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RESUMEN

La incorporacion a la prdctica dinica de los farmacos que inhiben el punto de control inmunitario
(IC1, del inglés immunocheckpoint inhibitors), como los anticuerpos monoclonales que se dirigen al an-
tigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxico (CTLA-4) y la proteina de muerte celular programada 1 (PD1)
y su ligando (PD-L1), han representado un gran avance en el trafamiento de distintos fipos de cdncer,
especialmente el cdncer de pulmén de célula no pequefia (CPCNP), el subtipo de cdncer de pulmén mds
frecuente. A pesar de que la inmunoterapia se ha convertido en el estdndar de tratamiento en varios
tipos de cdncer, ya sea sola o en combinacion con quimioterapia, no todos los pacientes responden a
estos farmacos. Algunos de ellos incluso sufren de una acusada progresion tumoral durante el trata-
miento. Es por ello por lo que existe la necesidad clinica de identificar biomarcadores predictivos
que presenten una elevada sensitividad y especificidad. En el caso de los tratamientos basados en
PD1/PD-L1, hoy en dia se ufiliza como biomarcador los niveles tumorales de PD-L1, aunque su capacidad
de predecir la respuesta a estas nuevas drogas es cierfamente limitada. En este trabajo de revision se
describird lo que se conoce actualmente acerca de la interaccion dindmica entre la célula tumoral y el
sistema inmunoldgico durante la carcinogénesis, haciendo especial énfasis en la descripcion de las es-
trategias moleculares que utiliza la célula tumoral para evitar una eficiente respuesta antitumoral por
el sistema inmune del huésped. Se hard hincapié en aquellas alteraciones génicas deletéreas en com-
ponentes del complejo mayor de histocompatibilidad y en moléculas mediadoras de la respuesta a in-
terferon gamma (IFNy). La contribucion de otras alteraciones de genéticas y moleculares, como las de
oncogenes y genes supresores de tumores, y de las alteraciones epigenéticas también serdn discutidas
en detalle. Finalmente, se discutird el uso potencial del perfil genético del tumor para predecir la sen-
sibilidad a los IC.

ABSTRACT

The inclusion into cancer clinical settings of the so-called immune-checkpoint inhibitors (ICls), such as
those targeting the cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4) and the programmed cell
death 1 (PD-1) and its ligand (PD-L1), has represented a breakthrough in cancer freatment, especially
in non-small cell lung cancer (NSCLC), the most common type of lung cancer. Despite becoming the
standard of care in some cancers, either alone or in combination with chemotherapy, a proportion of
patients do not respond while others progress during treatment. Therefore, there is a clinical need to
identify accurate predictive biomarkers and to develop novel therapeutic strategies based on ICls. The
current marker used to predict response to ICl treatments are the levels of PD-L1, but this is a quite in-
accurate biomarker. In this review it will be described what is currently known about the dynamic inter-
action between the cancer cell and the immune system during carcinogenesis, with a particular focus on
the description of the functions and alterations that preclude the host immunoresponse in cancer. We
emphasize the deleterious gene alferations in components of the major histocompatibility complex
and of the response to IFNy. The role of other gene alterations, such as those of common oncogenes
and tumor suppressors, and of the epigenetic alterations will also be discussed, in detail. Finally, we
discuss the potential use of the tumor’s genetic profile to predict response to ICls.
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1. INTRODUCCION

El cdncer de pulmén es la causa principal de muerte
por cdncer, en la mayoria de los paises occidentales. Aunque es
conocido que mds del 80% de los tumores pulmonares son debidos
al tabaco, el hdbito de fumar es todavia muy frecuente en nuestra
sociedad (1). Ademds, el cdncer de pulmén estd aumentando en
individuos que no han fumado nunca, lo que limita el disefio de
medidas de prevencion. Uno de los factores que contribuye a la
elevada mortalidad de este tipo de cdncer es que la mayoria de
los casos (>80%) son diagnosticados en fases tardias y, por lo
tanto, son todavia muy escasos aquellos que son abordables qui-
rirgicamente. Otro factor que contribuye a la alta mortalidad del
cdncer pulmonar es la poca eficacia de los tratamientos tradicionales
(2). En los Gltimos afios, como consecuencia de los esfuerzos en
investigacion, se ha progresado extraordinariamente en el desarro-
llo de estrategias que ofrezcan un mejor tratamiento. Ademds, se
han desarrollado terapias individualizadas y de precision, destina-
das a inhibir la funcion de moléculas que se activan genéticamente
en el cdncer o a fortalecer la respuesta inmunoldgica del organismo
frente al cdncer. Estas nuevas estrategias terapéuticas han permitido
mejorar la supervivencia de algunos grupos de pacientes. No obs-
tante, aunque importantes, estos avances todavia requieren de es-
tudios biologicos en profundidad porque en los diversos casos de
cdncer, incluido el cdncer de pulman, existe una gran heterogenei-
dad que depende de caracteristicas moleculares especificas. Estas ca-
racteristicas moleculares individuales van a determinar el
comportamiento clinico del tumor (distinto pronéstico, distinta res-
puesta a tratamientos, distinto nivel de resistencia, distinta evo-
lucion, etc.). Si conseguimos entender mejor las peculiaridades
bioldgicas que determinan el comportamiento diferente de cada
tumor pulmonar podremos abordar cada caso mediante estrategias
terapéuticas individualizadas.

