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Resumen

Uno de los hitos mas importantes en el tratamiento del cancer ha sido el desarrollo de
inmunoterapias basadas en anticuerpos monoclonales para estimular la respuesta inmune
antitumoral bloqueando puntos de control inmunologicos (CTLA-4, PD-1 y PD-L1). Estos
tratamientos generan beneficios clinicos significativos en pacientes con algunos tipos
tumorales, prolongando su sobrevida y mostrando una respuesta duradera. Sin embargo, una
gran proporcion de pacientes presentan resistencia o respuestas de corta duracion. Por ello es
de gran importancia encontrar biomarcadores predictivos, pronosticos y de resistencia, con el
fin de lograr una respuesta eficaz por parte de los pacientes. Esta busqueda es posible a través
de las ciencias 6micas, estudio del conjunto de un gran niimero moléculas, utilizando como
herramienta fundamental a la bioinformatica. Esta ciencia es indispensable para estudiar,
entender, interpretar y analizar grandes volumenes de datos biomédicos. A partir de este
enfoque se realiz6 un meta-analisis para estudiar la asociacion entre las variables clinicas de
pacientes con diferentes tipos de cancer y su sobrevida global, libre de progresion y respuesta,
tratados con agentes inmunoterapéuticos, como anti CTLA-4, anti PD-1, anti PD-LI, o la
combinaciéon de éstos. Encontramos diferencias significativas en la sobrevida global de
pacientes con cancer colorrectal menores y mayores a 61 afios de edad tratados con anti PD-
1/PD-L1, y en la sobrevida libre de progresion de pacientes con melanoma menores y mayores
a 62 afios de edad tratados con anti PD-1+CTLA-4, donde los mayores a dichos puntos de corte
se benefician mas que los menores tratados con las terapias mencionadas. En ambos casos se
estudiaron los biomarcadores ya establecidos, tanto predictivos como prondsticos, tal como
TMB, estado de MSI, carga de neoantigenos, indice citolitico, infiltrado celular inmune, entre
otros, los cuales apoyaron y respaldaron las diferencias observadas en la sobrevida de esos
pacientes; ello se realizo tanto en las cohortes de descubrimiento como en las de validacion.
Ademaés, como era esperado debido al estadio de la enfermedad, hallamos diferencias
significativas en la sobrevida global de los pacientes con melanoma metastasico tratados con
agentes anti PD-1/PD-L1 o anti CTLA-4 dependiendo del sitio donde se encontraba la
metastasis, siendo los pacientes con metastasis hepatica los de peor sobrevida. Los pacientes
con metastasis pulmonar, comparado con los que tenian metastasis en ganglios linfaticos,
presentaron una peor sobrevida y mayor nimero de mutaciones especificas en el tumor primario

luego del tratamiento, difiriendo las mutaciones respecto del tipo de terapia aplicada (anti PD-
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1/PD-L1 o anti CTLA-4). Lo cual podria generar nuevas propuestas de tratamiento para ese
grupo de pacientes. Los resultados de este trabajo se basan en el uso de herramientas
bioinformaticas y biotecnologicas en el estudio de biomarcadores de respuesta a tratamientos
oncolégicos basados en la estimulacion del sistema inmune en diferentes tipos tumorales y dan
lugar a nuevas investigaciones para contribuir a la optimizacion de los recursos clinicos

existentes.
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Abstract

One of the most important and pioneering discoveries in cancer's treatment has been the
development of immunotherapies based on monoclonal antibodies to stimulate the antitumor
immune response by blocking immunological checkpoints (CTLA-4, PD-1 and PD-L1). These
treatments give rise to significant clinical benefits in patients with some tumor types, increasing
their survival and revealing a lasting response. Nevertheless, a large number of patients have
resistance or short duration responses. Due to this fact, it is important to find predictive,
prognostic and resistance biomarkers, in order to achieve an effective response from cancer
patients. Biomarkers search and discovery is possible through omics approach, meaning the
study of datasets composed by a large number of molecules, using bioinformatics as an
elementary tool. This science is essential to study, understand, elucidate and analyze large
volumes of biomedical data. Based on this approach, a meta-analysis was carried out to study
the association between cancer patients' clinical variables and their overall survival, progression
free survival and response, treated with immunotherapeutic agents, such as anti CTLA-4, anti
PD -1, anti PD-L1, or the combination of these. We found significant differences in the overall
survival of colorectal cancer patients younger and older than 61 years old treated with anti PD-
1/PD-L1, also in the progression free survival of melanoma patients younger and older than 62
years old treated with anti PD-1+CTLA-4, where those above the established age cut-off benefit
more than those below the cut-off treated with the mentioned therapies. In both cases, we
analyzed the already established predictive and prognostic biomarkers, such as TMB, MSI
status, neoantigen load, cytolytic score, immune cell infiltrate, among others, which supported
the differences observed in patients' survival; this analysis was done in the discovery and
validation cohorts. In addition, as we expected because of cancer stage, we found significant
differences in melanoma metastatic patients' overall survival depending on the metastatic site
treated with anti PD-1/PD-L1 or anti CTLA-4 agents, where patients with liver metastases had
the worst overall survival. Patients with lung metastases, compared to those with lymph nodes
metastases, had worse survival and a higher number of specific mutations in the primary tumor
after treatment, those mutations differ with respect to the applied immunotherapy (anti PD-
1/PD-L1 or anti CTLA-4). This could generate new treatment proposals for this group of
patients. These results are based on the use of bioinformatics and biotechnological tools with

the purpose of studying biomarkers of response to oncological treatments that stimulates the
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immune system in different tumor types, thus lead to new research that could contribute to the

optimization of existing clinical resources.
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1. Introduccion

1.1. Generalidades del cancer

Desde 1858, cuando Rudolf Virchow formuld la idea de que las células tumorales son
las propias células del cuerpo, se han propuesto varias hipotesis para explicar el origen de esas
células en el organismo y coémo desarrollan tal morfologia heterogenética, el aumento de la
proliferacion, la capacidad metastasica, y el comportamiento invasivo (Hanselmann y Welte,
2016). En un organismo maduro se conserva un equilibrio entre la renovacion y la muerte de
las células. Las células maduras tienen un tiempo vital determinado, conforme éstas mueren se
generan nuevas debido a la proliferacion y diferenciacion de células progenitoras. En
condiciones anormales, aparecen células que ya no estan sujetas a los mecanismos normales de
ese control de crecimiento, afectando asi el ciclo celular y logrando la proliferacion
descontrolada, produciendo de esa manera un tumor o neoplasia. El tumor que no es capaz de
crecer por tiempo indefinido y que no invade los tejidos circundantes sanos se denomina
benigno. El que prosigue su crecimiento y se vuelve invasor de forma progresiva se llama
maligno; el término cancer se refiere de manera especifica a un tumor maligno. Los tumores
crecen de forma incontrolada, y generalmente logran producir metastasis invadiendo los vasos
sanguineos o linfaticos, transportandose hacia otros tejidos en los que no dejan de proliferar
(Kuby et al., 2007). Ademas, las células malignas logran ignorar ciertas sefiales tal como las
involucradas en el proceso de muerte celular programada, conocido como apoptosis. Las células
malignas pueden influir en las células, moléculas y vasos sanguineos normales que rodean y
alimentan al tumor, area conocida como microambiente tumoral. Otra caracteristica a destacar
de las células tumorales es que también suelen evadir el sistema inmunolégico a través de

diferentes mecanismos.

El cancer es la segunda causa principal de mortalidad en todo el mundo. El tumor de
cada individuo tiene una combinacion unica de cambios genéticos. Los cambios genéticos que
contribuyen al cancer tienden a afectar tres tipos principales de genes: protooncogenes, genes
supresores de tumores y genes de reparacion del ADN. Los protooncogenes son responsables
de la division y el crecimiento celular en condiciones normales, pero si se convierten en
oncogenes durante la mutacion genética son responsables de la transformacion de una célula
normal en una maligna. La pérdida de funcion de los genes supresores de tumores, los cuales

se encuentran involucrados en el control del crecimiento y la division celular, desencadena la

Pégina 15 de 212



U DE s‘“%”% ANALISIS DEL IMPACTO EN LA SOBREVIDA GLOBAL Y LIBRE DE PROGRESION EN PACIENTES CON
A R
1/ DIFERENTES TIPOS TUMORALES TRATADOS CON INMUNOTERAPIAS. Alves da Quinta, Daniela Belén

division celular incontrolada. Los genes de reparacion del ADN participan, como su nombre lo
indica, en la reparacion del ADN dafiado. Las células con mutaciones en estos genes tienden a
desarrollar mutaciones adicionales en otros genes. Juntas, estas mutaciones pueden hacer que
las células normales se vuelvan malignas. A medida que la ciencia ha aprendido mas sobre los
cambios moleculares que conducen al cancer, se ha descubierto que hay mutaciones especificas

que ocurren comunmente en muchos tipos de cancer (Hassanpour y Dehghani et al., 2017).
1.1.1. Clasificaciones

Existe una gran cantidad de tipos de cancer, éstos generalmente reciben el nombre de
los 6rganos o tejidos donde se forman, como pulmén, mama, vejiga, higado, rifidon, entre otros,
es decir su ubicacion anatomica en el organismo. Pero existe otra forma de clasificacion que
depende del tipo de célula que lo forma, siendo ésta una manera mas especifica de clasificacion
para un determinado tumor. El tipo tumoral mas comun es el carcinoma, estos se encuentran
formados por células epiteliales, que son las células que recubren las superficies internas y
externas del cuerpo, estos pueden ser adenocarcinoma, carcinoma de células basales, carcinoma
de células escamosas, carcinoma de células de transicion. Los sarcomas se forman en huesos y
tejidos blandos, incluidos musculos, grasa, vasos sanguineos, vasos linfaticos y tejido fibroso
(como tendones y ligamentos). Los tipos de cancer que comienzan en el tejido que forma la
sangre de la médula dsea se denominan leucemias y no forman tumores solidos. El linfoma es
un cancer que comienza en los linfocitos (células T o células B), habiendo dos tipos principales,
linfoma de Hodgkin y el linfoma No-Hodgkin. El mieloma multiple es un cancer que comienza
en las células plasmaticas, otro tipo de célula perteneciente al sistema inmune, éstas se
acumulan en la médula 6sea y forman tumores en los huesos de todo el cuerpo. También existen
diferentes tipos de tumores cerebrales y de médula espinal los cuales se nombran segtn el tipo
de célula en la que se formaron y donde se formo por primera vez en el sistema nervioso central.
El melanoma es un cancer que comienza en los melanocitos, la mayoria de los melanomas se
forman en la piel, pero también se pueden formar en otros tejidos pigmentados, como el o0jo.
Este tipo tumoral se describe en mas detalle en la seccion 1.4.. Otros tipos tumorales pueden
comprender: los tumores de células germinales, tumores neuroendocrinos o tumores

carcinoides (National Cancer Institute, 2015).
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1.1.2. Estadificacion

El estadio se refiere a la extension del cancer, es decir el tamafio del tumor y si se ha
diseminado o no. Hay muchos sistemas de estadificacion, el mas utilizado es el sistema de
estadificacion TNM. La T se refiere al tamafio y extension del tumor primario, la N se refiere a
la cantidad de ganglios linfaticos cercanos que tienen cancer, y la M se refiere a si el cancer ha
hecho metastasis. El sistema TNM ayuda a describir el cancer con gran detalle, pero para
muchos tipos tumorales, las combinaciones TNM se agrupan en cinco etapas menos detalladas:
Estadio 0, hay células anormales, pero no se han diseminado al tejido cercano; Estadios I, Il y
I, el cancer esta presente y cuanto mayor sea el niimero, mas grande sera el tumor y mas se
habra diseminado a los tejidos cercanos, el Estadio III generalmente se asocia al arribo del
cancer a los ganglios linfaticos del organismo; Estadio IV, el cancer se ha diseminado a partes
distantes del cuerpo mas alla de los ganglios (National Cancer Institute, 2015). Los oncologos
utilizan la informacién que proporciona el estadio del cancer para planear el tratamiento y

predecir el prondstico del paciente.

1.2. Tratamientos para el cancer

Los tipos de tratamientos dependen del tipo de cancer y de lo avanzado que esté. Las
terapias estandar constan en la extraccion quirurgica del tumor, siempre y cuando sea posible,
la radioterapia o la quimioterapia. Siendo estas ultimas capaces de destruir a las células
tumorales con el fin de reducir el tumor, la diferencia entre ambas es que la primera utiliza altas
dosis de radiacion en la zona concreta del tumor mientras que en la segunda se administran
farmacos quimioterapéuticos al paciente. Cabe destacar que ambas terapias no son especificas,
es decir que no se dirigen directo hacia el tumor, sino que su mecanismo de accion también
logra alcanzar a las células normales. Gracias a los avances en el campo de la inmunologia,
biologia celular y molecular, y con el objetivo de superar la especificidad nula de las terapias
estandar se logro el desarrollo de las terapias dirigidas, las cuales son la base de la medicina de
precision. Este tipo de terapias se dirige a las proteinas que controlan el crecimiento, la division
y la diseminacion de las células tumorales. La mayoria de las terapias dirigidas son farmacos
de molécula pequena o anticuerpos monoclonales. Los farmacos de molécula pequefia son lo
suficientemente pequefios como para ingresar a las células facilmente, por lo que se utilizan
para dianas (generalmente llamados targets debido a su nombre en inglés) que se encuentran

dentro de las células. Los anticuerpos monoclonales, son proteinas producidas in vitro
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disefiadas para unirse a dianas especificas que se encuentran en las células tumorales. Existen
anticuerpos monoclonales que marcan las células cancerosas o bloquean receptores que
funcionan como puntos de control para que el sistema inmunologico las detecte y las destruya
de manera mas eficaz. Otros detienen directamente el crecimiento de las células tumorales o
hacen que se autodestruyan, y algunos transportan toxinas a las células tumorales (Falzone et

al., 2018) (Fig. 1).
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TERAPIAS DIRIGIDAS

Medicamentos de molécula pequefia
y anticuerpos monoclonales dirigidos
a tumoresy alteraciones moleculares

Marie y Pierre Curie
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el uso de Rayos X para

1890 tratar tumores 1940 especificas 2010
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cauterizacién de tumores como antitumorales para el Uso de anticuerpos monoclonales

tratamiento hematoldgico capaces de estimular al sistema
y tumores sélidos inmune contra el cancer

unica opcion terapéutica

Figura 1: Cronologia de los puntos de inflexion respecto de los tratamientos en la oncologia
moderna. Luego del desarrollo de la radioterapia a principios del 1900, la oncologia moderna
comenzo con el descubrimiento de los primeros farmacos quimioterapéuticos alrededor de
1940. Posteriormente, se produjo un gran avance en el campo de la oncologia médica con el
desarrollo de la terapia dirigida en 1980, que determino una mejora en la eficacia de los
tratamientos contra el cancer. La ultima innovacion tuvo lugar en 2010 con la introduccion de
inhibidores de puntos de control inmunologicos para el tratamiento de tumores avanzados y

metastasicos. Adaptado de Falzone et al., 2018.

Con el fin de determinar si el paciente es apto para recibir la terapia, es necesario analizar
el tumor para saber si contiene dianas para los medicamentos disponibles y aprobados. Para que
se analicen las dianas del tumor, es necesaria una biopsia. Existen algunos riesgos al realizarse
una biopsia solida, que varian segun el tamafio del tumor y su ubicacion. Es por ello que en la
actualidad se esta tratando de implementar el uso de biopsias liquidas en la clinica debido a la
baja invasion que tiene en el paciente respecto de la biopsia solida. La principal ventaja de un

abordaje de biopsia liquida radica en la posibilidad de capturar la heterogeneidad tumoral en su
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conjunto (todos los subclones tumorales liberan CTC - células tumorales circulantes - y ctDNA
- ADN tumoral circulante - en el torrente sanguineo) a través de la evolucion del tumor, ya que
no son en absoluto invasivas para los pacientes. La combinacion de este enfoque, junto con el
estudio de las 6micas relacionadas, ha dado lugar a resultados prometedores en el mundo de la

oncologia. (Amelio et al., 2020).

Se han aprobado una gran variedad terapias dirigidas diferentes para su uso en el
tratamiento del cancer. Estas terapias incluyen terapias hormonales, inhibidores de la
transduccion de sefiales, moduladores de la expresion génica, inductores de apoptosis,
inhibidores de la angiogénesis e inmunoterapias. Aunque las terapias dirigidas son beneficiosas,
tienen algunos inconvenientes, como por ejemplo que las células tumorales puedan volverse
resistentes a la terapia dirigida, o que los farmacos para algunas dianas sean dificiles de
desarrollar ya que se debe conocer con exactitud la estructura de la diana y su funcion en la
célula. La resistencia puede ocurrir de dos maneras, la diana a la cual estaba dirigida la terapia
cambia a través de mutacion/es, de modo que la terapia dirigida ya no interactia bien con la
misma, y/o el tumor encuentra una nueva via para lograr el crecimiento tumoral que no depende

de la diana.

1.2.1. Inmunoterapias

1.2.1.1.  Tipos de inmunoterapias

En condiciones normales, el sistema inmunolégico defiende al organismo de agentes
extrafos, ya sean biologicos o fisico-quimicos, detecta y destruye las células que no poseen un
comportamiento normal, y previene o frena el crecimiento de muchos tumores. En este ltimo
caso, las células inmunes suelen encontrarse dentro y alrededor de los mismos, y reciben el
nombre de células inmunes infiltrantes del tumor. Dentro de este grupo de células se encuentran
los linfocitos infiltrantes de tumores o TIL (por su nombre en inglés tumor-infiltrating
lymphocytes), y actian como marcador de que el sistema inmunologico esta respondiendo al
tumor. Sin embargo, las células tumorales desarrollan mecanismos para evitar la destruccion
por parte del sistema inmunolédgico. Estos mecanismos de evasion liderados por el tumor
pueden ser: cambios genéticos que los hacen menos detectables para el sistema inmunologico,
proteinas en su superficie que inhiben a las células inmunes, y/o sefales liberadas hacia las

células inmunes con el fin de obtener un fenotipo inmunosupresor. Por lo tanto, el fin de la
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inmunoterapia es potenciar al sistema inmunolégico para que actiie de manera eficiente contra

el cancer removiendo o disminuyendo estas barreras que el tumor desarrolla para defenderse.

