analisis que se ha hecho con pacientes del HUMV. En este apartado, lo que
se ha visto en distintos estudios o revisiones acerca del tema.

A continuacion se expone primero la informacion disponible acerca del uso de
citologias como medio de deteccion de la expresion del ligando de PD-1 por parte
de los pacientes oncoldgicos. Tras esta pequefa exposicion, se comparara esta
técnica no aprobada actualmente para este fin, con la si aprobada y establecida
como son las biopsias.

Tenemos que tener en cuenta que el tipo de muestra es muy importante.
Diferentes estudios han mostrado diferencias en la expresion de PD-L1 en
funcién de la muestra. Dentro de las causas principales, ya destacamos la
heterogeneidad tumoral. No olvidar por tanto, las causas derivadas del
procedimiento (3).

Ademas, al estudiar la expresion de PD-L1, hay que tener en cuenta, que
después de tratar el tumor, puede verse modificada, es variable (4).

o Citologias.

Cada dia es mas importante para estudiar los biomarcadores el uso de las
citologias. En el cancer de pulmon de células no pequefias, este tipo de muestras
ocupan un rango de entre el 30% y el 60%. Esta importancia radica en que, este
tipo de cancer, suele diagnosticarse en estadios avanzados, buscandose
procesos minimamente invasivos. Citologias, en un porcentaje no desdefiable
y/o biopsias pequefas (7).

Ninguno de los ensayos de los que hemos hablado antes ha sido validado para
la técnica citolégica. A pesar de ello, es remarcable que entre el 30 y el 40% de
los pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias se diagnostican
unicamente por medio de citologias (5).

La base del uso de procesos poco invasivos es que, en los estadios ya
avanzados en lo que se suele diagnosticar, la cirugia ya no es posible (7).

La base de el uso de este tipo de muestras esta en estudios de tipo retrospectivo,
tanto de correlacion con beneficios obtenidos al tratar al paciente con
inmunoterapia, como de validacion técnica (7).
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Las muestras citologicas vamos a clasificarlas en dos grupos segun su
procesamiento, sufriendo uno y otro por distintos factores y ademas,
necesitandose asi estrictos protocolos, tanto de control de calidad, como de
optimizacién y validacién. Las dividiremos en;

- Muestras citolégicas no parafinadas (citologia liquida, extensiones
citologicas).

- Muestras citologicas parafinadas (bloques celulares) (7).

En esta tabla se exponen las ventajas y desventajas del bloque celular frente a
las citologias no parafinadas (7).

Ventajas Desventajas

Técnica facil. Mas costes y trabajo técnico.

Preanalitica comun. Tardanza en el diagnostico.

Reproducible. Procesamiento con variabilidad técnica.

Reconocimiento arquitectonico. Menor celularidad.

Biobancos. Falta de integridad celular -> menos
ADN.

Conservacion de material residual. | Artefacto de fijacion y parafinizacion.

Una cosa a tener en cuenta de la fase preanalitica (la cual cuenta ademas con
subfases) es que si se retrasa la fijacion, la expresion en las membranas del
ligando se vera reducida (7).

A pesar de tener esta clasificacion, y aparente posible utilizacidén, segun guias
recientes, la principalmente usada a dia de hoy, es la muestra parafinada o
bloque celular. Esto tiene su base, en que su tratamiento es semejante al de
las muestras tisulares (7).

Sin embargo, han sido vistos positivos resultados en el estudio de
biomarcadores, combinando las parafinadas con las no parafinadas (7).

El bloque celular tiene una sensibilidad por debajo de la del estudio citolégico

unico. La cuestion es que como puede usarse con técnicas como la
inmunohistoquimica, aumenta la sensibilidad diagnostica (7).
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En cuanto a la optimizacién de la obtencion de este tipo de muestras, tenemos
que destacar el método ROSE (Rapid On Site Evaluation). Este es
recomendado en las PAAF (Puncion Aspiracion con Aguja Fina). Siendo esta
guiada por un método de imagen, como puede ser TAC o EBUS. A su vez, hay
estudios en los que no se han demostrado diferencias relacionadas con el calibre
de la aguja para realizar la técnica con respecto a los resultados validos de
expresion del ligando (7,33).