La primera evidencia de que el sistema inmunold-
gico es capaz de reconocer antigenos no propios presentados
por células cancerosas y, eventualmente, de eliminarlos fue pre-
sentado por Paul Ehrlich a finales del siglo XIX (3). Posteriormente
se propuso el concepto de inmunotolerancia el cual postula que,
para impedir la accion del sistema inmunitario, los tumores eluden
el reconocimiento y la funcion de los linfocitos T (3). Dicha in-
munotolerancia es una caracteristica de prdcticamente todos los
tumores, confiriéndoles la capacidad de escapar de la destruccion
por el sistema inmune del huésped (4). Mds recientemente, para
referirse a este mismo concepto se ha acuiiado el término “in-
munoedicion del cdncer” que postula tres fases secuenciales: eli-
minacion, equilibrio y escape (5). Brevemente el concepto
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inmunoedicion del cdncer propone que la presion selectiva
sostenida ejercida por un sistema inmunitario competente
para eliminar células cancerosas desencadena la aparicion de clones
tumorales que pueden evitar la destruccion por el sistema in-
mune, alterando el estado de equilibrio y, finalmente, escapar,
permitiendo asi el crecimiento tumoral. En esta revision se hard re-
ferencia a los términos inmunotolerancia o inmunoescape, indis-
tintamente, para describir la capacidad de las células tumorales
de escapar de la accion del sistema inmunoldgico.

La elucidacion de todas las estrategias moleculares que
desarrollan las células tumorales para facilitar la inmunotole-
rancia durante el crecimiento y la progresion del cdncer es un
tema de intensa investigacion. A parte de permitirnos comprender
las bases biolagicas del desarrollo tumoral, los mecanismos que
generan inmunotolerancia repercuten también en la respuesta del
paciente a los tratamientos con inmunoterapia, lo cual puede servir
para establecer nuevos biomarcadores y permitir el disefio de nue-
vos farmacos. Algunas de las estrategias de inmunotolerancia se
basan en la represion fisiologica de la respuesta inmune. En una
reaccion inmunitaria, después de la presentacion del antigeno a
los linfocitos de células T se produce un incremento en los niveles
de ciertos inhibidores de la respuesta inmune. Este es un meca-
nismo fisioldgico conocido como resistencia inmune adaptativa y
actia como un bucle de refroalimentacion negativa para atenuar
la respuesta de las células T y mantenerlas dentro de un rango fi-
siologico deseado, previniendo asi la sobreestimulacion de la auto-
reactividad (5). Entre estas moléculas que frenan la respuesta
inmune se encuentran CTLA-4 (linfocitos T citotdxicos asociados a
antigeno 4) y PD1 (proteina de muerte celular programada 1) y su
ligando PD-L1 (6-7). Por lo tanto, el bloqueo de la actividad de
estas moléculas restaurard e incrementard la actividad de las cé-
lulas T. La mayoria de los tratamientos de inmunoterapia dispo-
nibles actualmente en tumores solidos estdn basados en
anticverpos monoclonales disefiados para inhibir la funcion de
(TLA-4, PD-1y PD-L1, aunque existen ofros compuestos en inves-
tigacion dinica. De forma genérica estos tratamientos se denominan
inhibidores del punto de control inmunitario (ICl, del inglés, im-
mune checkpoint inhibitors)

2. EL MICROAMBIENTE TUMORAL LOCAL Y LA INMUNOSU-
PRESION EN CANCER DE PULMON

La capacidad de muchos tumores solidos para suprimir
la respuesta inmune del huésped se evidencia por las caracteristicas
inmunosupresoras del microambiente local del tumor. Asi pues, se
utiliza el término “tumor inflamado” (o caliente) cuando el entorno
0 microambiente tumoral es rico en infiltrados de varios tipos
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de células relacionadas con la respuesta inmunitaria, incluidos
los linfocitos T CD8+ y CD4+, mientras el término “tumor no in-
flamado” (o frio) se refiere a aquellos tumores cuyo microambiente
estd empobrecido en este tipo de células (8). Por otro lado, para
iniciar la activacion de los linfocitos T (D8+ (CTL) un antigeno
debe ser presentado por el complejo mayor de histocompatibilidad
clase | (en humanos, HLA-I) de las células tumorales a los CTL
(9). Asi, los niveles del complejo HLA-I en las células tumorales
también pueden ser un indicador del estado del microambiente tu-
moral (8-9). Finalmente, como se menciond anteriormente, PD-L1
estd directamente implicado en la represion de la actividad de los
linfocitos T, por lo que la presencia de altos niveles de PD-L1 indican
una respuesta inmune activa asocidndose, por lo tanto, a tumo-
res “inflamados” (8-9). Los resultados de algunos estudios ates-
tiguan una relacion entre niveles globalmente bajos en el
microambiente tumoral de CTLs, del complejo HLA-l y de PD-L1y
un alto grado de inmunotolerancia (10). Algunos perfiles meta-
bélicos y los niveles de ciertas citoquinas en tumores se han aso-
ciado también a inmunotolerancia en varios tipos de cdncer,
incluyendo el cdncer de pulmon de célula no pequeiia (CPCNP),
el mds frecuente. Ese es el caso de VEGF, que desencadena la ele-
vacion en los niveles de PD-1, CTLA-4, o de TIM3, y TGFB, que me-
joran la funcion de los linfocitos T- reguladores al mismo tiempo
que atendan la actividad de los T-citotoxicos y de las células
natural killer (11-12). En un trabajo reciente, en el que se llevé a
cabo un estudio de inmunohistoquimica con mds de 400 piezas
tumorales de CPCNP en estadios quirirgicos, se observd que dos
tercios eran completamente negativos o tenian bajos negativos ni-
veles del complejo HLA-I (proteinas HLA-I y B2M). Esto ocurria tanto
en los carcinomas de células escamoso como en los adenocarcino-
mas (13). En el mismo estudio se encontré una asociacion entre in-
munotincion positiva del complejo HLA-I y altos niveles de PD-L1
e infiltracion intratumoral de CTLs. Los niveles altos de estas mo-
|léculas también se asociaron con una respuesta mds favorable a in-
hibidores de PD-L1y PD1 (13-14).