Se utilizan varios tipos de inmunoterapias para tratar el cancer. La terapia de
transferencia de células T es un tipo de inmunoterapia, hay dos tipos principales que la
conforman, la terapia de linfocitos infiltrantes de tumores y la terapia de células T con receptor
de antigeno quimérico (CAR). Ambos implican recolectar las células inmunes del paciente,
crecer una gran cantidad de estas células in vitro y luego devolver las células al paciente por
via intravenosa. Otro tipo de inmunoterapia son las vacunas de tratamiento que pueden ayudar
al sistema inmunoldgico a aprender a reconocer y reaccionar contra antigenos especificos de un
tumor, conocidos como antigenos asociados a tumores, que no se encuentran en las células
normales y de esa manera destruir las células tumorales que si los contienen. Los
inmunomoduladores también se encuentran en esta categoria de inmunoterapias, estos agentes
incluyen citoquinas (como interferones o interleuquinas) que son proteinas producidas por
células inmunes que desempefian funciones importantes en las respuestas inmunitarias logrando
activar ciertos tipos de células inmunes. Por ultimo, se encuentran los anticuerpos monoclonales
que pueden cumplir diferentes funciones: marcan las células tumorales para que el sistema
inmunologico las reconozca y las destruya de manera eficaz, como por ejemplo el Rituximab
(Rituxan®), indicado para pacientes con cé¢lulas B malignas, donde el anticuerpo se une a CD20
en las células tumorales, lo que hace que el sistema inmunoldégico las destruya; algunos
anticuerpos monoclonales ayudan a que el sistema inmunolégico actie contra el tumor logrando
un acercamiento de ambos tipos celulares, como el Blinatumomab (Blincyto®), que se une
tanto a CD19 (proteina que se encuentra en la superficie de las células leucémicas) como a CD3
(proteina en la superficie de las células T), por lo tanto este proceso ayuda a que las células T
se acerquen lo suficiente a las células leucémicas para reconocerlas y destruirlas; otros
anticuerpos monoclonales funcionan como inhibidores de los puntos de control
inmunologico (ICI por su nombre en inglés immune checkpoint inhibitors) los cuales se

describen a continuacion (Ventola et al., 2017).
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1.2.1.2.  Inhibidores de puntos de control inmunologico
1.2.1.2.1. Fundamentos y mecanismo de accion

Los ICI bloquean los puntos de control inmunitarios. En condiciones normales, estos
puntos de control evitan que las respuestas inmunitarias sean demasiado fuertes o mismo,
cuando el sistema inmunologico finalizd su respuesta, estas moléculas cumplen el rol de
disminuirla con el fin de evitar una respuesta exacerbada. Al bloquear estos puntos de control,
la terapia permite que las células inmunitarias respondan al cdncer y no se encuentre inhibida

su respuesta.

Los puntos de control inmunologico se activan cuando las proteinas en la superficie de
las células inmunitarias, células T, reconocen y se unen a sus ligandos en otras células, como
sucede en algunas células tumorales. Cuando el punto de control y su ligando se unen, envian
una sefial que inhibe la actividad efectora de las células T. Esto, como se menciond, puede
evitar una respuesta antitumoral efectiva imposibilitando la destruccion del tumor o el control
de su crecimiento. Existe un tinico farmaco aprobado por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (U.S. Food and Drug Administration, FDA) desde el
2011 que actta contra una proteina de punto de control CTLA-4 (antigeno 4 del linfocito T
citotoxico) que recibe el nombre de Ipilimumab (anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4 [gG1-k
humano); otro farmaco contra CTLA-4 que todavia no ha sido aprobado, pero se encuentra en
investigacion es Tremelimumab. La proteina CTLA-4 (CD152) corresponde a la familia
B7/CD28 (cluster de diferenciacion 28) y media la inmunosupresion al disminuir
indirectamente la sefalizacion a través del receptor coestimulador CD28. Como tiene mayor
afinidad por B7-1/CD80 y B7-2/CD86, supera a CD28, lo que conduce a una reduccion en la
liberacion de citoquinas efectoras como IL-12 (interleuquina 12) y enzimas citotoxicas como
Perforina (PRF) y Granzima B. Esta proteina, CTLA-4, también media en la trasendocitosis de
CD80 y CD86 de las células presentadoras de antigeno y, por tanto, reduce su disponibilidad
para CD28. Por lo tanto, esto da como resultado una disminucion de las respuestas inmunes a
los antigenos débiles, como los antigenos propios y tumorales (Vaddepally et al., 2020; Kuby

et al., 2007) (ver Tabla I).
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CTLA-4 PD-1

Ligandos CD80y CD86 PD-L1y PD-L2

Expresion del punto de | Perfil de expresion limitado en células T ndive luego

L ) . Perfil de expresién amplio en células B, Ty NK
control de activacion, y células T regulatorias FoxP3+

Perfil de expresion limitado en células Ty APCs en Perfil de expresidn amplio (particularmente PD-L1)

Expresion de sus drganos linfaticos, y en algunas de estas células en en células B, T, dendriticas, macréfagos en tejidos
ligandos tejidos perifericos. No se expresan en células periféricos, y en el TME por células tumorales y
tumorales estromales

Se expresa en endosomas y la activacién del TCR | La activacién tanto del TCR como del BCR incrementa

Estimulo para expresion R ., - L
incrementa la expresion de CTLA-4 en superficie la activacion de PD-1

Sefiales via SHP-2 para inhibir PI3K. Sefiales via PP2A

Sefializacion rio abajo s
para inhibir AKT

Sefiales via SHP-2 para inhibir ZAP-70 y PI3K

Actua principalmente en los tejidos periféricos para
el mantenimiento a largo plazo de la tolerancia
periférica.

Funcionesen la Actua principalmente en érganos linfoides
modulacién inmune | secundarios para la induccién de tolerancia periférica

Modulaciénde la
respuesta de células T
con ICI

Incremento de células T CD4 efectoras, y reduccion

j . Incremento de células T CD8 activadas
de células T regulatorias FoxP3+

Tabla I: Comparaciones de las vias inmunolégicas y de sefializacion de PD-1 y CTLA-4.
APC: células presentadoras de antigeno,; TCR: receptor de células T; BCR: receptor de células
B; TME: microambiente tumoral; SHP-2: fosfatasa Src region-2 homologa que contiene
proteina tirosina fosfatasa; PP2A: proteina fosfatasa 2; AKT: también conocida como proteina
quinasa B (PKB),; PI3K: fosfoinositol 3-quinasa; ZAP-70: proteina quinasa 70 asociada a la
cadena zeta, se expresa normalmente en la membrana de los linfocitos (células T, NK y un
subconjunto de células B), es mas conocido por ser parte del TCR. Las siglas corresponden a

los nombres provenientes del inglés. Adaptado de Willsmore et al., 2021

Otros inhibidores del punto de control inmunolégico acttian contra una proteina de
punto de control llamada PD-1 (proteina de muerte celular programada 1) o sus proteinas
asociadas PD-L1/PD-L2 (ligandos de PD-1), ya que algunos tumores reducen la respuesta de
las células T al expresar niveles altos de PD-L1/ PD-L2. PD-1 es una proteina transmembrana
inhibidora expresada en células T, células B, células asesinas naturales (NK por su nombre en
inglés natural killers) y células supresoras derivadas de mieloides (MDSC por su nombre en
inglés myeloid-derived suppressor cells). PD-L1, también conocido como B7-H1, se expresa
en la superficie de multiples tipos de tejidos, incluidas muchas células tumorales y células
hematopoyéticas. La interaccion PD-1/PD-L1 conduce directamente a varios mecanismos

como la inhibicion de la apoptosis de las células tumorales, el agotamiento de las células T
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efectoras periféricas (denominadas células T exhaustas) y la conversion de las células T
efectoras en células T reguladoras (células T-reg). Como tal, el bloqueo de la via PD-1 puede
mejorar la actividad antitumoral de las células T y, por lo tanto, el control inmunoldgico y la
destruccion de las células tumorales (Vaddepally ef al., 2020; Kuby ef al., 2007) (ver Tabla I).
Ademas, hay mas agentes en investigacion para puntos de control como BTLA (atenuador de
linfocitos B y T), VSIR (receptor inmunorregulador V-set), TIM-3 (dominio de
inmunoglobulina de células T y dominio de mucina 3), LAG-3 (gen 3 de activacion de

linfocitos) y CD47 (cluster de diferenciacion 47) (Vaddepally et al., 2020).
1.2.1.2.2. Farmacos aprobados por la FDA

Inhibidores de PD-1 como Nivolumab, Pembrolizumab, Cemiplimab e inhibidores de
PD-L1 tales como Atezolizumab, Avelumab, y Durvalumab se encuentran en la lista actual de

agentes aprobados, ademas de Ipilimumab (anti-CTLA-4) (ver Tabla II).

Target

- — Farmaco Cancer
inmunolégico

Avelumab Cancer de Vejiga avanzado; Cancer de Rifién avanzado (incluso como terapia de primera linea en
(Bavencio®) combinacién con quimioterapia); Melanoma avanzado

Céncer de Mama triple negativo (en combinacién con la quimioterapia nab-paclitaxel (Abraxane®));
[ — Cancer de Higado avanzado (en combinacién con Bevacizumab (Avastin®), como tratamiento de
PD-L1 (Tecentriq®) primera linea); Cancer de Pulmén avanzado subtipos NSCLC y SCLC (incluso como terapia de primera

linea en combinacién con quimioterapia); Melanoma avanzado (en combinacién con Cobimetinib
(Cotellic®) y Vemurafenib (Zelboraf®))

Durvalumab Cancer de Vejiga avanzado; Cancer de Pulmadn subtipos NSCLC (que han completado

(Imfinzi™) quimiorradiacion) y SCLC avanzado (en combinacién con quimioterapia)
Cemiplimab . . . o -
(Libtayo®) Cancer de Pulmén avanzado subtipo NSCLC con PD-L1>50% y sin mutaciones en EGFR, ALK o ROS1

Céncer de Vejiga avanzado; Cancer Colorectal avanzado con MSI-H (en combinacién con Ipilimumab);
Cancer de Esdfago subtipo Carcinoma de Células Escamosas de Eséfago; Cancer de Cabeza y Cuello
avanzado; Cancer de Rifién avanzado; Cancer de Higado avanzado (en combinacién con Ipilimumab);
Céncer de Pulmén avanzado subtipo NSCLC (en combinacién con ipilimumab, con o sin quimioterapia)
y SCLC que ha avanzado después del tratamiento con quimioterapia a base de platino u otra linea de
tratamiento; Linfoma-Hodgkin ; Melanoma avanzado (como monoterapiay en combinacién con
Ipilimumab)

Nivolumab
(Opdivo®)

Cancer de Vejiga avanzado; Cancer de Cerebro o SNC avanzado con MSI-H o TMB-H; Cancer de
Mama triple negativo PD-L1(+), MSI-H, dMMR o TMB-H; Cancer de Cérvix Uterino avanzado PD-L1(+),
MSI-H oTMB-H; Céncer Colorectal avanzado con MSI-H, dMMR o TMB-H (incluso como tratamiento de
primera linea); Cancer de Esdfago avanzado con PD-L1(+); Céncer de Estémago avanzado con PD-
L1(+); Cancer de Cabeza y Cuello avanzado (incluso como terapia de primera linea); Cancer de Rifién
avanzado (incluso como terapia de primera linea); Cancer de Higado avanzado con MSI-H, dMMR o
TMB-H; Linfoma-Hodgkin ; Cancer de Pulmon avanzado subtipo NSCLC (incluso como terapia de
primera linea solo o en combinacién con quimioterapia); Melanoma avanzado (incluso en el entorno
adyuvante, prequirtrgico); Cancer de Ovario avanzado con MSI-H, dMMR o TMB-H; Céncer de
Pdncreas avanzado con MSI-H, dMMR o TMB-H; Cancer de Préstata avanzado con MSI-H o TMB-H;
Sarcoma avanzado con MSI-H o TMB-H

Céncer Colorectal avanzado con MSI-H (en combinacién con Nivolumab); Cancer de Rifién avanzado
(en combinacién con Nivolumab); Céncer de Higado avanzado previamente tratado (en combinacién
con Nivolumab); Cancer de Pulmdn avanzado subtipo NSCLC (en combinacién con Nivolumab como
tratamiento de primera linea, con o sin quimioterapia); Melanoma avanzado (incluso como terapia de
primera linea y en combinacién con Nivolumab)

PD-1

Pembrolizumab
(Keytruda®)

Ipilimumab

CTLA4
(Yervoy®)
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Tabla II: FaArmacos aprobados por la FDA. Se indican las dianas inmunologicas de cada uno
de ellos y qué tipo tumoral puede ser tratado con dicho farmaco. SNC: Sistema Nervioso
Central; MSI-H por su nombre en inglés high microsatellite instability, inestabilidad de
microsatélite alta;, TMB-H por su nombre en inglés high tumor mutational burden, carga
mutacional tumoral alta; dMMR por su nombre en inglés DNA mismatch repair deficiency,
deficiencia en reparacion del ADN; NSCLC: Cancer de Pulmon de Células No-Pequerias,
SCLC: Cancer de Pulmon de Células Pequerias. Realizado con datos recuperados de
Vaddepally et al, 2020 y del Cancer Research Institute disponibles en

https://www.cancerresearch.org/immunotherapy.

1.2.1.2.3. Efectos adversos

Es importante destacar que los ICI pueden causar efectos adversos que afectan a los
pacientes de diferentes maneras, ello depende del estado de salud del paciente antes del
tratamiento, su tipo de cancer, qué tan avanzado estd, el tipo de inhibidor del punto de control
inmunolégico administrado y la dosis. Los efectos adversos comunes de los ICI incluyen
sarpullido, diarrea y fatiga. Los efectos adversos mas extrafios pueden incluir inflamacién
generalizada. Segun el 6rgano que se vea afectado, la inflamacion puede provocar: cambios en
el color de la piel, sarpullido y sensacion de picazon causados por inflamacion de la piel, tos y
dolores en el pecho causados por inflamacion en los pulmones, dolor de estdmago y diarrea
causados por inflamacion en el colon, diabetes causada por inflamacion en el pancreas, hepatitis
(inflamacion del higado), hipofisitis (inflamacion de la glandula pituitaria), miocarditis
(inflamacion del musculo cardiaco), nefritis (inflamacion del rifion) y funcion renal alterada,
tiroides hiperactiva o hipoactiva, problemas del sistema nervioso como debilidad muscular,

entumecimiento y dificultad para respirar (Ji ef al., 2019).

1.3. Actualidad, incidencia del cancer v medicina de precision

En el afio 2020 se diagnosticaron aproximadamente 19.292.789 nuevos casos de
personas con cancer a nivel global (The Global Cancer Observatory). Los casos mas
representativos corresponden a cancer de mama, pulmoén, colorrectal, prostata, estdomago,
higado, esdfago, tiroides, vejiga, pancreas, leucemia, rindn, melanoma, ovario, cerebro (sistema
nervioso central), cérvix uterino y linfoma no-Hodgkin (Fig. 2). Segun The Global Cancer

Observatory, base de datos que presenta estadisticas globales respecto del cancer para
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contribuir al control e investigacion del mismo, el nimero estimado de casos nuevos de 2020 a

2040 alcanzaria los 30.2 millones.

B cerevro(sne) - 1597 %

B cénixuterino - 3.131%
B colorectal - 10012%
B esorago - 3131%
. Estémago - 5.645 %
B +icaco - 4604 %
. Leucemia - 246 %
‘ . Linfoma No-Hodgkin - 2.822 %

B vama - 11722%
. Melanoma - 1.683 %
B otros - 21892%
B ovario - 1627%
. Pancreas - 257 %
B Frostata - 7.331%
B Puimén - 11.438%
B riion - 2235%
B Tivoide - 3.038%
B veiioa - 2971%

Figura 2: Grafico de torta, porcentaje de personas diagnosticadas segin tipo tumoral. Se
muestran los tipos tumorales con mayor incidencia a nivel global hasta el 2020. Realizado con

datos recuperados de The Global Cancer Observatory disponibles en https://gco.iarc.fr/.

Con un nimero tan elevado de pacientes, la principal preocupacion es un tratamiento
eficaz para detener la progresion o cura, en lo posible, de cada tipo de cancer especifico. A
medida que mejora la comprension de la complejidad y singularidad de cada tumor individual,
se cuestiona la idoneidad de este enfoque de "terapia general" para los tratamientos del cancer.
La medicina de precision o medicina personalizada surge con el proposito de finalizar con esa
ideologia ya que se basa en un enfoque personalizado para seleccionar la terapia adecuada a
nivel de paciente individual. Dada la alta variabilidad de un paciente a otro, el cancer es un
candidato principal para el uso de la medicina de precision. Hasta el momento, cuando se
diagnostica cancer a un paciente en la clinica, generalmente recibe el mismo tratamiento que
otras personas que tienen el mismo tipo y estadio de cancer. Aun asi, diferentes personas pueden
responder de manera distinta y también los cambios que ocurren en el tumor de una persona
pueden no ocurrir en otras que tienen el mismo tipo de cancer. De hecho, es importante que la
terapia de primera linea (primer tratamiento que recibe el paciente) sea eficaz, ya que la
resistencia puede reducir las tasas de supervivencia a cinco afios en mas del 50% en canceres

considerados agresivos. El tratamiento personalizado del cancer implica una caracterizacion
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bioquimica completa del tumor con el fin de tomar una decision 6ptima respecto al tratamiento
adecuado para ese paciente en particular. Por lo tanto, resulta en una mejora significativa en las

tasas de respuesta, sobrevida global y libre de progresion (Maciejko et al., 2017).