Los estudios hechos mediante EBUS y llevados a cabo con el método ROSE,
son los de mayor sensibilidad. Una de las ventajas de este método es que
permite un buen manejo de la muestra, y disminuye a porcentajes minimos los
falsos negativos (7).

El uso de EBUS para la aspiracion transbronquial en el diagnéstico y el posterior
estadiaje de pacientes con cancer de pulmoén, se ha vuelto la técnica de eleccion
como se ha visto en diferentes pautas de actuacion (33).

El diagndstico citolégico por medio de aspiracion por aguja fina podria ser de
eleccion antes que una biopsia por ser menos invasiva (25).

A la hora del diagndstico la mayor parte de los casos de cancer de pulmon estan
avanzados o ya han metastatizado. Por ello es por lo que se trata de usar
técnicas minimamente invasivas para su diagnostico, como ha sido indicado en
diversas ocasiones. Siendo una de las alternativas para esta minima invasion,
las aspiracion con aguja fina mediante EBUS, obteniendo una muestra citologica.
Esto refuerza lo dicho en el apartado anterior sobre la importancia de estas
técnicas (31).

El uso de las citologias en estos procedimientos esta aumentando ya que, como
se ha dicho se buscan procedimientos minimamente invasivos, siendo la
citologia la candidata. En contra esta el punto que todavia no hay los suficientes
estudios para validar esta opcion (32).

La cuantificacion de la positividad para la expresion de PD-L1 en muestras
citologicas tiene distintos desafios. Entre ellos se destaca la falta de arquitectura
tisular, impidiendo la distincion entre las células inmunes que estan dentro del
tumor y son las que interesan, de las que estan fuera y no tienen valor para la
deteccion del ligando (5).

En cuanto a las ventajas, y en cuanto a lo que al buen manejo de la muestra
concretamente, se refiere sobretodo al analisis molecular y los estudios
complementarios de inmunohistoquimica. Va a darnos también una impresién de
diagnostico, que dirigira a la zona mas adecuada (7).

La Asociacion Canadiense de Patodlogos, publicé en 2019 unas guias en las
cuales indicaban el uso de la técnica del bloque celular sobre la extension
citologica para el estudio de la expresion de PD-L1 en los tumores. Es decir,
como técnica de estudio del ligando como biomarcador. La base de esto es,
como hemos visto antes, la fase pre-analitica, ya que la técnica del bloque celular
la comparte con las biopsias, cuyos requisitos pre-analiticos estan validados (7).
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Un bloque para diagnostico debe constar de 50 células tumorales. Hopkins et al
establecieron el minimo en 100 células tumorales (7).

Muy importante que el resultado siga las politicas del laboratorio; pero este no
es el unico que debe de seguir una pautas, sino que los resultados sobre el
ligando reflejados en el informe también. Destacan 3 parametros de calidad:

1. Cumplir la politica de calidad del laboratorio.
2. Periodo entre una semana y diez dias para obtener el resultado.
3. Contenido del informe (7).

o Citologias frente a biopsias.

Los factores que pueden provocar que no haya correlacion entre las muestras
de tejido o celulares son:

- Lavariabilidad entre los observadores en la muestras de células.
- La heterogeneidad espacio — temporal.
- Pre-analitica no estandarizada (7).

Previamente a que a pesar de los buenos resultados, sea validada la citologia
como técnica diagndstica en este caso, es preciso el desarrollo de unas pautas
y unos controles rigurosos (6).

La manera en la que se recomienda corregir la heterogeneidad tumoral es con
muestras mas amplias. De esta manera se puede dividir, midiendo el porcentaje
de positividad por separado y obtener la media. Siendo esta ultima el resultado

(5).