3. ALTERACIONES GENEHCA; DE MqLécuus QUE REGULAN
LA RESPUESTA INMUNE ESTAN GENETICAMENTE ALTERADAS
EN EL CANCER DE PULMON

El proceso neopldsico promueve la inmunotolerancia,
evitando asi que el sistema inmune del huésped destruya la célula
tumoral. En muchos casos se han identificado eventos genéticos, es-
pecificos del tumor, que estdn detrds de dichos mecanismos de in-
munoescape. A continuacion, se expone el estado actual del
conocimiento sobre los evenfos genéticos que ocurren en las cé-
lulas en el curso del desarrollo del tumor que facilitan la inmunoto-
lerancia.

3.1. Alteraciones genéticas que dificultan el reconoci-
miento inmune y presentacion de antigenos

La especificidad de la activacion de CTLs contra las células
tumorales se basa en el reconocimiento de neoantigenos tumorales,
procesados y presentado adecuadamente por el complejo HLA-I en
la superficie membrana de las células cancerosas (12,15). El com-
plejo HLA- | consta de una molécula de cadena pesada (HLA-I)
(ya sea HLA-A, HLA-B o HLA-C) y una cadena ligera invariable
(B2M). La proteina B2M actia como chaperona, manteniendo la
estabilidad estructural del complejo HLA-l y su posicion en la
superficie celular. BZM es también esencial para el plegamiento
de HLA-l y su transporte a la superficie celular para la presen-
tacion antigénica (15). La inactivacion del complejo HLA-I por al-
teraciones de los genes HLA-I (principalmente HLA-A) o en B2M
ha sido reportado en el cancer humano. Aunque las alteraciones
del gen HLA-A también han sido reportadas en varios tipos de cdn-
cer, su naturaleza altamente polimorfica hace que las alteraciones
en este gen sean dificiles de detectar. Es por ello por lo que su pre-
valencia puede haber sido subestimada (13, 16). Por ofra parte,
no es bien conocido hasta qué punto las alteraciones en uno sélo
de los genes HLA-I afecta al reconocimiento antigénico ya que la
pérdida de funcion de un gen HLA-I podria ser coinpensada por
otro. El caso de las mutaciones en B2M es diferente porque
la proteina B2M no es polimorfica ni existen genes de la misma
familia con funciones similares. B2M también es esencial para ase-
gurar la maduracion y el anclaje a la superficie celular de otros com-
plejos HLA. Las mutaciones en B2M asociadas a cdncer fueron
detectadas por primera vez durante la secuenciacion genomas y
exomas de varios tipos de tumores, incluidas las neoplasias ma-
lignas hematopoyéticas (17). En los cdnceres de pulmon, se detect6
la inactivacion bialélica de B2ZM en todos los tipos histopatoldgicos
de este tipo de cdncer (13). Usando una gran cohorte de tumores
primarios de pulmon y de lineas celulares de cdncer observamos
que alrededor de 5% de todos los CPCNP y de cdncer de pulmon
de célula pequedia (CPCP) primarios contenian mutaciones inacti-
vadoras en este gen, lo que se correlaciond fuertemente con la
pérdida de la complejo HLA-I. Asimismo, mutaciones de pér-
dida de funcion en B2M han sido detectadas en melanomas,
asociadas a la adquisicion de resistencia al tratamiento con ICl (18).
En cdncer pulmonar la inactivacion de genética de B2M también
fue identificado en un tumor a la progresion al tratamiento con an-
tiPD-1(19).

Las moléculas del complejo HLA dase | se localizan en
la superficie de células por un proceso de maduracion que co-
mienza en el reticulo endoplasmdtico y requiere la participacion
de otras proteinas, incluyendo CANX, CALR, PDIA3, TAP1, TAP2 y
TAPBP (16,20). Por lo tanto, el deterioro de la funcion de HLA-I
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en un tumor también puede surgir como consecuencia de altera-
ciones en cualquiera de estas otras proteinas que afectan a la pro-
duccion, ensamblaje o transporte a la superficie celular del complejo.
En este sentido, la presencia de mutaciones inactivadoras en algunas
de las moléculas involucradas en estos procesos (por ejemplo, CALR,
PDIA3 o TAP1) se han detectado en cdncer de pulmén, aunque
con una frecuencia muy baja (13,20).