1.4. Generalidades del melanoma

1.4.1. Incidencia a nivel global, origen vy factores de riesgo

El melanoma es uno de los tipos de cancer mas agresivos y el mas grave de los tipos de
cancer de piel, asi se lo considera debido a que es uno de los que presenta mayor resistencia a
los tratamientos. El melanoma presenta un origen melanocitico, es decir, surge como
consecuencia de la transformacion maligna de los melanocitos y posee una alta capacidad para
proliferar y producir metastasis. Puede originarse en la piel y las mucosas, y menos
frecuentemente, en los ojos, el sistema nervioso central, el mesenterio y el oido interno. A nivel
global, hasta el afio 2020 segin The Global Cancer Observatory, existen aproximadamente
324.635 personas diagnosticadas con melanoma al afio, y se estima que este niimero continuara
aumentando. El melanoma cutaneo ha incrementado su incidencia en las ultimas décadas,
especialmente en la poblacion caucésica, mas que ningin otro tipo de cancer, siendo el
responsable de casi el 90% de las muertes producidas por los tumores cutdneos malignos (Ferlay
et al., 2013). Los melanocitos son cé¢lulas pigmentadas especializadas que se encuentran
predominantemente en la piel y en los ojos, donde producen melanina, siendo este el pigmento
responsable de la coloracion de la piel, el pelo y los ojos. En la piel, estas células se encuentran
en la capa basal de la epidermis y en los foliculos pilosos, y su homeostasis estd regulada por
los queratinocitos, las células predominantes de la epidermis (Slominski, 2004). Los
melanocitos cutaneos se originan a partir de los progenitores de alta movilidad de la cresta
neural que migran durante el desarrollo embrionario (Gray-Schopfer, Wellbrock y Marais,

2007).

Los mayores factores de riesgo en melanoma son los antecedentes familiares, la
presencia de multiples nevos benignos o atipicos, y melanoma previo. Adicionalmente, la
inmunosupresion, la exposicion a la radiacion ultravioleta (UV) y la sensibilidad al sol son otros
factores de riesgo importantes. Muchos de estos factores se corresponden con una
predisposicion genética o constituyen una presion ambiental que contribuye a la aparicion de

esta enfermedad (Miller y Mihm, 2006).
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1.4.2. Bases moleculares del melanoma

1.4.2.1. Modelo de Clark

El modelo de Clark describe los cambios histologicos que se producen durante el

desarrollo de la enfermedad, desde los melanocitos normales hasta el desarrollo del tumor

maligno y la metastasis, se utiliza para describir la profundidad de la diseminacion de este tipo

de cancer (Fig. 3). El primer cambio a nivel fenotipico es el desarrollo de nevos benignos. En

este caso, el control de crecimiento celular se ve alterado, pero continia siendo limitado, y

raramente progresan a un cancer (Greene et al., 1984). Probablemente no hay progresion debido

a la senescencia celular inducida por oncogenes, en donde el crecimiento estimulado por estas

vias es limitado (Braig y Schmitt, 2006).

Membrana
basal

Capa -
subcutanea

EVENTOS
BIOLOGICOS

Mut::i:: en ; A

Benigno Pre-maligno Diferenciacién >
Crecimiento Las lesiones disminuida Traspasa la Se disocia del tumor primario
limitado pueden Hiperplasia ilimitada { membrana basal Crecimiento en sitios distantes
desaparecer No puede creceren | Crece en agar
Atipia aleatoria agar blando blando
Proliferacion clonal Forma el tumor

Figura 3: Eventos biologicos y cambios moleculares durante la progresion del melanoma.

En la etapa de nevo benigno, la mutacion de BRAF y la activacion constitutiva de la via de las

MAPK son caracteristicas. La atipia citologica en los nevos displasicos refleja alteraciones en

PTEN y CDKN2A. Las siguientes etapas estan caracterizadas por la pérdida de la
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diferenciacion de celular regulada por MITF. El crecimiento vertical y la metdstasis estan
fuertemente asociados a alteracion en la adhesion celular. En tanto, cambios en la expresion
de TRPM1 correlacionan con la propension a desarrollar metastasis; otros cambios incluyen
la pérdida de E-Cadherinas y el aumento de N-Cadherinas, MMP2 y o VB3 integrina. El texto
v flechas en rojo indican los cambios moleculares. Adaptado de Miller y Mihm, 2016; Rahmati
et al., 2020.

A nivel molecular, la activacion anormal de la via de sefalizacion de las proteinas
quinasas activadas por mitogenos (MAPK) regula la proliferacion, diferenciacion, sobrevida y
muerte de las células de melanoma a través de la fosforilacion de la quinasa relacionada con
senal extracelular (ERK) (Lin et al., 1998; Brunet, 1999; Welsh et al., 2001). Normalmente esta
via es dependiente de factores de crecimiento que activen receptores tirosin-quinasas de la
superficie de la membrana celular. La activacion permanente de esta via viene dada por
mutaciones somaticas del gen NRAS, que codifica para la proteina GTPasa N-Ras (15% de los
casos de melanoma) o en BRAF, gen que codifica para la proteina B-Raf perteneciente a la
familia de las proteinas serina/treonina quinasas (alrededor del 50% de los casos). Estas
mutaciones son excluyentes una de otra y generan la activacion constitutiva de la via RAS-
RAF-MEK-ERK (Albino et al., 1989; Davies et al., 2002; Omholt et al., 2003). RAS pertenece
a una familia de proteinas de uniéon a GTP y consiste en las isoformas NRAS, HRAS y KRAS.
Estas proteinas son fundamentales en la integracion de las sefiales de los factores de crecimiento
rio arriba de RAF (Tannock et al., 2016). Ademas de BRAF hay otras dos isoformas de RAF,
ARAF y CRAF, pero las mutaciones en estos genes no son comunes. Dado que la mayor parte
de los nevos no progresa, estos porcentajes indican que el desarrollo de un tumor maligno
requiere mutaciones o lesiones moleculares adicionales. En melanocitos humanos la mutacion
de BRAF induce senescencia promoviendo el aumento de expresion del inhibidor de ciclo
celular de la quinasa 4A (INK4A) (Michaloglou et al, 2005). Este inhibidor limita el
crecimiento causado por la mutacion en BRAF. El mismo podria ser revertido por una mutacion

en el mismo INK4A o por mutaciones en otros factores reguladores del ciclo celular.

Otras mutaciones frecuentes en melanoma son las que ocurren en NF1 (neurofibromina
1), un gen asociado a un desorden hereditario denominado fibromatosis de tipo 1. Esta mutacion
no es excluyente con mutaciones en BRAF o RAS, aunque también existen tumores que no

tienen alterados ninguno de estos dos genes y si tienen una mutacion en NF1. El subtipo mutado
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en NF1 tiene una carga mutacional mas alta y una firma de mutacion de dafio por radiacion UV
mas fuerte. Ademas, se relacionan con pacientes de edad avanzada y un mayor riesgo de muerte
en comparacion con los otros subtipos de melanoma mencionados (Cirenajwis et al., 2017).
Los melanomas mutantes BRAF se asocian tipicamente con la exposicion solar intermitente,
mientras que los melanomas mutantes NRAS o NF1 se asocian con la exposicion solar cronica
(Rose et al., 2021). La pérdida de NF1 esta asociada a la activacion de RAS, y en concurrencia
con la mutacion en BRAF, colabora con la resistencia a terapias dirigidas contra la proteina
BRAF mutada (Nissan ef al., 2014). Se encontraron mutaciones en BRAF, NRAS y NF1 en un
52%, 28% y 14% de las muestras de melanoma, respectivamente. Un 14% de las muestras
fueron triple-WT (por su nombre en inglés wild-type). Ademas, con este estudio se confirmaron
mutaciones significativas en genes como CDKN2A, TP53, PPP6C, ARID2, PTEN, IDHI,
MAP2K1, DDX3X, RACI y RB1 (Akbani et al., 2015).

1.4.2.2.  Nevo displdasico

Siguiendo el modelo de Clark, el préximo paso hacia el melanoma es el desarrollo de
atipia citologica en el nevo displasico, que puede provenir de nevos benignos o de nuevas
lesiones (Fig. 3). Las mutaciones y anormalidades moleculares en esta etapa suelen afectar al
crecimiento celular, la reparacion del ADN Yy la susceptibilidad a la muerte celular. Entre el
25% y el 40% de los casos de melanoma familiar (Thompson, Scolyer y Kefford, 2005) se
presenta una mutacion que inactiva CDKN2A, un gen que codifica para dos proteinas
supresoras de tumores, pl6INK4A y pl9ARF (Kamb et al., 1994; Nobori ef al., 1994). Entre
un 25% y un 50% de los melanomas no familiares (Flores et al., 1996; Wu, Goel y Haluska,
2003) tienen inactivado el gen homdlogo de fosfatasa y tensina (PTEN) (Li et al., 1997; Steck
et al., 1997). PTEN codifica para una fosfatasa que disminuye la sefial de una variedad de
factores de crecimiento que usan fosfatidilinositol fosfato (PIP3) como sefial intracelular. Por
lo tanto, PTEN regula PIP3 manteniendo bajos sus niveles. En ausencia de la actividad de
PTEN, PIP3 incrementa sus niveles desencadenando la activacion de la proteina quinasa B
(PKB, también llamada AKT). Este aumento de AKT prolonga la sobrevida de la célula a través
de la inactivacion de la proteina antagonista de muerte celular de BCL-2 (BAD) y el aumento
de la expresion de CCND1, que contribuye a la proliferacion celular. AKT también afecta a
muchos otros genes del ciclo celular y genes relacionados con la sobrevida a través del factor

de transcripcion FKHR (Cantley y Neel, 1999; Wu, Goel y Haluska, 2003).
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1.4.2.3.  Diferenciacion de melanocitos y su relacion con el melanoma

El proceso normal de diferenciacion conlleva principalmente el arresto del ciclo celular
y la expresion de los genes necesarios para la produccion de melanina, y esta regulado por el
factor de transcripcion asociado con microftalmia (MITF) (Hodgkinson et al., 1993). La
desregulacion de este proceso esta asociada a la desdiferenciacion de los melanocitos, un
aspecto fundamental en el desarrollo del melanoma. MITF es un factor clave en la via de sintesis
de melanina aumentando la transcripcion de los genes encargados de llevar a cabo este proceso.
MITF también regula genes especificos de melanocitos como el homologo de plata (SILV) y
melan-A (MLANA), relacionados con el diagnostico por inmunohistoquimica (IHC) de
melanoma. A su vez, MITF regula el arresto celular induciendo INK4A (Miller y Mihm, 2006).
La disminucion de la expresion de los genes SILV y MLANA, y la disminucion en la
pigmentacion de los melanocitos son caracteristicas de la progresion de nevo a melanoma.
También se ve una disminucion en la expresion de melastatina 1 (TRPM1), otro gen que se ve
regulado por MITF. Estudios a gran escala de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) en
melanoma encontraron un incremento en el nimero de copias de una region del cromosoma 3

que contiene el locus MITF (Garraway et al., 2005).
1.4.2.4. Adhesion celular, invasion y metdstasis

La adhesion celular controla en gran medida la migracion de las células y la
organizacion de los tejidos. Las cadherinas son las proteinas responsables de las interacciones
célula-célula. Son proteinas transmembrana con un dominio extracelular que se une al dominio
extracelular de cadherinas de otras células, formando uniones adherentes. Hay tres tipos
principales de cadherinas: E (epiteliales), P (placentaria) y N (neural), siendo las menos
frecuentes R (retina) y VE (endotelial). El dominio intracelular estd asociado a un complejo
proteico que incluye a B-catenina y forma uniones estructurales con el citoesqueleto a través de
los filamentos de actina. Existen varias vias de sefializacion que causan la disociacion de -
catenina del complejo de adhesion celular y transducen sefiales al nlicleo. Alteraciones en la
expresion de cadherinas afectan la interaccion de las células de melanoma con su entorno y
alteran la sefalizacion de B-catenina (Miller y Mihm, 2006). La expresion de E-cadherinas
ocurren en melanocitos y queratinocitos de la epidermis, y son responsables de la asociacion

entre estas células (Hsu et al., 2000). El contacto con los queratinocitos indiferenciados de la
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lamina basal inhibe la proliferacion de los melanocitos y la expresion de marcadores de

melanoma.

La invasion local y posterior metastasis son responsables en gran medida de la
mortalidad en melanoma. En el modelo de Clark las caracteristicas invasivas aparecen en la
fase de crecimiento vertical, que ocurre cuando los melanocitos no solo penetran la lamina
basal, si no que crecen de manera intradérmica como un modulo en expansion (Fig. 3). En la
metastasis, células tumorales se disocian de la lesion primaria, migran a través del estroma e
invaden los vasos sanguineos y linfaticos para formar nuevos tumores en sitios distantes. Tanto
la invasion como la metéstasis estan fuertemente relacionas con alteraciones en la adhesion
celular. La fase de crecimiento radial del melanoma se caracteriza por la pérdida de E-
cadherinas y el aumento de N-cadherinas (Fig. 3). Esto genera la pérdida de capacidad de
adhesion de los melanocitos con los queratinocitos, y aumenta su posibilidad de interaccionar
con células que expresan N-cadherinas, como los fibroblastos de la dermis y el endotelio
vascular. De esta forma, las células de melanoma adquieren la capacidad de penetrar la lamina
basal e invadir otros tejidos llegando a los vasos sanguineos y linfaticos. Ademas de los cambios
en la adhesion, la pérdida de E-cadherinas y el aumento de N-cadherinas aumentan la sobrevida
de las células tumorales a través de la activacion de las vias de sefializacion de P-catenina

(Miller y Mihm, 2006).

Las integrinas median las interacciones celulares con el colageno, la fibronectina y la
laminina, componentes de la matriz extracelular. La transicion entre la fase de crecimiento
radial y la de crecimiento vertical en melanoma esta asociada con la expresion de la integrina-
aVP3. Esta integrina cumple varios roles que favorecen el desarrollo tumoral. Por un lado,
induce la expresion de la metaloproteasa 2 (MMP2), una enzima que degrada el colageno de la
lamina basal (Brooks et al., 1996; Hofmann et al., 2000; Felding-Habermann et al., 2002), y
por otro, estimula la motilidad de las células de melanoma a través de mecanismos de
reorganizacion del citoesqueleto (Li et al., 2001). Tanto la degradacion del coldgeno en la
lamina basal como el aumento en la motilidad celular son factores clave que posibilitan la
invasion local y posterior metastasis en melanoma. Ademads, integrina-aVP3 aumenta la

expresion de la proteina anti-apoptdtica BCL-2 (Petitclerc et al., 1999).
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1.4.3. Carga mutacional y efecto de la radiacion UV

La carga mutacional en los melanomas estd entre las mas altas de todos los tipos de
cancer, generando una gran heterogeneidad a nivel molecular. Esta caracteristica hace que en
melanoma se presente uno de los mayores desafios a la hora de analizar los genomas tumorales
y dilucidar las mutaciones que llevan a su desarrollo. Esta alta tasa de mutaciones esta asociada

principalmente a los efectos mutagénicos de la radiacion UV.

La radiacion ultravioleta B (UVB) genera dimeros de pirimidinas en el ADN, siendo los
mas frecuentes los dimeros de timina. Cuando las citosinas forman estos dimeros son propensos
a la desaminacion hidrolitica que puede resultar en mutaciones C>T (Citosina > Timina). Esta
firma mutacional es responsable de la mayor parte de las mutaciones en melanoma. Sin
embargo, no todas las transiciones C>T son producto del dafio por UVB. Otras causas de este
tipo de mutaciones son la edad y los quimioterapéuticos. La radiacion ultravioleta A (UVA),
por otro lado, genera transversiones G>T (Guanina > Timina) debido al dafio oxidativo
originado por este tipo de radiacion. La luz UV A es absorbida por fotosensibilizadores como la
feomelanina, lo que produce especies reactivas de oxigeno (ROS) y genera dafios asociado en

el ADN (Lo y Fisher, 2014).

Otras mutaciones somaticas clave en el melanoma son independientes de los rayos UV,
incluida la mutacion BRAF V600E que se encuentra en el 60% de los melanomas y las
mutaciones NRAS que se encuentran en el 15-20% de los melanomas (Ellerhorst et al., 2011).
Si bien estas mutaciones no son mutaciones de firma UV, son mas comunes en la piel expuesta
al sol (Curtin ef al., 2005; Bauer et al., 2011). Las mutaciones inducidas por los rayos UV se
acumulan a medida que los nevos melanociticos se transforman en melanoma, incluidas las
mutaciones impulsoras en CDKN2A, TP53, NF1, RAC1 y PTEN (Viros et al., 2014; Melamed
et al.,2017). Un estudio vinculd las firmas de dafios en el ADN inducidas por rayos ultravioleta

con aproximadamente el 46% de las mutaciones impulsoras (Hodis et al., 2012).

En respuesta a la radiacion UV los queratinocitos de la epidermis secretan factores que
regulan la sobrevida, movilidad, diferenciacion y proliferacion de los melanocitos, estimulando
la produccion de melanina y dando como resultado el bronceado de la piel. En este sentido, los
melanocitos cumplen un rol muy importante protegiendo la piel del dafio por la radiacion UV

y, por consiguiente, previniendo el cancer de piel (Gray-Schopfer, Wellbrock y Marais, 2007).
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El efecto de la radiacion UV estd regulado principalmente por variaciones en genes particulares
que afectan tanto la respuesta de la piel a la luz UV como al riesgo de desarrollar melanoma.
Ademas de los dafos ocasionados por la radiacion UV ya mencionados, como los dafos al
ADN vy la formacion de ROS, la radiacion también afecta la funcion del sistema inmune y
aumenta el nivel de produccion de factores de crecimiento. En este contexto, la melanina
sintetizada por los melanocitos en respuesta a la radiacion UV se transfiere a los queratinocitos
y ayuda a absorber y disipar la energia. Los melanomas tienen mayor incidencia en personas
sometidas a exposiciones intermitentes a la radiaciéon UV y con quemaduras solares frecuentes
que en las que tienen una exposicion cronica y moderada. Estos tltimos parecieran adquirir una

proteccion contra el dafio al ADN causado por la radiacion (Gilchrest ez al., 1999).