Como se ha indicado, puede haber falsos negativos en funcién del tipo de
fijador usado en la muestras. Esto es importante ya que, las muestras
histologicas se basan en fijadores con formalina, mientras que las citoldgicas en
distintos alcoholes (25).

Las muestras citolégicas y su concordancia con las histolégicas validadas,
depende por tanto, del modo en que sea procesada la muestra, variando asi su
grado de tincidn y por lo tanto de expresion que vemos, dando a errores 0 no en
la interpretacion (25).

Lo que puede explicar las diferencias en la tincidn de las muestras es que, ambos
tipos de fijadores, tienen diferentes efectos en la estructura de las proteinas,
concretamente en la terciaria (25).

Entre los pacientes que padecen CPCNP, en alrededor del 30 — 40% solo
disponemos de muestras citologicas para el analisis de biomarcadores, la
estadificacion y el diagnostico. A pesar de ello, todos los ensayos
inmunohistoquimicos comercialmente disponibles han sido validados para
muestras histologicas. Aun asi, las citologias rapidamente se estan aceptando
en la practica clinica (24).
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Por tanto, como vemos, dentro de los pacientes con cancer de pulmon de células
no pequenas, un porcentaje no desdefiable se diagnostica por medio de una
citologia. A pesar de ello, en los ensayos clinicos del ligando, no se suelen incluir,
siendo mayoritariamente basados en material histologico (26).

Para su uso para ver la expresion de PD-L1 e interpretar los resultados de
manera que se consideren de confianza, necesitamos que la muestra sea la
suficiente, es decir, la representacion tumoral tiene que ser suficiente. Por ello
nunca nos podemos olvidar ni de la representaciéon tumoral ni del tamafio de
nuestra muestra. Segun lo que hemos visto antes, para cumplir este requisito
debera contar con un minimo de 50 o de 100 células, segun los autores, siendo
lo que se acepta generalmente. Tampoco olvidar que depende también del
anticuerpo que hayamos usado (7,24).

A pesar de ser las minimas células necesarias, las mayores correlaciones se han
encontrado con citologias de mas 100 células viables (recalco células tumorales)

(7).

De esta manera, y como consecuencia de lo anterior (como si fuese un circulo
vicioso), las citologias no son recomendadas por no haber estudios que las
avalen (26).

En una revision sistematica de varios estudios para comparar la posible
concordancia entre la utilizacién de histologia o citologia para ver la expresion
de PD-L1 en pacientes con CPCNP se vio, que no hay evidencias que muestren
la técnica citolégica como inferior o inadecuada con respecto a la histologica,
para la evaluacion de este ligando. Los resultados concordantes fueron buenos
teniendo en cuenta dos puntos de corte para el anticuerpo 22C3. Un porcentaje
mayor o igual a 1 y mayor o igual de 50 (24).

El uso de la técnica citologica tiene muchas ventajas, destacando; ser menos
invasiva y a su vez muestrear multiples zonas en un unico procedimiento. A esto
hay que afadirle que ha sido aprobada para la deteccion de reordenamientos de
ALK o ROS1 y para la deteccion de mutaciones de EGFR. Esto ultimo es muy
importante, ya que, como se expuso anteriormente, la expresion de PD-L1, se
ha asociado con mutaciones y reordenamientos en estos oncogenes (17,24).

Entre los beneficios del uso de citologia en vez de biopsias, destacan la
satisfaccion del paciente, el coste y el tiempo (33).

Usando como técnica la citologia, se prevé que sea excepcional la aparicién de

falsos positivos, pero si que es verdad, que puede en algunos casos
subestimarse los valores (24).
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La revision apoya el uso de citologias para este fin. Esto no quiere decir que no
se incluyan muchos retos dentro del procedimiento. Por ejemplo, por un lado,
tenemos que la expresibn membranosa de PD-L1 es menos clara mediante
citologia que cuando tenemos un bloque de tejido. Por otro lado, si comparamos
entre ambas técnicas la dispersion de las células, debemos hacer un rango de
puntuaciones, siendo especialmente complicado cuando se encuentran bajos
niveles de expresion de PD-L1 y cuando se aplica al punto de corte mayor o igual
a 1% (24).