3.2. Alteraciones genéticas que afectan la respuesta a
interferon gamma (IFNy)

EI IFNy es una citoquina soluble producida predominan-

temente por el linfocito Ty las células natural killer en respuesta a
una variedad de estimulos inflamatorios o inmunitarios (20-23).
El IFNy se une a su receptor afin, que estd compuesto por dos su-
bunidades: IFNGR1 e IFNGR2, promoviendo el reclutamiento y
activacion de las enzimas Janus kinasas (JAKT y JAK2) las cua-
les a su vez fosforilan al transductor de sefial y activador de la trans-
cripcion 1 (STATT) molécula que, una vez fosforilada y activada, se
transloca al nicleo donde se une a elementos promotores especificos
y modula transcripcion de genes relacionados con la respuesta in-
mune, incluyendo PD-L1 (21-22). La sefializacion de IFNy afecta
el desarrollo tumoral porque inhibe directamente el crecimiento de
células tumorales y promueve la apoptosis (22-23). Algunos estu-
dios han mostrado la presencia de alteraciones genéticas en
IFNGR1/2 o JAK1/2, las cuales convierten a las células tumorales
en refractarias a IFNy (24—27). La informacion acerca de anorma-
lidades en sedalizacion del IFNy en el cdncer se ha acumulado
desde estos primeros estudios, y su importancia es cada vez mds
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reconocida, especialmente desde el advenimiento de la inmunote-
rapia. En el melanoma, mutaciones inactivadoras en moléculas que
regulan la respuesta a IFNy (p. j., JAK1, JAK2 e IFNGR1) han sido
identificadas y se ha comprobado que estdn asociados con la resis-
tencia a fratamiento con ICl (25-26). Pacientes con melanoma cuyos
tumores portaban pérdidas de nimero de copias en genes rela-
cionados con la respuesta a IFNy mostraron una peor respuesta al
tratamiento con el anticuerpo anti-CTLA4, ipilimumab (26). En cdn-
cer de pulmon, la investigacion a este respecto es todavia muy
limitada, aunque recientemente se publico la presencia de muta-
ciones de pérdida de funcion de JAK1, JAK2 y IFNGR1 en este tipo
de cdncer (27). Estas las mutaciones afectaron al 5-10% de los tu-
mores, confirmdndose una frecuencia similar en las bases de datos
como, por ejemplo, el TCGA. En este trabajo también se demostrd
que las células que contenian mutaciones inactivadoras de JAK2
eran refractarias al tratamiento con IFNy y que dichas mutaciones
podian co-existir con mutaciones en ofros oncogenes o genes su-
presores tumorales comunes en cdncer de pulmon, tales como como
KRAS y STK11, pero no con la inactivacion de genes implicados en
el reconocimiento inmunoldgico (B2M, HLA-A, PDIA3 y TAP1) (27).
Un resumen de las alteraciones genéticas en estas vias en cdncer
de pulmon el cdncer se proporciona en la Fig. 1. Para que la res-
puesta inmune sea completa es necesario que la célula tumoral ge-
nere una respuesta a la estimulacion con IFNy. Asi pues, la presencia
de una firma genética con niveles altos de transcritos relacionados
con la respuesta a esta citoquina estd emergiendo como un bio-
marcador predictivo positivo para el tratamiento con ICl, con impli-
caciones prondsticas (28).
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Figura 1. Representacion esquemdtica de las distintas moléculas que intervienen en la presentacién del antigeno y el inmunoreconocimiento (panel superior arriba) y en la
respuesta a IFN7 (panel inferior). Ag, antigeno. El c6digo de colores para las proteinas indica aquellas en las que se han identificado mutaciones inactivadoras bialélicas en
el cdncer alguna vez (naranja) o nunca (gris). La frecuencia de inactivacion de estas mutaciones en cdncer de pulmén, segin la base de datos TCGA, también se indica.
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3.3. Otras alteraciones genéticas que afectan a la res-
puesta inmune anti-tumoral

Como se menciond anteriormente, niveles elevados de
PD-L1 han sido descritos en distintos tipos de cdncer. Es intere-
sante destacar que tanto JAK2, como (D274 (gen que codifica
para PD-L1) y PDCD1LG2 (gen que codifica para PDL2) estdn todos
situados en la misma region cromosomica (9p23- p24.2), region
que puede estar amplificada en el cdncer, asociado con elevados ni-
veles de PD-L1y de infiltracion de CTLy con tasas altas de respuesta
a antiPD1/anti- PD-L1(29-30). En el CPCNP, la amplificacion de
(D274 ocurre en aproximadamente un 6% de los tumores (30).
Ademds, en muchos tipos de cdncer se ha observado una dis-
rupcion de la region 3’-UTR del gen (D274 asociado a niveles
muy elevados de PD-L1 (31). En conjunto, estas observaciones
sugieren que la activacion genomica de (D274, por varios meca-
nismos que desencadenan su regulacion positiva, podria facilitar
la evasion inmunoldgica en distintos tipos de cdncer, incluyendo el
cdncer de pulmon, promoviendo que tales tumores sean particular-
mente sensibles al fratamiento con ICI.

Otro factor importante que se ha asociado a una mayor
inmunogenicidad y mejor respuesta a ICls, es el nimero total de
mutaciones somdticas, adquiridas por las células durante el
desarrollo del tumor. Una mayor frecuencia de mutaciones en
genes codificantes se ha asociado a una mayor carga de neoan-
tigenos. Esto aumenta las posibilidades de que un antigeno capaz
de estimular una reaccion inmune se exprese en la superficie de la
célula tumoral y pueda ser reconocido por el sistema inmunitario
(32). Para expresar de forma cuantitativa la frecuencia mutacio-
nal en fumores en este contexto, se ha acuiiado el término carga
mutacional tumoral (7MB, del inglés Tumor Mutational Burden).
Este valor se refiere al nimero total de mutaciones somdticas y no
sinonimas que contiene un fumor, normalmente determinado
mediante el uso de tecnologias de secuenciacion de alto rendi-
miento. Los tipos de cdncer con una TMB alta incluyen carcinomas
de pulmon, melanomas, carcinomas uroteliales y cdnceres colo-
rrectales con inestabilidad de microsatélites (33, 34). En el caso
del cdncer de pulmon, la TMB elevada se asocia al hdbito de
fumar, dado que los carcindgenos asociados al tabaco generan
alteraciones en el DNA y, por lo tanto, un elevado ndmero de mu-
taciones y alteraciones cromosomicas (35). La proteina APOBEC
(ARNm de apolipoproteina B enzima de edicion similar a un poli-
péptido catalitico) ayuda a proteger de las infecciones virales. En
el cdncer la desregulacion de esta proteina se ha asociado a eleva-
das tasas de mutaciones y, por lo tanto, con un indice de TMB ele-
vado (36, 37). Varios estudios han asociado el TMB alto con una
mayor respuesta a fratamientos con ICl, independientemente de los
niveles de PD-L1 (34, 38-39).