1.4.4. Relacion entre el sistema inmune v el microambiente tumoral

1.4.4.1.  Sistema inmune y melanoma

En melanoma, la observacion de tumores en remision espontanea dio pie a un aumento
en el interés de la comunidad cientifica por entender conceptos como la inmunovigilancia y la
inmunoedicion (Dunn ef al., 2002; Hanahan y Weinberg, 2011; Mittal et al., 2014). Teniendo
en cuenta la relacion natural de la piel con la respuesta inmune innata, no es de extrafiar que el
sistema inmunoldégico tenga un rol importante en el desarrollo del melanoma. Cuando las
células de melanoma comienzan a dividirse de manera aberrante y a generar necrosis celular,
liberan grandes cantidades de antigenos que puede ser detectados por células presentadoras de
antigeno. Estas cé€lulas presentadoras exponen el antigeno a través del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase dos (MHC-II) en la superficie de la membrana celular. El antigeno
es entonces presentado a los linfocitos T que lo reconocen a través del receptor de células T
(TCR). Para que las células T puedan activarse es necesaria una segunda sefial co-estimulatoria
del receptor CD28, que se encuentra en la membrana de las células T, el cual se une a CD80
(B7-1) o CD86 (B7-2) en la superficie de la célula presentadora. Como resultado, se secreta
interleuquina 2 (IL-2) y comienza la proliferacion de las células T. Este mecanismo es el que
desencadena la respuesta inmune adaptativa del organismo, generando células T efectoras y de
memoria. Dependiendo de las concentraciones de las distintas citoquinas y otras sefiales del
medio se genera una respuesta de células T CD4 colaboradoras o helper (Th por su nombre en

inglés) de tipo Thl, Th2, Th17 y T regulatorias (T-reg). Ademas, se induce la diferenciacion de
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cé¢lulas T CDS8 o citotoxicas que son las encargadas de la respuesta citotoxica del sistema

inmune adaptativo (Fig. 4).

Como se menciono en la seccién 1.2.1.2., un hito importante en la inmuno-oncologia
fue el descubrimiento del punto de control inmunolégico CTLA-4, normalmente expresado en
la superficie de las células T regulatorias (Leach, Krummel y Allison, 1996; Thompson y
Allison, 1997) o células T recientemente activadas (Willsmore et al., 2021), y el de muerte
celular programada 1 que se encuentra en la superficie de las células T, B y NK e interacciona
con los ligandos PD-L1 y PD-L2, expresados por las células de melanoma. Cuando un linfocito
T CD8 reconoce a la célula de melanoma que expresa PD-L1, ocurre la interaccion entre PD-1
con su ligando, desencadenando la inhibicion de las funciones efectoras del linfocito T,
induciendo la anergia de la célula y posibilitando el escape tumoral (Ishida et al., 1992; Freeman
et al., 2000; Latchman et al., 2001; Keir ef al., 2008). La activacion del TCR aumenta tanto la
expresion de CTLA-4 como de PD-1, el aumento de la expresion de este tltimo también se da
luego de la activacion del BCR (receptor de células B). Los inhibidores de puntos de control
modulan a las células T, al inhibir CTLA-4 aumenta el nimero de células T efectoras CD4 y
disminuye el nimero de células T reguladoras, y al inhibir PD-1 aumentan las células T CD8

activadas (Willsmore ef al., 2021).
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Re-activacion y
proliferacion de
células T

melanoma. A. CTLA-4 y PD-1 modulan la respuesta inmune de las células T en diferentes
niveles. El cebado de células T ndive (T-cell priming en inglés) es iniciado por células
presentadoras de antigeno (APC). Estas células recolectan antigenos asociados a tumores
(TAAs) ubicados en el melanoma primario y migran a través de los vasos linfaticos aferentes
a los ganglios linfaticos de la piel, donde presentan los TAAs a las células T ndive, iniciando
ast la maduracion de las células T y una respuesta inmune especifica. Las células T ndive

circulan permanentemente entre la sangre y los organos linfoides, y se extravasan a través de
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las vénulas endoteliales altas (HEV) para ingresar al drea dependiente de células T de los
ganglios linfaticos, donde pueden encontrar su antigeno especifico presentado por las APC. B.
Se requieren dos seriales para activar las células T ndive con el fin de que se conviertan en
células T de memoria; Serial 1: reconocimiento de antigenos por el receptor de células T
(TCR); Serial 2: coestimulacion. Después de 48 a 72 horas, CTLA-4 se expresa en la superficie
de las células T activadas, lo que continua la interaccion coestimuladora y suprime la
activacion de las células T. Los linfocitos T de memoria tienen distintas moléculas de adhesion
que les permiten circular hacia los tejidos periféricos y reactivarse al reencontrarse con el
antigeno. C. En el melanoma metastasico, la activacion de las células T disminuye cuando PD-
1 se une a sus PD-L1/PD-L2, que puede ser expresado por células tumorales. CTLA-4 también
suprime la actividad de las células T en las metastasis al mejorar la actividad inmunosupresora
de las células T reguladoras, que expresan altos niveles de CTLA-4. Los anticuerpos contra
CTLA-4 actuan al inicio de la respuesta inmune manteniendo la activacion de las células T en
los ganglios linfaticos, asi como en el sitio del tumor disminuyendo las células T-reg. Los
anticuerpos anti PD-1 inducen la reactivacion de las células T al evitar la union de PD-1 con

sus ligandos en el sitio del tumor. Adaptado de Boutros et al., 2016.
1.4.4.2. Microambiente tumoral

Otra area importante de estudio en el tltimo tiempo ha sido el microambiente tumoral
(TME por su nombre en inglés tumor microenvironment). El TME se encuentra estrechamente
relacionado con el sistema inmunolégico, ya que el infiltrado inflamatorio del tumor esta
compuesto de células del sistema inmune. Estas contribuyen a moldear el ambiente tumoral
afectando su progresion. Ademas, el TME esta compuesto de factores de activacion y supresion
de distintas vias, como factores de crecimiento, citoquinas, moléculas inductoras de la

angiogénesis, apoptosis o invasion (Hanahan y Weinberg, 2011).

Dado que las citoquinas interacttian con las células inflamatorias y del sistema inmune,
la proporcion de cada una de ellas cumple un papel importante en la composicion del TME. La
compleja relacion entre las distintas citoquinas presentes en el medio y las células inmunes que
conforman el infiltrado implica que se origine una u otra respuesta inmune, debido a que estas
citoquinas pueden jugar un rol inmunosupresor o inmunoestimulador. Dependiendo el rol de
las diferentes citoquinas y células que se encuentren en el TME, ciertos tipos de células

inmunoldgicas pueden tomar un fenotipo inmunosupresor o no, lo cual repercute tanto en la
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progresion de la enfermedad como en la respuesta a los tratamientos. Por este motivo es muy

importante el estudio de estas moléculas y su relacion con el TME (Messina et al., 2012).

1.4.5. Inmunoterapias en melanoma

Como se describi6 en la seccion 1.2.1.2.2., la utilizacion de Nivolumab,
Pembrolizumab, Ipilimumab e incluso la combinacion de terapias fue aprobada por la FDA para
pacientes con melanoma, lo cual marcé un hito muy importante en el tratamiento de este tipo
tumoral. Estas terapias han demostrado una sobrevida libre de progresion y sobrevida global
prolongadas, con tasas de respuesta de hasta el 45% para los pacientes tratados con monoterapia
anti PD-1 y del 60% tratados con una combinacion de bloqueo anti PD-1+ CTLA-4 (Domingues
etal., 2018).

En la Argentina en el afio 2016, Ipilimumab, Nivolumab y Pembrolizumab obtuvieron
la aprobacién por parte de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica (ANMAT) para tratar el melanoma. Poder comprender los mecanismos que
subyacen a la sensibilidad hacia la terapia anti CTLA-4 o anti PD-1 es fundamental para
entender la resistencia primaria o adquirida a los ICI al igual que determinar biomarcadores
capaces de predecir el éxito del tratamiento, lograr la estratificacion de pacientes y la

disminucion de riesgos de padecer efectos adversos.
1.4.5.1. Combinacion de terapias

Como se mencioné en parrafos anteriores CTLA-4 y PD-1 son moléculas co-inhibidoras
que actlian a través de distintos mecanismos moleculares y en ubicaciones y puntos temporales
separados en la evolucion de la respuesta inmune mediada por células T. La terapia combinada
anti CTLA- 4 y anti PD- 1 puede conferir mejores resultados clinicos en comparacion con la
monoterapia. Sin embargo, no se sabe hasta el momento si las terapias combinadas operan de
manera complementaria o no, varios estudios han explorado si estas moléculas pueden incluso

funcionar de manera sinérgica (Willsmore et al., 2021) (Fig. 5).
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Figura 5: Efectos potenciales de la terapia combinada anti CTLA-4 y anti PD-1 en las
células T. A. Superar la alta expresion de PD-1 asociada al bloqueo de CTLA-4 de PD-1: (i-
ii) La monoterapia anti CTLA-4 puede incrementar la expresion de PD-1. Este mecanismo de
escape permite la sefializacion de PD-1 y puede limitar una mayor expansion de la célula T.
(iii) El bloqueo simultdneo de anti CTLA-4 y anti PD-1 supera esto y limita a las células T que
expresan PD-1 y los fenotipos T agotados. B. Anti CTLA-4 y anti PD-1 pueden actuar sobre la
misma célula T en diferentes tiempos, inicialmente durante la fase de cebado (T-cell priming)
en el ganglio linfatico (anti CTLA-4) y posteriormente en el microambiente tumoral (anti PD-
1) para generar una respuesta efectora. Potencialmente, esto podria permitir una
coestimulacion sostenida durante un periodo de tiempo mas largo. C. Anti CTLA-4 y anti PD-
1 pueden actuar sobre diferentes poblaciones de células T en diferentes ubicaciones
anatomicas, por ejemplo, anti CTLA-4 puede lograr el incremento de las poblaciones de
células T CD4 en nodulos linfaticos, mientras que anti PD-1 puede lograr el incremento de las
células T CD8 que infiltran el tumor. D. Anti CTLA-4 y anti PD-1 pueden actuar
simultaneamente en la misma célula T, ya sea en el sitio de cebado (ganglio linfdtico) o en el

microambiente del tumor (TME); esto puede incrementar y mejorar la coestimulacion mds alla
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de la que se logra con la monoterapia, promoviendo asi aun mds la activacion de las células
T. Dado que la sefializacion intracelular de CTLA-4 y PD-1 converge en las vias PI3K/AKT,
esta respuesta puede amplificarse con un bloqueo simultaneo de estos puntos de control. APC:

célula presentadora de antigeno, TC: célula tumoral. Adaptado de Willsmore et al., 2021.
1.4.5.2.  Biomarcadores predictivos de respuesta en melanoma

Los biomarcadores pueden clasificarse como pronosticos o predictivos, un biomarcador
prondstico proporciona informacion sobre el estado de un paciente durante la enfermedad (sin
0 con tratamiento), mientras que un biomarcador predictivo proporciona informacion para
predecir el efecto de una intervencion terapéutica particular (Oldenhuis ef al., 2008). Los
biomarcadores predictivos permiten seleccionar el tratamiento mas O6ptimo para un paciente
especifico entendiendo la biologia del tumor. Los biomarcadores para la respuesta de ICI en
melanoma se pueden dividir en tres subgrupos: intrinsecos del tumor, del microambiente
tumoral, y del huésped (Nebhan y Douglas et al., 2020). Los inhibidores de los puntos de control
inmunitarios pueden lograr respuestas duraderas en pacientes con cancer, pero no proporcionan
un beneficio a largo plazo para la mayoria de los pacientes. Por lo tanto, predecir qué pacientes

se beneficiaran de los ICI, ya sea como monoterapia o en combinacion, continia siendo un

desafio.
1.4.5.2.1. Biomarcadores intrinsecos del tumor
1.4.5.2.1.1.  Neontigenos y Carga Mutacional Tumoral

Los tumores pueden expresar antigenos aberrantes que pueden ser reconocidos por el
sistema inmunologico (Schumacher y Schreiber. 2015; Seiwert et al., 2015; Rooney et al.,
2015). Ademas, los tumores contienen acumulaciones de mutaciones, lo cual puede generar
alteraciones en la secuencia de aminoacidos de las proteinas codificadas. Estas proteinas
mutadas, exclusivas del tumor que no se encuentran en las células normales, se conocen como
neoantigenos (Schumacher y Schreiber, 2015; Chen y Mellman, 2017). Los neoantigenos a
menudo son especificos de cada tumor y es poco probable que se compartan ampliamente entre
los tumores, incluso aquellos con la misma histologia. Si se presentan epitopes de neoantigenos
al sistema inmune, estos epitopes generan una respuesta inmune adaptativa selectiva para las
células tumorales que puede potenciarse y fortalecerse mediante los inhibidores de puntos de

control inmunologico (Schumacher y Schreiber, 2015; Yarchoan et al., 2017).
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Existen evidencias, en diferentes estudios, acerca del rol de los neoantigenos en la
respuesta a los ICI donde demuestran que una mayor carga de neoantigenos se asocia con una
mejor respuesta al bloqueo de CTLA-4 y PD-1 en pacientes con melanoma (Van Allen ef al.,
2015; Le et al., 2015). El estudio de neoantigenos, a partir del analisis computacional de
variantes somaticas, permite calcular la carga mutacional tumoral (TMB por su nombre en
inglés tumor mutational burden), medida como el nimero de mutaciones no sindonimas por
megabase secuenciada, la cual también se ha asociado con mejores respuestas a los ICI en
estudios de melanoma (Van Allen ef al., 2015; Snyder et al., 2014). Se ha demostrado que una
TMB mas alta se correlaciona con un aumento de neoantigenos presentados a través del MHC
en las células tumorales, lo que se espera que resulte en un aumento de los niveles de TILs

(Hugo et al., 2016).
1.4.5.2.1.2. Exclusion e inestabilidad de células T

Numerosos estudios han revelado los mecanismos moleculares subyacentes a la falta de
infiltracion de células T en el tumor y la resistencia de los pacientes con melanoma a estas
terapias, tales como la via de sefializacion activa intrinseca de melanoma Wnt/B-catenina
(Spranger et al., 2015) y el enriquecimiento de mutaciones en PTEN (Peng et al., 2016),
mutaciones de pérdida de funcion en las quinasas JAK1/JAK2 (que estan involucradas en la
sefalizacion de IFN-y) y microglobulina B2 (una subunidad del MHC-I) (Shin et al., 2017;
Zaretsky et al., 2016).

1.4.5.2.1.3. Tamafio del tumor

Ademas del perfil genético del tumor, se ha validado el tamafio del tumor inicial, mas
alcanzable clinicamente, como biomarcador predictivo en pacientes con melanoma. En un
estudio evaluaron el tamafio de los tumores en pacientes con melanoma y observaron que un
tamafio tumoral inicial por debajo de 10,2 cm se asocié con una mayor tasa de respuesta y
sobrevida global en la cohorte Pembrolizumab. En un andlisis multivariado de una cohorte de
459 pacientes también se demostrd que los pacientes con un tamafio tumoral inicial ain mas
bajo y una expresion alta de PD-L1 (mayor al 1% medido por IHC) se asocian de forma
independiente con una tasa de respuesta mas alta y una sobrevida global mas prolongada
(Joseph et al., 2018). Se propone que el tamafio del tumor inicial mas bajo corresponde a una

mayor respuesta inmune en estos tumores mas pequefios (Davis et al., 2019).
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1.4.5.2.2. Biomarcadores del TME
1.4.5.2.2.1. PD-L1

Debido al mecanismo de accion de PD-1, PD-L1 parece ser la opcion mas "obvia" como
biomarcador predictivo de respuesta. En algunos ensayos clinicos de estas terapias, no sélo en
melanoma, es comin observar el estado de PD-L1 inicial. En la practica clinica actual, el estado
de PD-L1 se puede obtener facilmente con IHC, pero el umbral para definir el estado de PD-
L1 es muy variable, entre el 1% y el 50%. Esta variacion viene acompafada de la variabilidad
técnica al momento de realizar el ensayo debido a la especificidad de los anticuerpos
disponibles para IHC (Patel y Razelle, 2015). La biologia de PD-L.1 en si misma también lo
convierte en un biomarcador desafiante: esta regulado por numerosas vias, incluidas muchas de
las cuales estan perturbadas en la transformacion maligna (MAPK, PI3K, Akt, HIF1, STAT3,
NFkB), es transitoria y esta sujeta a error de muestreo significativo (incluso dentro de un solo
paciente), y ademas puede ser expresado por células inmunes en el microambiente (Sanlorenzo
et al., 2018). Lo certero es que los pacientes cuyos tumores no expresan PD-L1 en la tincion
IHC atn pueden responder a los ICI, por lo tanto, este no seria un criterio excluyente. El ensayo
CheckMate-067 demostrd una respuesta mas baja pero aun asi respondieron comparando entre
los pacientes tratados con monoterapia o la combinacion de ICI con expresion negativa de PD-
L1 (Larkin et al., 2015). No ocurre en ciertos tipos de cancer, como cancer de pulmoén de células
no pequefas, cancer de mama triple negativo, o carcinoma de células escamosas de cabeza y

cuello, pero si en melanoma donde tiene un valor limitado como biomarcador.
1.4.5.2.2.2. Moléculas de superficie celular

Ademas del estudio de PD-L1 en la superficie celular, en estudios preclinicos con
modelos murinos se han estudiado el rol de otras moléculas inhibidoras alternativas, las cuales
provocan resistencia a la terapia con anti-PD-1 (Koyama ef al., 2016). Estas moléculas incluyen
TIM-3, LAG-3 y VISTA planteandose como posibles dianas para inhibidores de puntos de
control alternativos a los convencionales. También podrian servir como biomarcadores
potenciales para la respuesta de ICI y, de hecho, el aumento de la expresion de TIM-3 en las
células T y NK circulantes, antes y durante el tratamiento, se asocia significativamente con una

sobrevida global mas corta en pacientes con melanoma tratados con Ipilimumab (Tallerico et

al., 2016).