Ademas de los retos o problemas del apartado anterior, hay que contar con los
referidos al manejo de la muestra. Para su manejo se usa un amplio abanico de
fijadores. Otra cosa a tener en cuenta es la solucion para la preservacion que se
usa previo a la fijacion. En cuanto a esto no hay acuerdo entre los estudios segun
si influye o no a la expresion de PD-L1. Hay estudios con resultados en una
direccién, y otros con resultados en la otra, pareciendo este asunto no
concluyente (24).

Las publicaciones referentes a PD-L1 y su estudio, ponen de manifiesto el uso
de la muestra citolégica parafinada (bloque celular) en la determinacién del
ligando. El estudio sobre este tipo de muestra, al fijarse en formol, tiene un
procesamiento cercano a ser igual que el de una biopsia. Siendo esto importante
porque quiere decir que esta estandarizado. Este ultimo es el principal problema
de los otro tipos de muestras citolégicas, a pesar de como ya vimos, tener
buenos resultados (7).

También tener en cuenta la importancia de los puntos de corte clinicamente
relevantes en estas valoraciones. Habiéndose observado resultados
comparables a los obtenidos con biopsia sobretodo cuando la expresién de
ligando es alta (7).

El uso de rango de valores de expresion (controles externos) pueden ser
productivos para validar, en estos casos en los que se ha seguido con el bloque
celular el mismo proceso que con una biopsia (7).

En resumen, hay demostraciones de la utilidad de las muestras citoldgicas
(bloques celulares sobre todo) en el estudio de la expresiéon de PD-L1. Sin
embargo, se necesita estandarizar estas tres importantes fases; pre-analitica,
analitica y post-analitica. Por tanto, no olvidarse de los retos que se presentan a
nivel de cada una de las fases (4,7).

A pesar de lo expuesto, destacar que, una muestra pequefa, puede infraestimar
la expresion del ligando (6).
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ESTUDIO.
. Hipotesis y objetivos.

PD-L1 es una proteina relacionada con el sistema inmune que tiene un papel
significativo inhibiendo la respuesta por parte del huésped hacia las células
neoplasicas. En el caso del cancer de pulmon las células expresan esta proteina
y es posible su deteccidon por métodos inmunohistoquimicos. Al existir
tratamientos especificos frente a esta moléculas y su receptor, se comporta
como un biomarcador de respuesta que debe ser cuantificado en el tejido.

El diagndstico de cancer de pulmén se lleva a cabo en muestras de biopsia o de
citologia. En gran cantidad de hospitales el unico material celular del que
disponemos para dicho diagnostico es el procedente de ecobroncoscopia
(EBUS), es decir una muestra de citologia. Sin embargo, la validacion de los
resultados de PD-L1 s6lo se ha realizado y se recomienda sobre muestras
histolégicas de biopsias. Por tanto, gran cantidad de pacientes no podrian ser
sometidos a la determinacion del estado de PD-L1 al disponer unicamente de
material de EBUS y se verian privados de la posibilidad de recibir tratamientos
basados en la inmunoterapia.

Nuestro objetivo es validar la utilidad de la muestra citolégica para la
determinacién de PD-L1 en muestras de cancer pulmonar realizadas en el
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla de pacientes que han sido
sometidos a inmunoterapia. Revisaremos todas las pruebas cruzando las
realizadas sobre biopsia y sobre citologia, buscando pacientes que tengan la
prueba realizada en los dos tipos de muestra. Por otro lado estudiaremos la
supervivencia libre de progresion de los pacientes cuya determinacién de
PD-L1 haya sido realizada en citologias.

Podemos dividir el trabajo por tanto, en dos subestudios. Por un lado la
comparacion entre las biopsias y las citologias; y por otro, el seguimiento de los
pacientes que hayan sido tratados tras determinacién del ligando por técnicas
citologicas.