3.4. Efectos de las alteraciones en oncogenes y genes
supresores tumorales en la inmunotolerancia
Las anormalidades en algunos de los denominados
genes del cdncer, tanto oncogenes como genes supresores de tu-
mores, que codifican para proteinas involucradas en las vias cano-
nicas que promueven el crecimiento tumoral también se han
asociado a inmunotolerancia. A continuacion, se resumen algunos
de los datos obtenidos hasta la fecha a este respecto.

3.4.1. Hectos de la inactivacion de STK11 y de los
genes del complejo remodelador de cromatina
SWI/SNF
Casi el 30% de los adenocarcinomas de pulmon alber-
gan mutaciones somdticas deletéreas en STK11 (40). Estas muta-
ciones predominan en los tumores de individuos fumadores y, a
menudo, coexisten con mutaciones ofros genes como TP53 o KRAS,
que son esenciales para el desarrollo del cancer (41, 41). El gen
STK11 codifica para una proteina con actividad serina-treonina qui-
nasa que tiene varios sustratos y funciones. De entre los sustratos
mejor estudiados es la quinasa dependiente de AMP, AMPK, que
participa en el control del metabolismo energético (42). STK11
también se ha asociado con la respuesta inmune. En modelos de
raton, la inactivacion de Stk11 se ha asociado con la acumulacion
de neutrofilos con efectos supresor de células T, en el microambiente
inmunitario tumoral, junto con cambios en los niveles de ciertas ci-
toquinas, por ejemplo, aumento de Cxcl7, Cxdl3, Cxdl5, Csf3, GCsfll33
y IL1ay una disminucion de Cd5 y Cxcl12 (43). Ademds, los neu-
trofilos asociados a los tumores de estos ratones demostraron pro-
ducir niveles elevados de citoquinas asociadas al desarrollo tumoral,
incluyendo IL6, en comparacion con los neutrdfilos de pulmones
normales, y niveles mds altos de fosfo-Stat3 (pStat3), de acverdo
con el papel de IL6 en la mediacion de la activacion de Stat3. Estas
observaciones apoyan hallazgos previos en los cuales tumores de
pulmon inducidos por carcindgenos de ratones que carecen Stat3
tiene un aumento en la produccion de quimioquinas proinflama-
torias y una disminucion en la expresion de moléculas del com-
plejo MHC clase 1 (44). Ademds, las células de CPCNP humano en
las que STAT3 ha sido silenciado muestran las mismas caracteristicas
(44). De acuerdo con estas observaciones, el tratamiento con anti-
PD1 en los modelos murinos con tumores deficientes en Stk11,
resultd ineficaz mientras que el tratamiento con un anticuerpo neu-
tralizante de IL6 o un anticuerpo que elimina los neutrdfilos pro-
dujo beneficios terapéuticos (43). La inactivacion de STK11 también
se correlaciond con una inmunofincion negativa de PD-L1y con una
peor respuesta a ICL.. En concreto, se observ que los pacientes con
CPCNP cuyos tumores portaban alteraciones concurrentes en KRAS
y STK11 respondieron peor a ICI que los pacientes cuyos tumores
Medicina de precision en inmunoterapia y cancer de pulmon
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solo portaban las mutaciones en KRAS (45-46). De acuerdo con
estas observaciones, se reportd una asociacion significativa entre
la presencia de mutaciones inactivadoras en STK11 con una tin-
(ion negativa o baja de PD-LT y con niveles bajos de infiltracion
de CTL, en una cohorte de pacientes con CPNM sin tratamiento
previo (27). Utilizando lineas celulares de cdncer de pulmon de-
ficientes para STK11, se restituy la expresion de STK11 sin obser-
var cambios en los niveles de PD-L1 ni en moléculas
involucradas en la presentacion antigénica (complejo HLA-I), in-
dependientemente del estado de KRAS. Mds recientemente, se ha
demostrado que STK11 mejora la expresion de la proteina STING
(STimulator of INferferon Genes) que media la produccion de in-
terferdn tipo | (47). En conjunto, estas observaciones apoyan el
papel de STK11 en la induccion de un entorno inmunosupresor.

Por otra parte, las mutaciones inactivadoras en distintos
miembros del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF son
comunes en muchos tipos de cdncer. De entre los componentes ge-
néticamente alterados mds conocidos estdn SMARCB1, asociados a
tumores rabdoides infantiles y SMARCA4. Ambos genes supreso-
res estdn inactivados también en CPCNP (48).

Recientemente, en un estudio utilizando la tecnologia
de edicion genética CRISPR/CAS9, se encontrd que la eliminacion
de SMARCA4 y de otros miembros del complejo sensibilizaba a las
células a ser eliminadas por las células T (49), lo que implica que
la presencia de mutaciones en diferentes miembros del complejo
SWI/SNF puede potenciar la respuesta inmunoldgica.