Pagina 41 de 212



U DE s‘“%”% ANALISIS DEL IMPACTO EN LA SOBREVIDA GLOBAL Y LIBRE DE PROGRESION EN PACIENTES CON
A R
1/ DIFERENTES TIPOS TUMORALES TRATADOS CON INMUNOTERAPIAS. Alves da Quinta, Daniela Belén

1.4.5.2.2.3. Linfocitos infiltrantes del tumor

CD8(+): Multiples estudios han demostrado que la respuesta a la inhibiciéon de PD-1 en
melanoma se puede predecir en base a la proporcion de células T en el tumor. Estas células
tienden a expresar mas PD-1 y CDS8, y presentar una mayor clonalidad del receptor de células
T (Chen et al., 2016; Daud et al., 2016; Tumeh et al., 2014). En melanoma, se cree que la
terapia anti PD-1 induce el rechazo del tumor predominantemente al reactivar las células T
CD8(+) que previamente se encontraban en un estado de agotamiento o exhausto. Muchos
estudios se han publicado para caracterizar los fundamentos moleculares de los linfocitos en el
tumor. Por ejemplo, los perfiles de expresion génica (GEP por su nombre en inglés gene
expression profiles) de las células T han sido analizados por Ayres et al, en donde se identifico
una firma de interferén-y compuesta de genes relacionados con la presentacion de antigenos, la
expresion de quimioquinas, y la actividad citotoxica, que son necesarias, pero no siempre
suficientes para el beneficio clinico (Ayers et al., 2014). Sade-Feldman et al, utilizando scRNA-
seq (por su nombre en inglés single-cell RNA sequencing) de células inmunes de 48 muestras
de melanoma, clasificaron a las células T CDS8 en dos grupos distintos asociados a regresion o
progresion del tumor. Su analisis identifico un factor de transcripcion clave, TCF7, como un
marcador de la respuesta tumoral a anti PD-1 independiente de la infiltracion total de células T
CDS8 en el tumor. Este factor de transcripcion es parte de la via de sefializacion Wnt/B-catenina
y es crucial para la diferenciacion, autorrenovacion y persistencia de las células T CD8 (Sade-

Feldman et al., 2018).

CD4(+): En otro estudio, describieron la expresion de células T no citotoxicas
CD4(+)Foxp3(-)PD-1(+) luego del tratamiento con anti CTLA-4 (post-tratamiento) y
postularon que este fenotipo, que es muy similar al de las células T auxiliares foliculares, puede
estar asociado con la progresion del tumor. Més recientemente, ese mismo grupo de
investigadores aclaré que la combinacion anti CTLA-4 y anti PD-1 en realidad tiene un efecto
modulador opuesto sobre este fenotipo (Zappasodi et al., 2018). A partir de esto, es razonable
plantear la evaluacion pre- y post-tratamiento con ICI tanto en monoterapia como en el
tratamiento combinado. Si bien la mayoria de las inmunoterapias contra el cancer se centran en
aprovechar la respuesta de las células T citotoxicas CD8 antitumorales, el papel potencial de

las células T colaboradoras CD4 se ha mantenido en un segundo plano. Se ha reportado que el
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papel multifacético de las células T CD4 desempefia un rol mas importante de lo que se pensaba

anteriormente en la inmunidad antitumoral (Tay et al., 2021).

T-regulatorias:  T-regs, una poblacion caracterizada por células T
FoxP3(+)CD25(+)CD4(+), suprime significativamente la respuesta inmunitaria (Tanaka y
Sakaguchi, 2017). Ademas de su funcién inmunosupresora, pueden ser un objetivo para la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) por Ipilimumab debido a sus altos
niveles de expresion de CTLA-4. De hecho, altos niveles de T-regs circulantes pre-tratamiento
se asocian con una sobrevida global més prolongada en pacientes con melanoma tratados con

Ipilimumab (Martens ef al., 2016).
1.4.5.2.2.4.  Células supresoras derivadas de mieloides (MDSC)

Las MDSC son una poblacion heterogénea de origen mieloide que se caracteriza por no
diferenciarse en granulocitos, macréfagos o células dendriticas (Weber et al., 2018). Se
expanden en entornos tumorales y suprimen fuertemente la actividad de las células inmunes,
incluidas las células T, a través de una variedad de mecanismos como la produccion de NO
(6xido nitrico) y la sobreexpresion de arginasa-1. Ambos procesos conducen a la detencion del
ciclo celular y la disminucion en la expresion del receptor de células T. Estudios clinicos y
experimentales han demostrado que una alta infiltraciéon de estas células en los tumores se
asocia con un mal pronostico y resistencia a las terapias (Mantovani et al., 2010; Gabrilovich
et al., 2012). La presencia de MDSC en sangre se correlaciona significativamente con una
sobrevida global mas corta en pacientes con melanoma tratados con Ipilimumab o Nivolumab

(Weber et al., 2016; Kitano et al., 2014).
1.4.5.2.2.5. MHC-1ylIl

Otro biomarcador importante de la respuesta a ICI en melanoma son los principales
complejos de histocompatibilidad [ y IT (MHC-I y II). La expresion de MHC-II se correlaciona
positivamente con una mejor respuesta a anti PD-1, asi como con una mejor respuesta y
sobrevida global prolongada. Una mayor expresion de MHC-II también se correlaciona con un
mayor infiltrado de células T CD4 y CD8 en el microambiente (Johnson et al., 2016). Mas
recientemente, un estudio realizado por Rodig et a/ evaluaron la expresion de MHC-I y MHC-
II en biopsias pre-tratamiento del CheckMate-064. Este analisis demostro que los pacientes con

expresion de MHC-II mayor al 1% se correlacionaban con una mayor probabilidad de
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enfermedad estable (SD por su nombre en inglés stable disease), respuesta parcial (PR por su
nombre en inglés partial response) o completa (CR por su nombre en inglés complete response)
en comparacion con enfermedad progresiva (PD por su nombre en inglés progressive disease)
tras el tratamiento con Nivolumab. Sin embargo, la expresion de MHC-II no predijo la respuesta
a la inhibicion de CTLA-4 con Ipilimumab, aunque niveles mas bajos de expresion de MHC-I
(menor al 30%) se correlacionaron con una mayor probabilidad de progresion de la enfermedad

luego del tratamiento con Ipilimumab (Rodig et al., 2018).
1.4.5.2.2.6.  Indice citolitico

La expresion de granzima A (GZMA) y perforina (PRF1) se asocia con la presencia de
infiltrado inmune citotoxico activado y expresion de genes de puntos de control inmune. Un
analisis de expresion génica confirmé que la expresion de GZMA y PRF1 en muestras de
melanoma se encuentra enriquecida en los pacientes respondedores a anti-CTLA-4 (Van Allen
et al., 2015). La expresion y relacion entre GZMA y PRF1 se utiliza para comprender el
microambiente tumoral. Este indice es calculado a partir de datos de expresion mediante la
media geométrica de PRF1 y GZMA, es decir, la raiz cuadrada del producto entre la expresion

de PRF1 y GZMA.
1.4.5.2.2.7. Metabolismo inmunolégico

Un enfoque emergente para comprender la respuesta a los ICI se basa en las
caracteristicas del metabolismo inmunolégico. En un andlisis estadistico protedmico basado en
espectrometria de masas se halldo que los tumores sensibles a ICI tenian mayor fosforilacion
oxidativa y metabolismo de lipidos en comparacion con los tumores resistentes a ICI. Los
estudios moleculares demostraron que el aumento del metabolismo de los lipidos aumentaba la

presentacion de antigenos (Harel et al., 2019).
1.4.5.2.3. Biomarcadores del huésped
1.4.5.2.3.1. Microbioma intestinal

Se ha demostrado, en un panel de pacientes con melanoma metastésico tratados con anti
PD-1, que una mayor microbiodiversidad gastrointestinal se asocia con una respuesta positiva
a los ICI (Zitvogel et al., 2018). Se observo abundancia de bacterias de la familia
Ruminococcaceae en los respondedores en comparacion con los no respondedores. Se plantea

la hipotesis de que este efecto se debe a una mayor respuesta inmunitaria y antitumoral mediada
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por una mayor presentacion de antigenos y una mejor funcion de las células T efectoras. Con
el fin de probar su hipotesis, realizaron un trasplante fecal de muestras de heces de pacientes
que respondieron o no a ICI en ratones y mostraron que los animales que recibieron trasplante
fecal de pacientes que respondieron tuvieron una mejor respuesta al tratamiento anti PD-1 in
vivo (Gopalakrishnan ef al., 2018). Ademas, en otro estudio sobre la evaluacion de las muestras
de heces de pacientes con melanoma metastasico antes del tratamiento con ICI mostrd que las
especies bacterianas Bifidobacterium longum, Collinsella aerofaciens y Enterococcus faecium
estaban enriquecidas en los respondedores a ICI (Matson ef al., 2018). También se ha reportado
que pacientes previos a ser tratados con ICI que tenian un tratamiento antibidtico previo (mas
de 30 dias antes del inicio de la inmunoterapia) tuvieron una respuesta peor que los pacientes

sin tratamiento con antibioticos previo (Pinato et al., 2019).
1.4.5.2.3.2. Marcadores de sangre periférica

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) elevada, el recuento de neutrofilos y la
proporcion de neutréfilos/linfocitos se correlacionan con peor respuesta a la inhibicion de PD-
1 como agente unico o al bloqueo combinado de CTLA-4 y PD-1 (Ferrucci ef al., 2016; Rosner
etal., 2018).

1.4.6. Terapias dirigidas en melanoma

Como se expuso anteriormente, la proteina quinasa BRAF estd mutada en
aproximadamente la mitad de los melanomas humanos (Davies et al., 2002). Drogas como
Vemurafenib y Dabrafenib, que inhiben BRAF, o Trametinib, que inhibe su sustrato rio abajo,
la proteina quinasa MEK, mejoran la sobrevida libre de progresion y la sobrevida global en el
60-80% de los pacientes que sufren de melanoma con BRAF mutado (BRAF-mut) (Flaherty et
al., 2010, 2012; Falchook et al., 2012; Hauschild et al., 2012; Long et al., 2012; Sosman et al.,
2012; Jang y Atkins, 2014). En el 2014, la FDA aprob6 el tratamiento combinado contra
BRAF+MEK basandose en los resultados superiores obtenidos en comparaciéon con la
monoterapia contra BRAF. La combinacion Dabrafenib+Trametinib es ahora la primera opcion
para el tratamiento de melanoma metastasico. La ANMAT aprobd en Argentina tanto el uso de

Vemurafenib como del inhibidor Dabrafenib.
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1.4.6.1.  Resistencia a terapias dirigidas

Aunque las respuestas de los pacientes a estas drogas son alentadoras, la duracion del
efecto clinico es limitada y la mayoria de los pacientes recaen después de so6lo 6-8 meses de
control de la enfermedad. Por otra parte, el 20-40% de los pacientes presentan resistencia
intrinseca o primaria a las drogas inhibitorias de BRAF/MEK (iBRAF/iMEK) y de este modo
pierden su respuesta al tratamiento. La resistencia a inhibidores de BRAF esta mediada por
diferentes mecanismos de reactivacion de las vias intracelulares de sefializacion favoreciendo
la progresion tumoral (Johannessen et al., 2010; Nazarian et al., 2010; Shi et al., 2012; Girotti
et al., 2013; Van Allen et al., 2013). Ademas, se ha observado que aquellos pacientes que
desarrollan resistencia a estas terapias no suelen responder a inmunoterapias como segunda
linea de tratamiento. Esto establece nuevas preguntas acerca de los mecanismos subyacentes
que no sblo generan resistencia a la terapia dirigida, si no que afectan también a la posible
respuesta a otras terapias (Ascierto et al., 2014). Se ha reportado que el desarrollo de resistencia
a terapias dirigidas induce cambios en el transcriptoma, proteoma y glicoma de células de
melanoma con un consecuente cambio en el microambiente tumoral que adquiere
caracteristicas inmunosupresoras, como un mayor reclutamiento de macrofagos M2 (pro-
tumorigénicos) (Hugo et al., 2015), disminucion del infiltrado de células T CDS8 y de la relacion

CD8/T-regulatorias (Frederick et al., 2013; Wilmott et al., 2012).

Cabe mencionar el rol del eje lectinas-glicanos, el cual forma un sistema de
comunicacion integrado y fuertemente regulado en el sistema inmune debido a que las lectinas
son las proteinas encargadas de decodificar la informacién provista por los glicanos al
reconocer estas estructuras glicosidicas en la superficie celular. A través de esta interaccion,
regulan procesos biologicos tales como el ciclo y la muerte celular, proliferacion y
diferenciacion. Este control se basa no s6lo en la regulacion de la expresion de las lectinas, sino
también en su afinidad y reconocimiento selectivo por ciertas estructuras glicosidicas, que
resultan de la actividad modulada de glicosidasas y glicosiltransferasas. En este sentido,
resultados han demostrado que Galectina-1 (Gal-1), una lectina de unioén a -galactosidos que
confiere un estado de inmunosupresion en el tumor (Rabinovich y Toscano, 2009; Rabinovich
y Croci, 2012), se encuentra sobre-expresada en células de melanoma resistentes a iBRAF e

iBRAF+IMEK, pudiendo ser este incremento el responsable del escape inmunoldgico al
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promover la polarizacion a macrofagos tipo M2 (Sef Starossom et al., 2012) y apoptosis de

células T (Chen et al., 2017).

1.5. Generalidades del cancer colorrectal

1.5.1. Incidencia a nivel global, origen vy factores de riesgo

El cancer colorrectal (CRC, por su nombre en inglés Colorectal Cancer) es una de las
causas mas importantes de morbilidad y mortalidad, relacionada al cancer, en todo el mundo.
A nivel global, hasta el afio 2020 segin The Global Cancer Observatory, existen
aproximadamente 1.931.590 personas diagnosticadas con cancer colorrectal al afio, y se estima
que este nimero continuard aumentando. El CRC es una enfermedad heterogénea que se
presenta en el colon y el recto, regiones del sistema gastrointestinal. El colon tiene cuatro
secciones denominadas colon ascendente, transversal, descendente y sigmoide, y en esta tiltima
es donde surge la mayoria de los CRC. Gran parte de estos tumores se desarrollan lentamente
a partir de polipos adenomatosos o adenomas (Levine y Ahnen, 2006). Si este crecimiento
anormal, conocido como polipo, eventualmente se vuelve canceroso, puede formar un tumor
en la pared del recto o el colon, y posteriormente crecer hacia vasos sanguineos o vasos
linfaticos, aumentando la posibilidad de metastatizar a otros sitios anatomicos. De los tumores
que comienzan en la region colorrectal, mas del 95% se clasifican como adenocarcinomas.
Estos comienzan en las glandulas productoras de moco que recubren el colon y el recto (Marley

y Nan, 2016).

La sobrevida de los pacientes con CRC depende en gran medida del estadio de la
enfermedad en el momento del diagndstico y, por lo general, varia entre una tasa de sobrevida
del 70% al 90% a 5 afios para pacientes en estadios no-metastasicos, mientras que para los
pacientes con CRC metastasico la tasa es del 10% (Haggar y Boushey, 2009). Generalmente,
el riesgo de ser diagnosticado con este tipo de cancer aumenta excesivamente luego de los 50
afios; otro de los factores de riesgo mas comunes son la historia familiar, enfermedades
intestinales inflamatorias, sindromes hereditarios tal como el sindrome de Lynch o poliposis
adenomatosa familiar (FAP por su nombre en inglés familial adenomatous polyposis). Ademas,
llevar un estilo de vida no saludable incrementa el riesgo, tal como una dieta alta en grasas,

tabaquismo, consumo de alcohol, y escasa actividad fisica.

Pégina 47 de 212



U DE s‘“%”% ANALISIS DEL IMPACTO EN LA SOBREVIDA GLOBAL Y LIBRE DE PROGRESION EN PACIENTES CON
A R
1/ DIFERENTES TIPOS TUMORALES TRATADOS CON INMUNOTERAPIAS. Alves da Quinta, Daniela Belén

1.5.2. Bases moleculares del cancer colorrectal

Por lo general, la formacion de CRC comienza con la transformacion del epitelio
colorrectal normal en un adenoma benigno y luego progresa a través de la acumulacion gradual
de multiples aberraciones genéticas y epigenéticas, que posteriormente conducen a tumores
invasivos y metastasicos. Hay tres vias principales asociadas a la progresion del cancer
colorrectal: inestabilidad cromosomica (CIN por su nombre en inglés chromosomal instability),
inestabilidad de microsatélites (MSI por su nombre en inglés microsatellite instability) y
fenotipo metilador de islas CpG (CIMP por su nombre en inglés CpG island methylator
phenotype). La mayoria de los CRC esporadicos (~85%) presentan CIN, con cambios en el
numero y la estructura de los cromosomas. Los casos esporadicos restantes (~15%) tienen
fenotipos de MSI. Sin embargo, el CRC hereditario tiene dos formas bien definidas: los
pacientes con FAP (<1%) heredan una copia mutada del gen APC (adenomatosis poliposis
Coli), mientras que el cancer colorrectal hereditario sin poliposis (HNPPC por su nombre en
inglés Hereditary Non-polyposis Colon Cancer o sindrome de Lynch) (1-3%) se caracteriza por
MSI, consecuencia de un sistema defectuoso en la reparacion de errores del ADN; denominados
estos genes en inglés mismatch-repair genes (MMR). Las otras formas de CRC hereditario
incluyen un sindrome raro llamado sindrome de poliposis hamartomatosa (<1%) y los casos
hereditarios comunes causados por mutaciones hereditarias menos penetrantes (32%) (Nguyen

y Duong, 2018).
1.5.2.1.  Inestabilidad genomica
1.5.2.1.1. Inestabilidad cromosomica

En cancer colorrectal la inestabilidad cromosomica es el tipo mas comun de
inestabilidad gendémica, la cual causa cambios en el numero y estructura de copias
cromosomicas (Lengauer et al., 1997). Estos cambios incluyen ganancias o pérdidas de
segmentos cromosomicos, reordenamientos cromosdmicos y pérdida de heterocigosidad (LOH
por su nombre en inglés loss of heterozygosity), lo que da como resultado variaciones en el
namero de copias de genes (CNV por su nombre en inglés copy number variations). Este tipo
de inestabilidad causa la pérdida fisica de una copia WT de algin gen supresor tumoral, como
APC, TP53 y SMAD4 (Grady y Markowitz, 2002; DeVita et al., 2008). Ademas, los tumores

CIN se destacan por la acumulacién de mutaciones en oncogenes especificos, incluidos KRAS
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y BRAF, contribuyendo asi a la tumorigénesis de este tipo de cancer. Segin el modelo
propuesto por Fearon y Vogelstein, la inactivacion de APC ocurre como primer evento, seguida
de mutaciones oncogénicas de KRAS en la etapa adenomatosa y, finalmente, la delecion del
cromosoma 18q y la inactivacion de TP53 en el cromosoma 17p (Fig. 6). Una pérdida alélica
de alta frecuencia en una region cromosomica especifica denota la presencia de un gen supresor
tumoral, que incluye APC en el cromosoma 5q, TP53 en el cromosoma 17p, DCC, SMAD2 y
SMAD4 en cromosoma 18q. Por el contrario, una ganancia de material cromosdémico sugiere
la presencia de oncogenes. En cancer colorrectal, las ganancias en el cromosoma 7 y los brazos
cromosomicos 1q, 8q, 12q, 13q y 20q han sido reportados en diferentes estudios. Se propuso
que estos cambios cromosomicos estan asociados a una ganancia y pérdida de funcion de genes
asociados a tumores ofreciéndoles ventajas que llevan a la conversion progresiva de células

normales a tumorales (Nguyen y Duong, 2018).