. Material y métodos.
0o Biopsia y citologia.

Tenemos dos bases de datos, estas parten del afio 2017. Una son los pacientes
con cancer de pulmén a los que se les ha realizado biopsia (557), y otra los
pacientes a los que se les ha realizado citologia (198) para detectar expresion
de PD-L1. Estas bases de datos, como se ha indicado anteriormente son del
HUMV.

A partir de aqui, queremos saber a qué pacientes se les ha sometido a ambas
técnicas. Cruzamos ambas bases, y vemos que el total de pacientes con biopsia
y citologia son 12.
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Para nuestro estudio nos van a servir tanto los resultados positivos como
negativos para la expresion del ligando. Destacar que en los resultados positivos,
habra porcentajes de positividad. De esta manera, veremos la correlacién entre
las dos técnicas, si realmente coinciden o no los resultados y por tanto, si son
intercambiables o incluso una superior a la otra.

o Supervivencia libre de progresion.

En esta segunda parte, se ha utilizado tan solo la base de datos de pacientes
estudiados mediante la técnica citologica (196), también de pacientes del HUMV.
El periodo de tiempo parte del afio 2017 como en el otro estudio.

Se ha realizado una revision para separar a los pacientes en positivos, negativos
o no valorables. Siendo la muestra a utilizar los positivos. De estos vy
separandolos también segun su nivel de expresion de ligando, se ha visto si han
sido o no tratados y en caso de ser tratados con qué farmaco. A partir de este
tratamiento se ha revisado la supervivencia libre de progresion, siendo esta el
objetivo de esta parte del estudio.

No tratados Tratados
Positivos (117)
- Altos expresores (49) |35 14
- Bajos expresores (68) | 31 37
Negativos (73) 73 -
No valorables (6) 6 -
Muestra total (196)

En la tabla se expone de forma esquematica y numérica, la muestra que se ha
utilizado y como se ha estratificado a los pacientes sometidos a citologia. La
base de datos consta de 196 pacientes. De estos parte no han sido valorables
(6), y los restantes se han dividido segun sus resultados positivos o negativos
frente a la expresion del ligando de PD-L1 detectado por esta técnica.

Los negativos han sido 73 y los positivos 117. El apartado de resultados estara
centrado en los que han sido positivos. Estos son los que nos van a interesar
para estudiar como hemos indicado, concretamente los que si han sido tratados.
El objetivo es estudiar la supervivencia tras el tratamiento, se ha obtenido una
muestra de 51 pacientes, siendo 14 altos expresores de ligando y 37 bajos
expresores.
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. Resultados y discusion.
o Biopsia — citologia.

Los resultados al cruzar la base de datos de pacientes sometidos a biopsia y a
citologia para detectar la expresion y sus porcentajes de PD-L1 en sus células
tumorales, han sido el siguiente; (teniendo en cuenta que la muestra resultante
para el estudio han sido 12 pacientes).

- 7 pacientes no concordancia biopsia — citologia.
- 5 pacientes concordancia biopsia — citologia.
o 1 negativo en ambas la expresion de PD-L1.
o 4 positivos.
= 4 coincidencia exacta (positividad del 20%, 60%, 80% y
altos expresores (90%-70%)).

Se exponen de manera sintética estos resultados en la tabla siguiente.

Concordancia N° pacientes (12) | %expresion %expresion
biopsia citologia
4 1% (-)
NO (7) 1 30% ()
1 40% (-)
1 60% <1%
1 () ()
Si (5) 1 60% 60%
1 80% 80%
1 20% 20%
1 90% 70%

Los resultados muestran que las biopsias y las citologias coinciden en un
41°66% de los casos y en el 58°33% no, teniendo en cuenta los puntos de corte
anteriores. Dentro de los coincidentes, el 100% va a tener un resultado
exactamente coincidente. Esto es debido a que el unico caso que el porcentaje
no es igual, es considerado igualmente coincidente por ser altos expresores
ambos resultados.