3.4.2. Efectos de la activacion genética de receptores
de factores de crecimiento: el caso de MET

Las alteraciones genéticas que conducen a la activacion

de cierfos receptores de factores de crecimiento con actividad de ti-
rosina quinasa son comunes en determinados fipos de cdncer de
pulmon. Algunas de estas alteraciones se han relacionado con la ex-
presion constitutiva de PD-L1y con una respuesta pobre a ICls
(27, 50). Tal es el caso de las mutaciones de los genes que co-
difican para los receptores EGFR, RET y ALK, entre otros, las cuales
predominan en adenocarcinomas de pulmon de individuos no fu-
madores, por lo que los tumores estdn caracterizados por tener un
bajo TMB. Esto puede ayudar a explicar su baja capacidad de res-
puesta a las ICl a pesar de tener altos niveles de PD-L1. No obstante,
los datos no son del todo concluyentes ya que los pacientes con
cdncer de pulmon cuyos tumores tienen activacion genética de
EGFR o ALK fueron excluidos de la mayoria de los ensayos dinicos
de fase 1I/11l con ICls o tuvieron que ser tratados previamente
con inhibidores tirosina quinasa especificos (TKI, del inglés tyrosine
kinase inhibitor) como criterios de inclusion. Por otra parte, la pro-
teina MET es el receptor del factor de crecimiento de hepatocitos
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(HGF) que activa moltiples vias de sefializacion, incluyendo angio-
génesis y proliferacion celular (67). El oncogén MET se activa me-
diante mutaciones (METex14) o por amplificacion génica. Estas
alteraciones se detectan en el 3-4% de los CPCNP (51) y, a diferen-
cia de otros receptores, las mutaciones no se detectan exclusivamente
en tumores de individuos no fumadores. La activacion aberrante de
MET en cdncer de pulmon induce la expresion de moléculas que
regulan negativamente la respuesta inmune (p.e. PD-L1, PDL-2 y
SOCST) y de factores de angiogénesis y vasculogénesis (p.e.
VEGFA y NRP1), que son esenciales para establecer inmunosupre-
sion (27). A pesar de los niveles altos de PD-L1 en células tumo-
rales con activacion de MET, los pacientes de CPCNP con estas
alteraciones no presentaban un claro beneficio a ICl, mostrando
tasas de respuesta inferiores a las esperadas (52).

3.4.3. Efectos de otras vias relacionadas con el cancer
Ademds de lo anteriormente mencionado, anormalidades
en ofras vias moleculares relacionadas con el desarrollo tumoral
se han asociado con un microambiente intratumoral inmunosupre-
sor. Por ejemplo, la inactivacion genética de PTEN, un regulador
negativo de la via de sefializacion PI3K-AKT, se ha asociado con
una expresion constitutiva de PD-L1 y con otras caracteristicas in-
munosupresoras, efecto que se incrementa cuando ésta existe si-
multdneamente con la inactivacion del gen supresor tumoral KEAP1
(53-54). Asimismo, se ha observado que la activacion de la se-
fializacion por Wntl induce inmunotolerancia asociada a una
menor abundancia de células T y al silenciamiento transcripcio-
nal de las quimioquinas CC/CXC en células dendriticas (55). Otro
importante elemento inmunosupresor es TIM-3, también conocido
como HAVCR2. Se ha demostrado que TIM-3 actia como un regu-
lador negativo de la respuesta inmune anti-tumoral al estimular
la deplecion de células T. El bloqueo de la actividad de TIM-3 indujo
una mejora en la inmunidad del huésped contra el cdncer y au-
ment6 la produccion de interferon-gamma (IFNy) en las células
T. La expresion de TIM-3 se ha detectado en diferentes tipos de cdn-
cer incluido el CPCNP. Un nimero creciente de estudios preclinicos
muestran que el bloqueo de la actividad de TIM3 podria consti-
tuir un nuevo tratamiento de inmunoterapia en enfermos con
cdncer (56).

3.5. El papel de la regulacion epigenética en la inmu-
notolerancia y en la respuesta a ICls

Nuestra comprension del papel de anomalias epigené-

ticas durante el desarrollo del cdncer ha aumentado considera-

blemente en las Gltimas dos décadas. Derivado de este

incremento en nuestro conocimiento se ha constatado que cambios

en la metilacion del ADN o en las modificaciones de las marcas de
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histonas también influyen en la respuesta del sistema inmune du-
rante el desarrollo tumoral y en la respuesta a las ICI. En un
estudio reciente utilizando un andlisis masivo de todo el genoma,
mediante microarrays de metilacion que induye cerca de 850.000
(pG, se identificd un perfil especifico de sitios CpG metilados, la lla-
mada firma EPIMMUNE capaces de predecir una respuesta favora-
ble a terapia antiPD-1 en pacientes con CPCNP (57). Ademds, en
algunos tumores se ha observado represion transcripcional por mo-
dificaciones epigenéticas en genes involucrados en los procesos de
inmunidad innata y adaptativa. Estas alteraciones son reversibles
mediante la utilizacion de agentes demetilantes del DNA, como la
5-azacitidina, o inhibidores de histona desacetilasas (HDAC), como
el entinostat o el ricolinostat (58). Este dltimo HDAC promueve
cambios asociados con una mayor activacion de las células Ty
de células presentadoras de antigenos en pacientes con CPCNP
(59). De la misma manera, la inhibicion del represor transcripcional
EZH2 incrementaba la expresion de un subconjunto de genes proin-
munogénicos, lo que convierte a EZH2 en una diana terapéutica
potencial para su uso en combinacion con ICl (60). Finalmente, la
des-represion transcripcional de retrovirus endogenos (ERV) se aso-
(i6 con una elevada abundancia de ARN de doble cadena, que
promueve el incremento en la expresion de genes relacionados
con la respuesta inmune, tales como los del complejo HLA-I, al
mismo tiempo que se promueve la represion transcripcional de

EZH2 (61-62). Estos resultados sugieren que fdrmacos que promue-
van la des-represion de ERVs pueden tener un papel importante
para potenciar la respuesta a terapias basadas en ICl. La figura 2
resume todas las alteraciones genéticas y epigenéticas en las células
tumorales que pueden influir en la respuesta inmune del huésped
en CPCNP

4. INHIBIDORES DEL PUNTO DE CONTROL INMUNITARIO EN
EL TRATAMIENTO DEL CANCER DE PULMON DE CELULAS NO
PEQUENAS: ESTADO ACTUAL

Las opciones terapéuticas para CPCNP han mejorado dra-
madticamente en los Gltimos afios. De forma similar al desarrollo
de inhibidores de la tirosina quinasa (TKI) (6, 63), el advenimiento
de los tratamientos con ICl ha dado lugar a respuestas clinicas, en
algunos casos impresionantes y duraderas, con implicaciones pro-
ndsticas, incrementando la supervivencia global a 5 afios. El éxito
clinico con la primera generacion de ICls, que consisten en anticuer-
pos monoclonales cuya diana es CTLA-4 o la interaccion PD-1/PD-
L1, fue demostrado en ensayos clinicos prospectivos en varios fipos
de cdncer (63-65). En la figura 3 se muestra una representacion
esquemdtica del funcionamiento de los ICls que tienen como diana
PD-1/PD-L1y se indican aquellos que son habitualmente utilizados
en la prdctica clinica.