Aumenta CIN
Inestabilidad cromosémica (CIN)

LOH-18q (DCC)
SMAD4
2C t:;(::r:‘:rr:)ay KRAS Adenoma D4 TP53 Cancer
Epitelio normal cripta displdsica I intermedio Adenoma tardio (metastasis)
Lamina
Propria

CDC4

APC / via de
sefializacion Wnt

Muscularis
mucosae

Inactivacion de genes MMR y/o
hipermetilacion CIMP ol

Incremento COX-2 >| Pérdida 15-PGDH >
| Incremento EGFR >

Inactivacién TGF-B

Figura 6: Modelo de progresion adenoma-carcinoma en cancer colorrectal. La secuencia

Inestabilidad de microsatélite (MSI)

de adenoma-carcinoma esta causada por tres vias principales: CIN (inestabilidad
cromosomica), MSI (inestabilidad de microsatélite) y CIMP (fenotipo metilador de isla CpG).
Respecto a la progresion de CRC-CIN, el paso inicial es la formacion de adenomas, asociado

con la pérdida de APC. Los adenomas mdas grandes y los carcinomas tempranos adquieren
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mutaciones en KRAS, seguidas de la pérdida de SMADA4, que se encuentra rio abajo de TGF-
B, v finalmente mutaciones en TP53. Respecto a los CRC con MSI, se cree que el paso inicial
implica una alteracion en la serializacion de Wnt. Luego, es probable que ocurran mutaciones
en BRAF, en lugar de mutaciones de KRAS, aunque estas ultimas ocurren en una minoria de
casos. La AMMR en el CRC esporddico ocurre predominantemente por la disminucion de
MLH]I a través de la metilacion del promotor, y el estado de MSI (MSI status) aumenta por la
seleccion positiva de células tumorales con microsatélites mutados en MSH3 y MSH6. Se
produce una seleccion positiva adicional para las mutaciones que afectan a los microsatélites
en TGFBR2, IGF2R y BAX, que a su vez proporciona un mecanismo de progresion a carcinoma
independiente de TP53. Las vias clave de los factores de crecimiento que se alteran durante el
CRC se muestran en la parte inferior del diagrama. CDC4: proteina de control de division
celular 4. Adaptado y modificado con datos obtenidos de Walther et al., 2009; Markowitz y
Bertagnolli, 2009; Nguyen y Duong, 2018.

1.5.2.1.2. Defectos en la maquinaria de reparacion del ADN

En un subgrupo de pacientes con cancer colorrectal, existe la inactivacion de los genes
MMR, lo cual genera una deficiencia en la reparacion del ADN (dMMR por su nombre en
inglés mismatch-repair deficiency) (Fig. 6 y 7). La inactivacion de estos genes puede heredarse
(>95%), como en el HNPPC, o adquirirse (15-20%). En pacientes con HNPPC, los defectos en
la linea germinal de los MMR (principalmente MLH1 y MSH2) confieren un riesgo de por vida
de ser diagnosticados con cancer colorrectal, no sélo por estas mutaciones sino también por la
inactivacion somatica del alelo parental de tipo WT (Leach et al., 1993; Papadopoulos ef al.,
1994; Fishel et al., 1993; Bronner et al., 1994; Lynch et al., 2008). Las mutaciones de la linea
germinal de otro gen MMR, MSH6, atenua la predisposicion al cancer familiar (Miyaki et al.,
1997; Kastrinos y Syngal, 2007). En pacientes con CRC esporadico, el silenciamiento bialélico
de la region promotora del gen MLH1 por metilacion inactiva la reparacion de errores del ADN
(Veigl et al., 1998) (Fig. 6 y 7).
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Mutaciones en
APC, TP53 y KRAS
Metilacion de
MLH1

Fenotipo
metilador de isla

CpG (CIMP) Inestabilidad

cromosomica
(CIN)

Inestabilidad de
microsatélite
(Mms1)

Mutaciones en
BRAF

MSI
HNPPC (sindrome de Lynch)

Mutaciones germinales de
MHL1y MSH2

Figura 7: Vias de inestabilidad genética que impulsan las neoplasias colorrectales. Se
muestran las relaciones superpuestas que definen las principales vias de inestabilidad
genomica en CRC: inestabilidad cromosomica, el fenotipo metilador de isla CpG, y la
inestabilidad de microsatélites causada por defectos en los genes de reparacion de errores del
ADN que se heredan como defectos de la linea germinal (como en el sindrome de Lynch) o son
adquiridos somaticamente (por metilacion y silenciamiento epigenético de MLH1). Realizado

con datos recuperados de Nguyen y Duong, 2018.

La pérdida de la funcion de los MMR es fécil de reconocer por el fendmeno asociado
de MSI, los microsatélites son secuencias de ADN repetitivas que consisten en repeticiones en
tandem. Los pacientes con fenotipo MSI exhiben una alta frecuencia de errores de replicacion,
particularmente en secuencias de ADN repetitivas, principalmente debido al deslizamiento de
la ADN polimerasa (Nguyen y Duong, 2018). La dMMR también se pueden detectar mediante
analisis inmunohistoquimico, al identificar la pérdida de proteinas involucradas en la reparacion
del ADN (Thibodeau et al., 1993). Los tumores caracterizados por dMMR surgen
principalmente en el colon proximal y, en casos esporadicos, se asocian con la edad avanzada
(Lynch et al., 2008). Estos tumores se clasifican en funcion del nimero de microsatélites que
presentan inestabilidad, cuando mas del 30% de los marcadores presentan inestabilidad se lo

considera MSI-alto, aquellos con <30% se definen como MSI-bajo, y aquellos sin inestabilidad

Pégina 51 de 212



UADE s‘“%”% ANALISIS DEL IMPACTO EN LA SOBREVIDA GLOBAL Y LIBRE DE PROGRESION EN PACIENTES CON
R

f)
~— DIFERENTES TIPOS TUMORALES TRATADOS CON INMUNOTERAPIAS. Alves da Quinta, Daniela Belén

aparente poseen un fenotipo de microsatélites estables (MSS por su nombre en inglés

microsatellite stability) (Nguyen y Duong, 2018).

En la deficiencia de reparacion del ADN (dMMR), genes supresores de tumores, tales
como los que codifican TGF-BR2 (receptor de TGF-p tipo II; TGF-f por su nombre en inglés
transforming trowth factor-ff) y BAX (proteina X asociada a BCL2), las cuales tienen regiones
funcionales que contienen secuencias repetidas en tandem, pueden ser inactivadas (Grady y
Markowitz, 2002; DeVita et al., 2008). Una ruta alternativa para el desarrollo de céncer
colorrectal implica la inactivacion de la linea germinal de un gen de reparacion de escision de
bases MUTYH, también llamado MYH (Kastrinos y Syngal, 2007). La proteina MYH escinde
del ADN el producto 8-oxoguanina proveniente del dafio oxidativo a la guanina (Kastrinos y

Syngal, 2007).
1.5.2.1.3. Hipermetilacion del ADN

El silenciamiento epigenético, principalmente mediado por hipermetilacion del ADN,
es otro mecanismo de inactivacion de genes en pacientes con CRC (Kondo e Issa, 2004). Una
forma metilada de citosina (5-metilcitosina) define una quinta base del ADN, introducida por
metilasas que modifican las citosinas dentro de los dinucledtidos CpG. En el genoma normal,
la metilacion de citosinas ocurre en regiones de secuencias repetitivas de ADN por fuera de los
exones; se excluye en gran medida de las "islas CpG", las cuales son ricas en CpG en las
regiones promotoras, de aproximadamente, la mitad de todos los genes. En comparacion, en el
genoma del cancer colorrectal, existe una reduccion global de la metilacion de citosina, pero
adquieren hipermetilacion dentro de ciertas islas CpG asociadas a promotores de genes
supresores tumorales, lo que conlleva al tercer fenotipo CIMP. Esta hipermetilacion asociada a
promotores puede inducir el silenciamiento epigenético de la expresion génica. En el CRC
esporadico con MSI, el silenciamiento epigenético somatico bloquea la expresion de MLH1.
Los tumores colorrectales esporadicos con MSI se asocian casi exclusivamente con la
metilacion de MLH1 asociada a CIMP, lo que conduce a la inactivacion de este gen. Por el
contrario, los casos familiares de MSI (sindrome de Lynch) generalmente son causados por
mutaciones de la linea germinal en los genes MMR, que incluyen principalmente MLH1 y

MSH2 (Fig. 6 y 7).
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1.5.2.2.  Inactivacion de genes supresores tumorales mediada por mutaciones
1.5.2.2.1. APC

Los tumores colorrectales adquieren gran cantidad de cambios genéticos, pero ciertas
vias de sefializacion se destacan como factores clave en la formacion de tumores (Fig. 7). Uno
de estos cambios, la activacion de la via de sefializacidon Wnt, se considera como el evento
iniciador en CRC. La sefalizacion de Wnt ocurre cuando la proteina B-catenina se une a factores
nucleares para crear un factor de transcripcion que regula los genes involucrados en la
activacion celular (DeVita et al., 2008; Goss y Groden, 2000). El complejo de degradacion de
[-catenina controla los niveles de B-catenina mediante proteodlisis. Un componente de este
complejo, APC, no solo degrada a B-catenina, sino que también inhibe su localizacién nuclear.
La mutacion mas comin en CRC inactiva el gen que codifica la proteina APC. Por lo tanto, en
ausencia de APC funcional, la sefializacion de Wnt se activa de manera inapropiada y
constitutiva. Las mutaciones de APC en la linea germinal dan lugar a FAP, sindrome hereditario
de predisposicion a CRC. Mutaciones somaticas y deleciones que inactivan ambas copias de
APC estan presentes en la mayoria de los tumores y adenomas colorrectales esporadicos. El
gen APC también puede inactivarse epigenéticamente mediante la hipermetilacion del
promotor, ello se ha identificado en el 18% de los casos de carcinoma y adenoma colorrectal

primario (Nguyen y Duong, 2018).
1.5.2.2.2. TP53

La inactivacion de la via de p53 debida a la mutacion de TP53 es el segundo paso
genético clave en el cancer colorrectal. En la mayoria de los tumores, los dos alelos TP53 estan
inactivados, generalmente por una combinacidon de una mutacion sin sentido (missense
mutation en inglés; AT por GC) que inactiva la actividad transcripcional de p53 y una delecion
cromosomica 17p que elimina el segundo alelo TP53 (Grady y Markowitz, 2002; DeVita et al.,
2008). TP53 codifica un factor de transcripcion nuclear, en su forma WT regula el ciclo celular
y, por lo tanto, funciona como supresor tumoral. La inactivacion de TP53 a menudo coincide
con la transicion de adenomas grandes a carcinomas invasivos. En varios CRC con dMMR,
TP53 sigue siendo WT, aunque en estos tumores la actividad de la via de p53 probablemente

esté disminuida debido a mutaciones en el inductor de apoptosis BAX2 (DeVita et al., 2008).
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1.5.2.2.3. Via supresora tumoral de TGF-f8

La inactivacion mutacional de la sefalizacion de TGF-B es un tercer paso en la
progresion al cancer colorrectal. En aproximadamente un tercio de los tumores colorrectales,
las mutaciones somaticas inactivan TGF-R2 (Markowitz et al., 1995; Grady et al., 1999;
Wood et al., 2007). En los tumores con dIMMR, TGF-BR2 se inactiva mediante mutaciones de
cambio de marco de lectura (Markowitz ef al., 1995). En al menos la mitad de todos los tumores
colorrectales con MMR-WT, la sefializacion de TGF-B se anula al inactivar mutaciones sin
sentido que afectan el dominio quinasa TGF-BR2 o, mds cominmente, mutaciones y deleciones
que inactivan el componente rio abajo de la via TGF-, SMADA4, o sus factores de transcripcion
asociados, SMAD2 y SMAD3. Mutaciones que inactivan la via TGF-p coinciden con la
transicion de adenoma a displasia de alto grado o carcinoma (Markowitz et al., 1995; Eppert et

al., 1996; Grady et al., 1999; Wood et al., 2007; Leary et al., 2008).
1.5.2.3.  Activacion de vias oncogénicas
1.5.2.3.1. RASy BRAF

Varios oncogenes juegan un rol clave en el desarrollo de CRC (Fig. 6). Las mutaciones
oncogénicas de RAS y BRAF, que activan la via de sefializacion de MAPK, ocurren en el 37%
y el 13% de los CRC, respectivamente (Bos ef al., 1987; Davies et al., 2002; Kondo ¢ Issa,
2004; Siena et al., 2009). Mutaciones de RAS, principalmente en KRAS, activan la actividad
GTPasa que envia sefiales directamente a RAF. Las mutaciones BRAF sefialan la actividad
serina-treonina quinasa BRAF, que impulsa aiin mas la cascada de sefializacion de MAPK
(Siena et al., 2009). Las mutaciones BRAF son detectables incluso en pdlipos pequeiios (Kondo
e Issa, 2004), y en comparacion con las mutaciones RAS, son més comunes en polipos
hiperplasicos, adenomas serrados sésiles y tumores de colon proximales, particularmente en
aquellos con el fenotipo CIMP (Issa, 2004; Weisenberger et al., 2006; Jass, 2007) (Fig. 7). Las
mutaciones de KRAS han surgido como un importante biomarcador predictivo de resistencia a
los agentes contra EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico), incluidos

Panitumumab y Cetuximab (Nguyen y Duong, 2018).
1.5.2.3.2. PI3K

Un tercio de los tumores colorrectales poseen mutaciones somaticas en PI3KCA, gen

que codifica la subunidad catalitica de PI3K. Las alteraciones genéticas menos comunes que
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pueden sustituir a las mutaciones de PI3KCA incluyen la pérdida de PTEN, un inhibidor de la
senalizacion de PI3K, al igual que la amplificacion de IRS2 (sustrato 2 del receptor de insulina),
un activador rio arriba de la sefializacion de PI3K, y coamplificacion de AKT y PAK4, que son

mediadores rio abajo de la sefnalizacion de PI3K (Parsons et al., 2005).
1.5.2.4.  Vias de factores de crecimiento
1.5.2.4.1. Regulacion de la sefializacion de prostaglandinas

La activacion de las vias de factores de crecimiento es comun en este tipo tumoral (Fig.
6). Un paso temprano y critico en el desarrollo de un adenoma es la activacion de la sefializacion
de prostaglandinas. Esta respuesta anormal puede ser inducida por la inflamacion o la alta
regulacion asociada a mitogenos de COX-2, una enzima inducible que media la sintesis de
prostaglandina E2. La actividad de la prostaglandina E2 también puede incrementarse por la
pérdida de 15-PGDH (15-prostaglandina deshidrogenasa), enzima que limita la velocidad de
degradacion de las prostaglandinas (Myung et al, 2006; Backlund et al., 2005). En
aproximadamente dos tercios de los tumores colorrectales se han encontrado niveles elevados

de COX-2, y una pérdida de 15-PGDH en el 80% de esos tumores.
1.5.2.4.2. Receptor del factor de crecimiento epidérmico

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es una proteina soluble que tiene efectos
troficos sobre las células intestinales. Los estudios clinicos han reportado un papel importante
de esta sefializacion a través del receptor EGF (EGFR) en un subgrupo de tumores colorrectales
(Saltz et al., 2004; Cunningham et al., 2004; Van Cutsem et al., 2007). EGFR media la

sefalizacion activando las cascadas de sefalizacion MAPK y PI3K.
1.5.2.4.3. Factor de crecimiento vascular endotelial

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que se produce en estados de lesion
o durante el crecimiento del tejido normal impulsa la produccion de nuevos vasos sanguineos
estromales (angiogénesis). Estudios clinicos han sugerido el rol de las vias angiogénicas como

las involucradas en el crecimiento y desarrollo de cancer colorrectal (Hurwitz et al., 2004).
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1.5.3. Sistema inmune y cancer colorrectal

1.5.3.1.  Subtipos moleculares consenso de cancer colorrectal (CMS)

El sistema inmunologico tiene un efecto sustancial sobre la progresion del cancer
colorrectal. Con la propuesta de los subtipos moleculares consenso de cancer colorrectal (CMS
por su nombre en inglés consensus molecular subtypes) basados en perfiles transcriptomicos,
se han planteado multiples caracteristicas como responsables del desarrollo del TME y los
correspondientes mecanismos de evasion inmunologica (Roelands et al., 2017). Guinney et al.
propusieron cuatro subtipos bien definidos: CMS1 (MSI-inmune) caracterizado por
hipermutaciones, MSI y una fuerte activacion inmune; CMS2 (candnico) destacado por CIN y
la activacion de las vias de sefializacion Wnt y MY C; CMS3 (metabolico) se distingue por tener
mutaciones en KRAS y desregulacion metabolica evidente; y CMS4 (mesenquimal), este
subtipo discierne del resto por incremento en la expresion de genes mesenquimales, activacion
de TGF-B, infiltracion estromal y angiogénesis (Roelands et al., 2017; Guinney et al., 2017).
La composicion del TME varia significativamente entre los CMS. Tanto CMS1 como CMS4
presentan altos niveles de linfocitos CD8 citotdéxicos y macréfagos. El infiltrado de células
estromales es mayor en los tumores CMS4 en comparacion con otros CMS. El analisis de
expresion génica de quimioquinas, moléculas inflamatorias, genes inmunorreguladores, MHC,
factores del sistema de complemento y angiogénesis demostro diferencias significativas entre
CMS1 y CMS4, con CMSI1 exhibiendo una polarizacion Thl, y CMS4 mostrando un
incremento en la expresion de componentes del sistema de complemento, CCL2, factores

angiogénicos y moléculas inmunosupresoras (Guinney et al., 2017) (Fig. 8).
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Figura 8: Perfiles de transcripcion, mutaciones de los CMS y su asociacion con fenotipos
inmunes intratumorales caracteristicos. Se muestran los modificadores propuestos del
fenotipo inmunologico, ya sean genéticos (en amarillo) o ambientales (en rojo), respaldados
por evidencia experimental en CRC (bordes solidos) o respaldados por evidencia en otros tipos
de cancer (bordes discontinuos en gris). Respecto de la composicion del TME, CMS1 y CMS4
se caracterizan por niveles altos de TILs (azul), mientras que CMS4 también contiene
fibroblastos (rojo). Mientras que los tumores CMSI1 muestran una orientacion favorable
definida por la expresion de genes de Constante Inmunologica de Rechazo (ICR), asociados
con alta expresion contra-activa de moléculas de puntos de control inmunes, los tumores CMS4
tienen un fenotipo inmune inflamado y desfavorable, caracterizado por serializacion de TGF-

B, activacion del complemento y aumento de la angiogénesis. CMS2 y CMS3 son ambos poco
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inmunogénicos y se caracterizan por la exclusion de TILs en el sitio del tumor. CXCR3/CCRS:
receptor 3 de quimioquina (motivo C-X-C)/receptor de quimioquina C-C tipo 5; IDOI:
indolamina-pirrol 2,3-dioxigenasa; CCL2: ligando 2 de quimioquina (motivo C-C); CXCLI12:
ligando 12 de quimioquina (motivo C-X-C). Adaptado de Roelands et al., 2017.