A continuacion, de modo ilustrativo vemos unas muestras citologicas en las que
vemos la expresion de PD-L1.
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Figura 6. Muestras citoldgicas de pacientes con cdnder de pulmdn en las que se muestra
la expresion de PD-L1.

Lo primero y mas importante de esta parte del estudio es que, partiendo de la
muestra que se ha tenido para realizarle, no se puede dar este por valido por ser
muy pequeia. Tan solo 12 pacientes no son representativos para poder validad
nuestra hipotesis o llegar a una conclusion valida.

Teniendo eso en cuenta, fijandose en la tabla se puede ver como no se
confirmaria la hipotesis, ya que el porcentaje de no coincidentes es mayor al de
coincidentes.

El primer grupo, no coinciden. Detectando la biopsia la expresion de PD-L1 y la
citologia no, siendo negativo en los 7 casos. En cuanto al segundo grupo, como
punto positivo respecto a la hipotesis inicial, es que la coincidencia es exacta en
el 100% de los casos positivos.

A pesar y recalcando lo dicho anteriormente, en esta parte del estudio no se
puede validar la hipétesis ni llegar a una conclusién valida. Aunque con la
pequefia muestra, se vean en el grupo de positivos resultados que puedan
favorecerla, se necesitaria una muestra mayor para poder validar. A esto hay
que afiadirle que el mayor porcentaje de no concordancia se da en casos con
muy baja expresion de PD-L1en la biopsia (del 1%) con lo que la baja celularidad
examinada en el caso de las citologias podria ser causa de falsos negativos.

Ademas, por ultimo, no se ha confirmado que la fecha de realizacién de los test
fuese similar. Es decir, que no se realizasen nuevas tomas de biopsia o citologia
tras el tratamiento.

o Supervivencia libre de progresion.

En la revision de la base de datos de los pacientes sometidos a la técnica
citologica constando esta de 196 pacientes, los resultados han sido los
siguientes y podemos ver una representacion grafica en la figura 7;

- 117 positivos para expresién de PD-L1.

o 72 alta expresion.
o 45 baja expresion.
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- 73 negativos para expresion de PD-L1.

- 6 no valorables.

No valorables; 6;
3'06%

® | Negativo; 73;
37°24%

Alta expresion; 72;
36'73%

|
Baja expresion; 45;

22°96% .,
’ ® Alta expresién

® Baja expresion
® Negativo

Figura 7. Gréfico en el que se representan los resultados de los pacientes con
CPCNP conseguimiento minimo de 1 afio diagnosticados por citologia.

Como se ha indicado anteriormente, nuestros resultados se obtienen de los
pacientes positivos, siendo la muestra de 117, independientemente de si son
altos o bajos expresores.

En cuanto al estadio que ha sido tratado en estos pacientes, tanto los de alta
como los de baja expresion han comenzado la terapia con un estadio avanzado.

En el caso de los altos expresores:

1 no estratificado.
- 31lIA.
- 51IB.
- 281V.
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Y en el de los bajos expresores:

- 3 no estadificados.
- 21lA.

- 31B.

- 21lC.

- 41V,

Promedio PFS en pacientes tratados
positivos altos expresores.

Farmaco Media PFS (meses)
Nivolumab 10

Pembrolizumab 151

Durvalumab 17'25

Atezolizumab 27

Promedio PFS en pacientes tratados
positivos bajos expresores.

Farmaco Media PFS (meses)
Nivolumab 4

Pembrolizumab 14

Durvalumab 14,66

Atezolizumab 15,1




De manera sintética, estos han sido los resultados en cuanto a la supervivencia
libre de progresion se refiere, obtenidos al tratar a los pacientes positivos PD-L1
para citologia. Tanto en pacientes con alta expresién, como con baja expresion,
lo farmacos usados han sido los mismos.