Figura 2. Resumen actual de las alteraciones genéticas que pueden afectar la capacidad del huésped de inducir una respuesta inmune antitumoral

Medicina de precision en inmunoterapia y cancer de pulmon
Montse Sanchez Céspedes



Nivolumab y pembrolizumab fueron los primeros anti-
cuerpos antiPD-1 que mostraron beneficio dlinico en pacientes con
CPCNP avanzado, después de progresar a quimioterapia de pri-
mera linea basada en platino. Por ofra parte, el atezolizumab fue
el primer antiPD-L1 en obtener aprobacion para la misma indica-
cion clinica, lo que generd el desarrollo de numerosos ensayos con
ICl en tratamientos de primera linea (66-68). Asi pues, en el ensayo
KEYNOTE 024, pacientes con CPCNP metastdsico con elevados ni-
veles de proteina PD-L1, determinados mediante inmunohistoqui-
mica, fueron aleatorizados para recibir bien pembrolizumab o bien
el doblete estandar de platino (69). Los resultados mos-
traron una mayor eficacia del pembrolizumab para todos los
pardmetros examinados, incluyendo la supervivencia global, indi-
cando la superioridad de este tratamiento con respecto al trata-
miento habitual. Estos datos promovieron su aprobacion por los
organismos reguladores de Estados Unidos (Administracion de Ali-
mentos y Medicamentos-FDA) y por la Agencia Europea del Medi-
camento (EMA) para su administracion como agente Gnico para el
tratamiento de primera linea de pacientes con CPCNP cuyos tumores
tuvieran altos niveles de PD-L1 (=50% de células tumorales po-
sitivas). Sin embargo, en el ensayo clinico CHECKMATE 026 no se
encontrd beneficio en la supervivencia global cuando se trataron
pacientes con CPCNP y niveles moderadamente positivos de PD-
L1 (=5% de células tumorales positivas) con nivolumab en
primera linea, al compararse con pacientes que recibieron el tra-
tamiento estdndar, lo que sugeria que el anti-PD1 en monoterapia
y en primera linea solo representa un beneficio en pacientes cuyos
tumores expresan PD-L1- alto (70). Por otro lado, los estudios
KEYNOTE 189 y 407 demostraron que, para los CPCNP en esta-
dios avanzados, el tratamiento con pembrolizumab en primera
linea, en combinacion con platino, mejora la supervivencia global,
independientemente de los niveles de PD-L1 en el tumor (71-72).
Esta combinacion recibid la aprobacion de la FDA. Finalmente, el
estudio de fase IIl PACIFIC, pacientes con CPCNP en estadio Il
irresecable y sin progresion de la enfermedad después de dos
ciclos de tratamiento basado en platino y radioterapia, fueron
aleatorizados en una proporcion de 2:1 para recibir durvalumab
0 placebo. El ensayo mostrd un claro beneficio del durvalumab,
que mejord tanto la supervivencia libre de progresion como la
supervivencia global. Estos resultados han sido validados en ensayos
clinicos posteriores y han servido para cambiar el tratamiento es-
tdndar en esta poblacion de pacientes (73). Otros anti-PD-L1 han
sido y estdn siendo testado como terapia de consolidacion en el
CPCNP de estadio Ill.

En el CPCNP en estadios resecables (IB-I11A) se ha com-
probado que el uso de ICI mds quimioterapia de forma neoadyu-
vante mejora la supervivencia libre de enfermedad, en comparacion
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con el tratamiento de quimioterapia estdndar, lo que llevé a la apro-
bacion de esta estrategia terapéutica por la FDA en marzo de 2022
(74). Por otra parte, dentro del enforno de tratamiento de adyuvan-
cia, el atezolizumab y el pembrolizumab, comparados frente a pla-
cebo después de la cirugia y quimioterapia adyuvante, mejoraron
significativamente la supervivencia libre de enfermedad (75-76).
Desde octubre de 2021, el atezolizumab adyuvante estd aprobado
por la FDA en pacientes con CPCNP en estadios I1-1lIA completamente
resecados con expresion de PD-L1>1% en células tumorales, mien-
tras que la EMA aprobd el atezolizumab adyuvante en junio de 2022,
pero solo para estadios II-1lA con expresion de PD-L1>50 %.