Se ha observado, en un analisis de expresion génica mediante FACS (por su nombre en
inglés fluorescence-activated cell sorting) en muestras de CRC aislando linfocitos, fibroblastos,
células endoteliales y epiteliales, que los transcriptos asociados con un prondstico clinico
deficiente se originan predominantemente en las células estromales y epiteliales asociadas al
tumor. Muchas caracteristicas de este subgrupo de mal prondstico se superponen con los
tumores CMS4, incluido su pronostico, alta expresion de genes derivados del estroma y
senalizacion de TGF-fB. Por esta razon, se plantea que las células estromales determinan el
destino de estos tumores, prevaleciendo sobre las células inmunes infiltrantes. Dado el rol
inmunosupresor de TGF-f, se especula que esta citoquina es responsable del cambio en la
orientacion funcional del infiltrado inmune en estos subtipos de cancer inmunodeficientes

(Guinney et al., 2017).

A diferencia de los tumores CMS1 y CMS4 que se caracterizan por altos niveles de
infiltrado inmune, aunque antagonistas en cuanto a su orientacion funcional, CMS2 y CMS3
carecen de éste. Los tumores CMS1 que evaden al sistema inmune se caracterizan por una alta
expresion de PDCD1, CTLA-4 y PD-L1, mientras que los tumores CMS4 exhiben sefializacion
de TGF-B y expresion de CXCL12. Por el contrario, la expresion de todos estos genes
inmunosupresores en CMS2 y CMS3 es baja, lo que sugiere un mecanismo diferente de escape
inmunoldgico en estos subtipos. Cada vez hay mas evidencias que sugieren el rol de las vias
oncogénicas intrinsecas del tumor como las involucradas en la evasidn inmune mediante la
exclusion de las células T, como por ejemplo la activacion de la via de sefializacion Wnt/p-
catenina. Este mecanismo de escape inmunoldgico también podria aplicarse a los tumores
CMS?2 caracterizados por la activacion de esta misma via. Otra estrategia de los tumores
colorrectales para evadir el sistema inmunologico es la disminucion de la expresion de MHC-
I, lo que reduce la presentacion de antigenos asociados a tumores y el reconocimiento por parte
de las células inmunitarias. Dado que los tumores CMS2 y CMS3 representan
aproximadamente el 50% de los tumores de colon, la identificacion de los posibles mecanismos

de evasion inmunitaria es muy importante (Guinney et al., 2017) (Fig.8).
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1.5.3.2.  Infiltrado inmune en la metastasis del CRC

Aunque se ha realizado una extensa investigacion para definir el fenotipo inmunoldgico
del sitio primario del tumor colorrectal, la caracterizacion del CRC en el sitio metastatizado
(generalmente en higado o pulmones) es deficiente (Guinney et al., 2017). Hasta el momento,
el conocimiento acerca de la relacion entre los perfiles inmunes moleculares del tumor en el
sitio primario y metastasico asociado es relativamente escaso. Dado al avance de las terapias,
como los ICI, sera crucial definir las firmas de genes inmunes en las metastasis tumorales que

permitan la seleccion de la terapia mas beneficiosa.

1.5.4. Inmunoterapias en cancer colorrectal

El pronostico para los pacientes con CRC metastasico (mCRC) no es beneficioso. Por
lo tanto, el desarrollo de tratamientos eficaces para estos pacientes es una necesidad urgente
aun insatisfecha. En la ultima década, mediante el tratamiento con ICI se han obtenido
resultados exitosos, logrando respuestas duraderas a largo plazo en tumores soélidos
previamente dificiles de tratar, como en melanoma. Como se describi6 en la seccion 1.2.1.2.2.,
la utilizacion de Nivolumab, Pembrolizumab e Ipilimumab fue aprobada por la FDA en 2017
para pacientes con cancer colorrectal con los biomarcadores establecidos (ver Tabla II). En la
Argentina en el afio 2018, Ipilimumab, Nivolumab y Pembrolizumab obtuvieron la aprobacion

por parte de la ANMAT para tratar el cancer colorrectal.

Asi como estas terapias son eficaces para los subtipos de CRC que cumplen con dichos
biomarcadores, recibiendo el nombre de tumores dAMMR-MSI-H, son ineficaces en tumores
que son capaces de reparar errores en el ADN (pMMR por su nombre en inglés mismatch-
repair-proficient) y poseen un fenotipo MSS o MSI-bajo, denominados pMMR-MSI-L. En
estos tumores, los bajos niveles de TMB y la falta de células inmunes que infiltren al tumor se
han postulado como mecanismos de inmunorresistencia (Galon et al., 2006; Le et al., 2017).
Cabe destacar que el mecanismo de accion tanto de CTLA-4 como PD-1 es equivalente al

propuesto en la secciéon 1.2.1.2..
1.5.4.1.  Biomarcadores predictivos de respuesta en cdancer colorrectal
1.5.4.1.1. dMMR-MSI-Hy pMMR—-MSI-L

El CRC se puede clasificar en dos grupos discretos seglin los patrones de mutacion:

tumores que tienen una firma dAMMR-MSI-H y una alta TMB, y tumores que tienen una firma
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pMMR-MSI-L con una baja TMB. Es importante destacar que los tumores dAMMR-MSI-H
suelen encontrarse muy infiltrados por células inmunes, en particular linfocitos CD8, Th1, CD4
y macrofagos, y tienen un microambiente rico en interferones tipo I en comparacién con otros
CRC. Aproximadamente el 15% de todos los CRC son dIMMR-MSI-H. Los tumores en estadio
IV dAMMR-MSI-H constituyen s6lo del 2 al 4% de todos los mCRC. Los pacientes con este tipo
de tumores que hacen metastasis tienen un pronostico desalentador, pero la expresion de PD-1,
PD-L1 y CTLA-4 es elevada. Estas observaciones sugirieron que los CRC dMMR-MSI-H
podrian responder de manera eficiente al bloqueo de puntos de control inmunologico. A
diferencia de los pacientes con CRC dMMR-MSI-H, los ICI no han demostrado un beneficio
clinico en pacientes con CRC pMMR-MSI-L, los cuales constituyen la gran mayoria de los
pacientes con mCRC. La falta de reclutamiento de células inmunes al tumor parece ser el

obstaculo fundamental para la eficacia (Ganesh et al., 2019).
1.5.4.1.2. Neoantigenos y Carga Mutacional Tumoral

La presencia de dAMMR-MSI-H en tumores colorrectales, asi como en otros tumores
solidos, es un biomarcador claro para la respuesta potencial a los ICI, pero la identificacion de
biomarcadores predictivos mas precisos sigue siendo una necesidad clinica insatisfecha. Los
fundamentos y la relacion entre la carga mutacional, el rol de los neoantigenos y la respuesta a
la inmunoterapia se describié inicialmente para melanoma, y es aplicable a CRC. La carga de
mutaciones es casi veinte veces mayor en los tumores colorrectales AIMMR-MSI-H que en los
pMMR-MSI-L, ello como resultado la generacion de neoepitopes en el primero (Tumeh et al.,

2014; Rooney et al., 2015).
1.5.4.1.3. Mutaciones en POLE

Ademas de la hipermutacion de los tumores causada por la via AIMMR-MSI-H, estudios
gendmicos han revelado que tumores con mutaciones en el dominio de la exonucleasa POLE
también dan como resultado un perfil somatico notablemente hipermutado. Las mutaciones
recurrentes en POLE como R286R, R286H, V411L y S459F estan presentes en 1% a 2% de los
tumores CCR, con rara ocurrencia en mCRC. Los tumores con mutacién POLE suelen ser MSS,
ya que el sistema MMR permanece intacto. Al igual que los tumores inmunogénicos dAMMR -
MSI-H, los CRC con mutaciones en POLE también muestran un aumento de la infiltracion de

linfocitos T CDS, expresion de marcadores de células T citotoxicas y citoquinas efectoras, al
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igual que alta expresion de PD-1, PD-L1 y CTLA-4. Con respecto a las caracteristicas clinicas,
los tumores con CRC con mutacion en POLE generalmente se asocian con un estadio temprano
de la enfermedad, con el sexo masculino, una ubicacidén del tumor en el lado derecho y edad
mas joven en el momento del diagndstico. Dada la inmunogenicidad presente en los CRC con
mutaciones en POLE, el potencial terapéutico de los ICI para este subtipo de CRC es de

particular interés (Ganesh et al., 2019).
1.5.4.1.4. Biomarcadores relacionados a los CMS

Como la mayoria de los subtipos CMS1 muestran los biomarcadores mencionados
previamente, estos tumores logran ser candidatos 6ptimos para la inhibicion de los puntos de
control inmunitarios. Ademas, en este subtipo ocurre el comportamiento conocido como
constante inmunolégica de rechazo (ICR), se hace alusion a este concepto cuando ocurren
activaciones de vias especificas asociadas consistentemente con la destruccion especifica de
tejido. Se requerira una estrategia diferente para reactivar el sistema inmunoldgico para los
tumores CMS4, ya que tanto los mecanismos inmunosupresores como las células inmunes
presentes son diferentes (Fig. 8). Los tumores CMS2 y 3 son tipicamente poco inmunogeénicos
y carecen de infiltracion de células inmunitarias, por ende, para revertir estos tumores "frios"
en tumores "calientes", se deben identificar los mecanismos responsables de la ausencia de

células inmunitarias intratumorales y proponer estrategias frente a ello.
1.5.4.1.5. Otros biomarcadores para anti PD-1

Como se mencion6 en la seccion 1.4.8.2.2., el biomarcador mas ampliamente
investigado es la expresion de PD-L1 tumoral. Curiosamente, en algunos tipos de tumores,
como lo es en melanoma, podria ser util como biomarcador predictivo de respuesta a anti PD-
1, pero en CRC no se ha encontrado que la expresion de PD-L1 estuviera asociada con respuesta
o sobrevida (Ganesh et al., 2019). Se han descubierto biomarcadores de resistencia al bloqueo
de PD-1, como mutaciones adquiridas en JAK1, JAK2 y B2M en pacientes con melanoma,
como se menciona en la seccién 1.4.8.2.1., pero su rol en pacientes con CRC no esta bien
definido. Ademas, la ctiologia de los tumores AIMMR-MSI-H (linea germinal versus evento
somatico) no parece ser un biomarcador predictivo, ya que los tumores que surgen en pacientes
con sindrome de Lynch tienen respuestas similares a la terapia anti PD1 como tumores

esporadicos AIMMR-MSI-H (Ganesh et al., 2019).

Pégina 61 de 212



UADE g’“d"@“ ANALISIS DEL IMPACTO EN LA SOBREVIDA GLOBAL Y LIBRE DE PROGRESION EN PACIENTES CON

€%

“~—~" DIFERENTES TIPOS TUMORALES TRATADOS CON INMUNOTERAPIAS. Alves da Quinta, Daniela Belén

1.6. Ensavos clinicos

1.6.1. Factores de estratificacion

Los ensayos clinicos, aunque en teoria utilizan criterios de seleccidon de pacientes
similares, a menudo muestran una sorprendente heterogeneidad en las tasas de respuesta y
sobrevida. Una explicacion probable de este fendmeno son las diferencias en las caracteristicas
de los pacientes o los factores prondsticos, entendiendo a estos iltimos como una variable que
se puede utilizar para estimar la probabilidad de respuesta o sobrevida. Por lo tanto, un
componente critico del informe de un estudio sobre tratamientos contra el cancer es la
presentacion de las caracteristicas iniciales del paciente. La tabla de caracteristicas de los
pacientes debe convencer al lector de que la poblacion incluida en el estudio, en la medida de
lo posible, es representativa de la poblacion con este tipo de cancer visto en la practica clinica
(Sorbye et al., 2007). Sin embargo, aunque se informan muchos de los factores conocidos que
tienen valor pronoéstico, no hay consenso sobre qué variables clinicas especificas del paciente

informar y, a menudo, faltan datos importantes.

Los factores de estratificacion son componentes esenciales de los ensayos clinicos. La
estratificacion adecuada facilita la interpretacion simple de los resultados del estudio, el desafio
es identificar un subconjunto minimo de variables clinicamente relevantes para usar como
factores de estratificacion. El uso inadecuado de las variables de estratificacion puede resultar
en desequilibrios fortuitos entre los grupos de tratamiento, lo que podria provocar un
cuestionamiento de las conclusiones de un estudio (Bajorin, 2004). Entre las variables de
estratificacion mas comunes que utilizan los investigadores en los ensayos clinicos para cancer
se encuentra el sexo, la edad, el nimero de sitios metastasicos y cuales son, valores de escalas
de estado funcional (Performance Status en inglés; la escala mas utilizada es FEastern
Cooperative Oncology Group, ECOG), en algunos casos se informa el estado de PD-L1 en
porcentaje, niveles de LDH u otras enzimas como menor o mayor a un valor determinado,

numero de terapias previas y cuales fueron, estado de fumador, entre otros.
1.6.1.1. La edad
1.6.1.1.1. Fundamentos y criterios para estratificacion de pacientes

Convencionalmente, "anciano" se ha definido como una edad cronolédgica de 65 afios o

mas, mientras que los adultos de 65 a 74 afios se denominan "ancianos tempranos" y los
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mayores de 75 afios como "ancianos tardios". Sin embargo, se desconoce la evidencia en la que
se basa esta definicion. Se dice que originalmente se remonta a hace mas de un siglo en
Alemania, cuando el Canciller Bismarck del Imperio Aleman, selecciono a los 65 afos como
la edad a la que los ciudadanos podrian participar en el plan nacional de pensiones, ya que se
esperaba que la mayoria de la gente falleciera antes de llegar a esta edad. Sin embargo, con los
avances recientes en la ciencia y la medicina, la esperanza de vida promedio ha aumentado
rapidamente. Ahora, tal definiciéon de "anciano" para incluir simplemente a todas las personas
mayores de 65 afios podria ya no ser apropiada para esta era con una esperanza de vida de 80
afios (Orimo, 2006). Cabe destacar que el proceso de envejecimiento no es uniforme en toda la
poblacion debido a las diferencias genéticas, el estilo de vida y la salud en general. Por lo tanto,
la edad cronolégica no aborda la heterogeneidad observada entre los '"ancianos",
particularmente en lo que respecta a sus necesidades de farmacoterapia donde la
farmacocinética y los factores farmacodindmicos requieren la individualizacion de los
regimenes (Singh y Bajorek, 2014). Considerando lo mencionado, surge la pregunta si se
deberia utilizar un punto de corte global para la edad (ya sea 65 afios u otra clasificacion) en
todos los tipos de cancer o no, ya sea para tratar a un paciente con un tratamiento especifico,
analizar sobrevida o respuesta a tratamientos, o utilizar como criterio de exclusion a los

pacientes con cierta edad mayor al punto de corte establecido.

En los ensayos clinicos, tomando en este caso la variable de estratificacion edad, son
los investigadores a cargo los encargados de seleccionar la manera en la cual se presenta la
variable clinica. Esto se limita a tres opciones, la primera presentar la edad como variable
continua tanto para el grupo en estudio como el control, es decir se presenta como la mediana
o la media. Otra forma de presentarla es como categorica por defecto como "<=18 afios", ">18
y <65 aflos", ">=65 anos". Por ultimo, los investigadores tienen la posibilidad de seleccionar
ellos mismos la categoria de edad. Generalmente y en la mayoria de los ensayos ocurre lo
descripto en el ultimo caso, donde se suele elegir 65 afios como limite entre dos categorias

(National Institutes of Health, Department of Health and Human Services, 2016).