El farmaco utilizado por excelencia en los altos expresores es el Pembrolizumab.
30 pacientes frente a los 4, 2 y 1 del Durvalumab, Nivolumab y Atezolizumab,
respectivamente.

En los bajos expresores el mas usado es el Durvalumab. 6 pacientes frente a los
3, 3y 2 del Pembrolizumab, Atezolizumab y Nivolumab.

Los pacientes que presentan una alta expresion de PD-L1 en sus células
tumorales presentan también mas respuesta a los farmacos dirigidos contra el
como se observa en los resultados. La supervivencia libre de progresion es
mayor en estos.

Ademas en cuanto al farmaco utilizado el que mayor supervivencia presenta es
el Atezolizumab, seguido del Durvalumab. Habiendo una diferencia mucho mas
acusada entre ellos en los que son altos expresores. A pesar de ello, no podemos
concluir nada valido, ya que solo se ha visto en 1 paciente.

En base a lo que se acaba de exponer y empezando por los estadios de los
pacientes de la muestra, vemos como confirmando lo presentado en el marco
tedrico del trabajo, esta terapia tiene como principal diana a pacientes con cancer
ya avanzado, siendo el minimo estadio visto en los pacientes el I[lIA. Ademas la
mayoria de ellos se encuentra ya en estadio IV.

Por otra parte, se ve la importancia de la expresién de PD-1 en las células a la
hora de tratar al paciente con esta terapia dirigida. Afirmacion que quedaria
validada al ver que la supervivencia libre de progresién es mayor en todos los
farmacos para los pacientes con alta expresion del ligando.

En cuanto a cada farmaco por separado, los resultados con mayor validez son
los del pembrolizumab en pacientes con alta expresion, ya que fueron 30 esos
pacientes. Mientras que con los otros farmacos se encuentran en un rango de 1
a 6 pacientes.

. Conclusioén.
0o Biopsia — citologia.

En esta parte del estudio no han sido obtenidos resultados concluyentes. La
muestra de 12 pacientes ha eliminado la validez necesaria para sacar
conclusiones.

Es necesaria una muestra mucho mayor para llegar a una conclusién sobre la
hipdtesis inicial de la intercambiabilidad o incluso superioridad de una técnica
sobre otra.
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o Supervivencia libre de progresion.

La terapia con farmacos dirigidos al ligando o al propio PD-1, ha demostrado en
este estudio ser mas efectiva cuanto mayor es la expresion del ligando detectado
por citologia. Por tanto, parece existir una relacion directa entre expresioén del
ligando sobre muestra citolégica y efectividad del farmaco.

Ademas de eso, con la revision de la base de datos, se puede concluir que es
una terapia dirigida especialmente a pacientes con cancer de pulmén
avanzado y que puede ser aplicada con éxito en pacientes que unicamente
cuentan con muestra citolégica para el diagnéstico.
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CONCLUSIONES.

- Lainmunoterapia es una de las grandes herramientas a dia de hoy para
el tratamiento de esta enfermedad. Tiene distintas lineas de actuacion,
siendo la de los anticuerpos monoclonales en la que esta centrada el
trabajo.

- La expresion de un determinado ligando (PD-L1) en las células
tumorales, ha demostrado ser muy importante como biomarcador
tumoral para desarrollar un tratamiento especifico.

- Actualmente la deteccién de expresidn de este ligando esta validada por
medio de biopsias. A pesar de ello, los resultados obtenidos por medio
de técnicas citolégicas han sido buenos y prometedores, sin llegar a
ser concluyentes.

- La muestra obtenida de cruzar las bases de datos del HUMV de
pacientes sometidos a biopsias y a citologias no ha sido concluyente por
ser muy reducida. Los resultados no son validos y se necesitaria un
mayor numero de pacientes.

- Se ha visto una relacion directa entre el nivel de expresién de ligando
obtenido en muestras citologicas y la efectividad del farmaco dirigido
contra este en el estudio realizado con pacientes del HUMV.
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