5. RETOS PENDIENTES DE LA INMUNOTERAPIA EN EL CAN-
CER DE PULMON

La experiencia acumulada de los farmacos dirigidos en el
cdncer de pulmon ha demostrado la importancia de los contextos
moleculares y genéticos para predecir respuestas favorables. Sin
embargo, el escenario con ICl es mucho mds complejo porque la
diana terapéutica en este caso, ya sea PD1 o PD-L1, no estd alterada
genéticamente en la célula tumoral, al menos en la mayoria de los
casos. En el cancer de pulmon, la tincion de PD-L1 es actualmente
el biomarcador ampliamente aceptado para predecir la respuesta
a un tratamiento antiPD1 o antiPD-L1. A pesar de esto, algunos as-
pectos deben ser tenidos en cuenta. En primer lugar, menos de la
mitad de los pacientes con tumores positivos para PD-L1 se benefi-
cian del tratamiento con ICl, mientras que algunos pacientes con fu-
mores PD-L1 negativos responden positivamente a estas terapias
(69). En segundo lugar, hay algunas limitaciones técnicas que con-
viene tener en cuenta a la hora de valorar las finciones de PD-L1,
porque los niveles de PD-L1 en las células tumorales son dindmicos
y estdn reguladas por la actividad de los linfocitos T infiltrantes (6).
Esto significa que la tincion de PD-L1 dentro de cada tumor puede
generar un patron heterogéneo que dificulta la estandarizacion de
la inmunotincion (9-77). Asi, por lo tanto, es necesario disefiar es-
tudios que puedan identificar marcadores predictivos y establecer
algoritmos que, al combinar perfiles genético-moleculares con in-
formacion clinica y patoldgica, ayuden a seleccionar pacientes que
responderdn al tratamiento con ICl. En los apartados anteriores se
ha descrito una serie de alteraciones genéticas y moleculares que,
al influir en la capacidad de respuesta del sistema inmune del hués-
ped, pueden también repercutir en la respuesta a ICls.

Ademds, es necesario abordar otro importante reto dlinico
relacionado con el tratamiento de la ICl, el fendmeno de hiperpro-
gresion, que se refiere al gran aumento de las tasas de crecimiento
tumoral y deterioro clinico observado en algunos pacientes
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Figura 3. En la parte superior de la imagen se muestra una representacion esquemdtica del reconocimiento de la célula tumoral por el linfocito T (izquierda).
En este proceso interviene fambién el complejo HLA-I. A la derecha se muestra el modo de accion de los anticuerpos monoclonales antiPD-1 (o antiPD-L1). En la parte
inferior de la figura se muestra una tabla con algunas de las caracteristicas de los anticuerpos anti-PD1 y antiPD-L1 mds comunes.

durante el tratamiento con ICl (78-79). A pesar de que infrecuente
(<10% de los casos), su gran influencia sobre la calidad de vida
y supervivencia del paciente exige que se dediquen esfuerzos a com-
prender sus implicaciones dinicas y causas moleculares.

En los Gltimos afios, la llegada de la era de la inmuno-
terapia ha traido consigo nuevas ideas e innovaciones en el trata-
miento del cdncer de pulmén de células pequeiias (CPCP). A
diferencia del CPCNP, el CPCP tiene un origen neuroendocrino. Este
tipo de cdncer exhibe un rdpido crecimiento y tiene una elevada
capacidad metdstasis, lo que le confiere altas tasas de morta-
lidad. EI CPCP representa alrededor del 10-15% de todos los casos
de cdncer de pulmon y, aproximadamente el 70% de los casos diag-
nosticados se encuentran en estadios avanzados (80). Durante va-
rias décadas hasta la actualidad, el etopésido combinado con el
platino ha sido la terapia estdndar de primera linea para el tra-
tamiento del CPCP. No obstante, la tasa de supervivencia a 5 afos
en este tipo de cdncer sigue siendo muy baja, de alrededor del 2
% con supervivencias globales d unos 10 meses (81). En los Gltimos
afos se han llevado a cabo algunos ensayos clinicos para determinar
el posible valor terapéuticos de los ICls en este tipo de cdncer. Los
resultados de los ensayos aleatorizados de fase Ill CASPIAN e IM-
power-133 indicaron que la combinacion de ICI con quimioterapia
basada en platino y etopdsido mejoraron la supervivencia global
de los pacientes con CPCP, habiéndose convertido en el nuevo tra-
tamiento estdndar de primera linea (82-83). Aunque los ICl mds
quimioterapia mejoran la supervivencia global de los pacientes con
CPCP, los beneficios observados hasta ahora no representan un gran
avance. Por ello, es necesario identificar biomarcadores predicti-

vos mds adecuados y explorar nuevos tratamientos. El uso de
mds de un ICl simultdneamente, de ICI combinado con otros far-
macos o los anticuerpos bi-especificos, representan nuevas estrate-

gias que pueden llegar a ser prometedoras para el tratamiento del
(PCP

6. CONCLUSIONES

El desarrollo de las terapias basadas en ICl ha aportado
enormes beneficios terapéuticos en el tratamiento del cdncer de
pulmon, por lo que estos compuestos se han incorporado rdpida-
mente en el arsenal terapéutico. Sin embargo, no todos los pa-
cientes responden a estos tratamientos y, de los que lo hacen, mds
de la mitad progresardn. Las razones que explican la falta de res-
puesta inicial o la progresion tumoral en estos pacientes no estdn
todavia del todo comprendidas. La compresion exhaustiva de las
alteraciones genéticas, tanto las intrinsecas del tumor como las
adquiridas durante el tratamiento, estdn proporcionando informa-
¢ion muy valiosa. En particular aquellas alteraciones que permiten
a los tumores evadir la respuesta inmunoldgica del huésped, como
aquellas en componentes de sistema de presentacion antigénica
y de respuesta a IFNy, merecen mds atencion. Las alteraciones
en genes de estas vias, junto con los niveles de PD-L1 y la defer-
minacion de TMB, deberian ser incorporados en ensayos dlinicos di-
sefados para medir la efectividad de los ICl en el tratamiento del
CPCNP. Otros oncogenes o genes supresores de tumores bien esta-
blecidos, como MET y STK11, asi como determinadas alteraciones
epigenéticas, también juegan un papel en la inmunotolerancia,
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aunque los mecanismos todavia no se conocen bien. En definitiva,
descifrar el conjunto completo de factores intrinsecos que permi-
ten a los tumores escapar de la vigilancia y accion del sistema in-
munitario del huésped sin duda tendrd implicaciones para la
seleccion de pacientes en los tratamientos con ICl. Ademds, las
investigaciones en esta direccion permitirdn idenfificar nuevas
dianas para el disefio de nuevas estrategias farmacologicas en el
tratamiento del cdncer.
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