Estos criterios de estratificacion son diferentes para cada variable existente que se
presenta, tanto las de alcance clinico, que informan las caracteristicas de los grupos de pacientes
previo a someterse al estudio, como las variables de respuesta, sobrevida o efectos adversos. Es

importante destacar que en la presentacion de resultados de ensayos clinicos ocurre una falta de
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informacion individual respecto de los pacientes siendo esto una gran desventaja al momento

de analizar o interpretar los resultados del tratamiento utilizado.
1.6.1.1.2. Representacion de adultos mayores en ensayos clinicos oncologicos

Los adultos mayores son un segmento creciente en la poblacion oncoldgica, se estima
que la incidencia del cancer aumentara un 67%, entre 2010 y 2030, en personas con 65 afios o
mas. Sin embargo, un estudio del 2017 demostré que los adultos mayores no han estado
proporcionalmente muy bien representados en los ensayos clinicos, especialmente los mayores
de 75 afos (Singh ef al., 2017). Considerando todos los tipos tumorales y terapias oncologicas,
no so6lo melanoma, CRC e ICI, los pacientes de 70 afios o mas representan el 42% de la
poblacion total de cancer. Sin embargo, los pacientes de edad avanzada estan muy poco
representados en los ensayos clinicos que establecen los resultados para la eficacia y seguridad
de los tratamientos contra el cancer. Solo el 24% de los participantes en los ensayos registrados
en la FDA tienen mas de 70 afios, y menos del 10% de los pacientes de este grupo de edad
participan en los ensayos clinicos patrocinados por el Instituto Nacional del Cancer (National
Cancer Institute, NCI). En consecuencia, gran parte de lo que se sabe sobre los riesgos y
beneficios de las terapias para el cancer se basa en ensayos clinicos realizados en pacientes mas
jovenes y sanos, lo cual conduce a diferencias sistematicas en el tratamiento y disparidades en
los resultados en la salud entre las personas mayores y pacientes mas jovenes con cancer

(Sedrak et al., 2021).

A pesar de los esfuerzos de la FDA, a través de documentos preliminares, para promover
la inclusion de mas adultos mayores en los ensayos clinicos este sigue siendo un problema
recurrente. Estos documentos preliminares incluyen recomendaciones especificas con respecto
a la inclusion de pacientes con disfuncidon renal, cardiaca y hepatica y de pacientes con
neoplasias malignas previas o concurrentes, todas las cuales pueden aumentar con la edad. Es
importante que el espectro de adultos mayores incluidos en los ensayos clinicos sea
representativo de la poblacion prevista, incluidos aquellos con deterioro fisiologico. Ademas,
tener representados de forma equitativa a los adultos mayores en los ensayos clinicos respecto
de los jovenes es de gran importancia debido a que de esa forma se podran comprender los
resultados y el riesgo-beneficio del farmaco en toda la poblacion de pacientes, que
probablemente usara el tratamiento en la practica clinica. Por lo tanto, la poca representacion

que tienen los adultos mayores en los ensayos clinicos no se debe a un criterio de exclusion de
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los mismos, sino de una decision del investigador a cargo (U.S. Department of Health and
Human Services, Food and Drug Administration, Oncology Center of Excellence, Center for

Drug Evaluation y Research, Center for Biologics Evaluation y Research, 2020; Abbasi, 2019).

1.6.2. Medidas tradicionales de variables de eficacia (clinical endpoints)

Se ha observado que las curvas de sobrevida obtenidas en los ensayos con inhibidores
de puntos de control inmunolégicos se comportan de forma diferente a los tratamientos
convencionales. Si bien la pendiente no difiere mucho, e incluso se podria observar un efecto
perjudicial temprano (o falta de efecto en absoluto) en estudios comparativos con quimioterapia
o terapias dirigidas, es en la cola de la curva donde el beneficio de estas inmunoterapias es
maximo. En los puntos finales a mas largo plazo, la cola de la curva se aplana, identificando
una meseta de sobrevida de pacientes con respuestas duraderas, que es lo que hace que estas
terapias se distingan del resto de los tratamientos estandar (Champiat et al., 2018). Multiples
estudios con largos periodos de seguimiento han abordado con éxito este concepto (Garon et

al., 2019; Topalian et al., 2019; Larkin et al., 2019).

La sobrevida global (OS por su nombre en inglés overall survival), definida como el
tiempo desde el inicio del tratamiento hasta la muerte, sigue siendo el criterio de valoracion
clinico de referencia para los ensayos clinicos citotoxicos oncoldégicos. La OS mide tanto el
efecto del tratamiento como el impacto en la sobrevida de los eventos adversos relacionados
con el tratamiento. El resultado es claro y mensurable, y el beneficio de una sobrevida mas
prolongada es irrefutable. Otro criterio de valoracion de eficacia comin en los ensayos clinicos
ha sido la PFS (por su nombre en inglés progression free survival), definida como la duracion,
en tiempo, desde el inicio del tratamiento hasta el momento de la primera progresion tumoral
documentada o la muerte por cualquier causa. Tanto la PFS como la OS requieren un
comparador activo como terapia estandar existente o placebo, y ademas se necesitan grupos
grandes y aleatorizados. La mayoria de las aprobaciones de inmunoterapias se han basado en la
demostracion del beneficio de PFS u OS sobre las terapias estdndar como quimioterapia,
radioterapia, terapias dirigidas o combinaciones de éstas. Otra medida, no tradicional, es el
Criterio de Evaluacion de Respuesta en Tumores So6lidos (RECIST por su nombre en inglés
The Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) el cual proporciona un conjunto
estandarizado de reglas para la evaluacion de la respuesta mediante la disminucion del tamafio

del tumor, basado en imagenes que estan disponibles a nivel mundial e interpretables por la
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mayoria de los médicos. Para utilizar RECIST, el tumor debe poder medirse en radiografias,
tomografias computarizadas o resonancias magnéticas. Los tipos de respuesta que puede tener

un paciente son una CR, PR, PD y SD (Anagnostou et al., 2017)

La mayoria de las variables de eficacia utilizadas para la evaluacion de la quimioterapia
o0 la terapia dirigida, como la sobrevida global y la sobrevida libre de progresion, son precisas
para medir tratamientos sin intencion curativa. Tanto la OS como la PFS son apropiadas para
evaluar la actividad de agentes con control rapido del crecimiento tumoral, pero no para terapias
en las que su impacto en el control de la enfermedad puede verse s6lo con el tiempo. Es
importante tener en cuenta que, para los ICI, estas medidas podrian subestimar la actividad de
los agentes con enfermedad estable prolongada o respuestas no convencionales en un porcentaje
pequefio pero relevante de pacientes. Sin embargo, son las utilizadas en los ensayos clinicos
actuales. Teniendo en cuenta lo anterior, el nuevo concepto de sobrevida sin tratamiento (TFS
por su nombre en inglés treatment free survival) es un criterio de valoracion ideal para la terapia
del cancer, ya que considera a los pacientes que sobreviven a largo plazo, que estan libres de
progresion y sin necesidad de tratamiento adicional. En el ensayo CheckMate-067, el 74% del
52% de los pacientes que permanecieron vivos a los cinco afios en el grupo de terapia
combinada no recibieron tratamiento (Larkin et a/., 2019). Dado que estos pacientes obtienen
el mayor beneficio de los ICI, este criterio de eficacia debe introducirse en ensayos de este tipo.
Otras métricas de beneficio a considerar son las pruebas de calidad de vida o el tiempo para
iniciar el préximo tratamiento, considerando el bienestar de los pacientes de una manera global

mas significativa, ademas de la OS y PFS (de Miguel y Calvo, 2020).

1.7. Transcriptomica v cancer

1.7.1. Introduccién a la transcriptomica

La transcriptomica implica el estudio a gran escala de las moléculas de ARN expresadas
por las células en un momento determinado. El avance de la tecnologia hizo posible pasar de
estudiar la expresion de genes individuales al analisis de todo el ARN expresado. A diferencia
de lo que pasa con el ADN que es, en su mayor parte, idéntico en todas las células, el ARN que
se transcribe activamente en las células es dindmico. Lo cual permite un mayor entendimiento
de los procesos biologicos que suceden en las células y en condiciones especificas, y de los

mecanismos de regulacion de estos. Esta técnica puede también dilucidar la estructura,
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modificaciones y variaciones de transcriptos individuales en distintos contextos. De esta
manera, la transcriptomica es actualmente la herramienta fundamental de la gendmica
funcional, un campo de estudio que intenta integrar grandes cantidades de datos con el objeto
de entender los mecanismos que controlan el fenotipo celular, y en ultima instancia, el del
organismo completo (Cieslik y Chinnaiyan, 2017), en situaciones normales y patologicas. Las
herramientas para el estudio de la expresion de ARN han evolucionado con el paso del tiempo,
desde la aparicion de las técnicas de Northern blot (Alwine, Kemp y Stark, 1977) hasta llegar

a las tecnologias de nueva generacion de las que disponemos hoy en dia.

1.7.2. Secuenciacidn transcriptomica

1.7.2.1.  RNA-seq

La secuenciacion de ARN (RNA sequencing en inglés, RNA-seq) es una técnica de
nueva generacion que utiliza las nuevas tecnologias de secuenciacion de ADN para el analisis
transcriptomico. Previo a la secuenciacion se debe aislar y purificar el ARN de la muestra a
analizar, hay una gran variedad de protocolos para realizarlo dependiendo de la fuente desde la
cual se hara la extraccion y de las preguntas biologicas a ser interrogadas (Mortazavi et al.,
2008). Por ejemplo, en el caso de querer analizar solo el ARNm (ARN mensajero) se realizan
purificaciones especificas para obtener solo estas moléculas de ARN. Los protocolos también
toman en cuenta de la fragilidad del ARN en comparacion con el ADN, ademas de su
susceptibilidad a ser degradado por ribonucleasas. Luego de la purificacion, es necesario
fragmentar el ARN para obtener las longitudes 6ptimas segun el secuenciador a utilizar, hacer

la sintesis de ADN complementario (ADNCc) y adicionar los adaptadores de secuenciacion.
1.7.2.2.  scRNA-seq

Las tecnologias basadas en NGS (por su nombre en inglé€s next generation sequencing)
para genomica, transcriptomica y epigendmica se centran ahora cada vez mas en la
caracterizacion de células individuales. La secuenciacion de ARN (RNA-seq) se realiza
tipicamente en "volumen", lo que se conoce como bulk en inglés, y los datos representan un
promedio de patrones de expresion génica en miles o millones de células, esto podria ocultar
las diferencias biologicamente relevantes entre las células. scRNA-seq representa un enfoque
para superar este problema (Olsen y Baryawno, 2018) (Fig. 9). La primera descripcion del

analisis del transcriptoma por célula unica basado en NGS se publico en 2009, desde este
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estudio, ha habido una explosion de interés para entender la heterogeneidad celular (Tang et

al., 2009).

Analisis de célula unica ‘
(single-cell)

Datos de entrada

Revela heterogeneidad y
variabilidad de expresion de

Tejido SCRNA-seq Cada célula tiene un perfil de subpoblaciones de miles de
expresion diferente células
Anélisis en volumen -
(bulk)
Datos de entrada Expresion génica promedio de Heterogeneidad celular
todas las células enmascarada
RNA-seq

Figura 9: Diferencias entre RNA-seq y scRNA-seq. scRNA-seq revela heterogeneidad celular
la cual esta enmascarada en los métodos de RNA-seq. Adaptado de 10X Genomics, 2017.

Disponible en https://www. 10xgenomics.com/blog/.

1.7.3. La aplicacion de la transcriptdmica en cancer

El analisis de la expresion genética ha demostrado ser una herramienta muy valiosa para
entender los mecanismos moleculares detrds de la sensibilidad a firmacos y la respuesta a
tratamientos. Aunque los tumores evolucionan de manera independiente, la mayoria termina en
ultima instancia mostrando ciertos rasgos similares, conocidos como los sellos distintivos de la
enfermedad. Las células cancerigenas poseen funciones proteicas alteradas y transcripcion
aberrante como consecuencia de mutaciones y cambios epigenéticos. Esto conduce a
senalizacion celular y vias bioquimicas alteradas. Estas caracteristicas del tumor pueden ser
estudiadas mediante estudios de transcriptomica, ya que analizando la expresion de ARN es
posible detectar genes o vias biologicas que tengan aumentada o disminuida su expresion en
comparaciéon con la referencia. Por otro lado, el campo de la transcriptomica se ha
revolucionado con la aparicion de las tecnologias de NGS, que incrementan la eficiencia del
proceso, permiten analizar una mayor cantidad de muestras en simultaneo y a la vez reducen

los costos (Cieslik y Chinnaiyan, 2017).
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El analisis transcriptomico se ha convertido en una modalidad clave para el estudio de
los perfiles moleculares a gran escala en lineas celulares de cancer (como Encyclopedia of DNA
Elements - ENCODE, The Cancer Cell Line Encyclopedia - CCLE, y Genetech), de tejidos
normales (como el proyecto Genotype-Tissue Expression - GTEx y Human Protein Atlas -
HPA), y tejidos tumorales (como The Cancer Genome Atlas - TCGA) (Cieslik y Chinnaiyan,
2017). Estos proyectos con datos publicos disponibles posibilitan el analisis de la expresion de
células y tejidos de distintos tipos de cancer con grandes nimeros de muestras y la comparacion
con datos de tejidos normales. Esto esta acelerando el ritmo del avance en el conocimiento de
la enfermedad ya que los centros de investigacion de todo el mundo tienen a su alcance datos

que de otra manera les seria dificil obtener.

1.7.4. Herramientas computacionales para el estudio transcriptomico del cancer

La creacion de bases de datos publicas con perfiles de expresion genética de miles de
muestras tanto tumorales como de tejidos normales, junto a los adelantos en bioinformatica y
biologia computacional, abren el abanico de posibilidades para avanzar en el estudio del cancer
aunritmo que hubiera sido inimaginable hace unos pocos afios atras. Dentro de las herramientas
disponibles para el analisis de informacion proveniente de estudios de transcriptdmica podemos
destacar el analisis de expresion genética, el estudio del microambiente tumoral y la

composicion celular del mismo, y el andlisis global e integral de la enfermedad.
1.7.4.1.  Anadlisis de expresion genética

Los analisis de expresion genética en cancer se pueden clasificar principalmente en dos
tipos: el andlisis de expresion diferencial, que analiza el perfil de expresion del tumor en
relacion a muestras de tejido normal de referencia u otro tejido a comparar, y el analisis relativo,
que compara los niveles de expresion entre los distintos tumores u otras muestras (Cieslik y
Chinnaiyan, 2017). El andlisis diferencial es util para buscar cambios en genes especificos o
grupos de genes que puedan explicar diferencias fenotipicas y la propia evolucion de la
enfermedad, al compararlos con los valores de expresion del tejido de referencia. De este
analisis se desprende una lista de genes expresados diferencialmente, con la magnitud del
cambio y la significancia estadistica. A partir de esta informacion se pueden utilizar algoritmos
de analisis para encontrar vias biologicas enriquecidas, es decir, vias que posean una cantidad

de genes con expresion diferencial significativa. En cambio, el método de analisis relativo es
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util para caracterizar muestras individuales, siempre y cuando se cuente con una base de
conocimiento externo o con datos de referencia. Lo que se busca normalmente es identificar
aberraciones distintivas en un tumor individual, y poder clasificar subtipos tumorales en base a
distintas firmas de expresion genética. De los dos, el analisis diferencial es el mas utilizado en
la investigacion para generar nuevas hipotesis sobre los mecanismos tumorales, aunque el
enfoque relativo tiene un gran uso en el &mbito clinico y la medicina de precision ya que permite

estratificar pacientes segun las caracteristicas individuales de cada tumor.
1.7.4.2.  Anadlisis funcionales

Como se menciond previamente el analisis de expresion diferencial devuelve una lista
de genes expresados diferencialmente entre dos condiciones acompafiado de un p-valor
ajustado y estadisticos relevantes del analisis. Sin embargo, la lista en si misma no brinda
demasiada informacion, por lo tanto, surgen herramientas bioinformaticas que nos permiten
interpretar esa lista, ya sea explorando la anotacion de los genes obtenidos para encontrar
términos enriquecidos o también analizando el enriquecimiento de ese set de genes que pueden
estar o no asociados a una determinada via de sefializacién biologica, a una enfermedad o a una
firma genética. En este tipo de andlisis se utilizan set de genes de diferentes bases de datos para
comparar con los genes obtenidos en la lista de expresion diferencial. Una de las mas utilizadas
es The Molecular Signatures Database (MSigDB) (Subramanian et al., 2005; Liberzon et al.,
2011), una coleccion de conjuntos de genes anotados en donde también podemos encontrar una
recopilacion de otros sets de genes pertenecientes a otras bases de datos (GO, KEGG,
Reactome) (Ashburner et al., 2000; Kanchisa et al., 2000; Wu y Haw, 2017). Luego de
seleccionar los sets de genes a utilizar se pueden realizar diferentes analisis funcionales, como
lo son los andlisis de sobre-representacion de genes (Over Representation Analysis en inglés,
ORA) los cuales permiten determinar si algiin set de genes esta sobre-representado en la lista
de genes expresados diferencialmente. Otro ejemplo son los andlisis de enriquecimiento de
conjuntos de genes (Gene Set Enrichment Analysis en inglés, GSEA) que, a diferencia del
anterior, utiliza la lista de todos los genes analizados ordenados segun los estadisticos obtenidos
en el analisis de expresion diferencial previo. De este andlisis, se obtiene un puntaje que esta
relacionado con el grado de enriquecimiento de los distintos sets de genes entre aquellos que se
encuentran aumentados o disminuidos de manera significativa con respecto a la referencia.

Junto con este puntaje devuelve un p-valor ajustado para cada via enriquecida o set de genes
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que permite establecer la significancia estadistica de los resultados (Mootha et al., 2003;
Subramanian et al., 2005). Otro analisis de enriquecimiento que se utiliza es el que esta basado
en redes topoldgicas, las cuales incorporan al analisis de la lista de total de genes la topologia
de las redes de interaccion de proteinas. Es decir que no sdlo tiene en cuenta si los genes de una
via estan aumentados o disminuidos, sino que también va a considerar como es la relacion entre

estos genes y en qué posicion de la via se encuentra.
1.7.4.3.  Analisis de inferencia de actividad

Ademas de tener en cuenta los niveles de expresion de los genes y su participacion en
las distintas vias bioldgicas es importante entender el comportamiento o actividad de los
factores de transcripcion (FT) y de las vias de sefalizacion. Para ello recientemente han surgido
dos herramientas bioinformaticas que nos permiten realizar los analisis mencionados.
DoRothEA (Discriminant Regulon Expression Analysis) (Garcia-Alonso et al., 2019) es una
coleccion de recursos de dianas de transcripcion (regulones) que pueden servir como conjuntos
de genes para la inferencia de la actividad de los FT que los regulan. Estos regulones pueden
acoplarse con varios métodos estadisticos convirtiéndose en una herramienta de analisis
funcional para inferir la actividad de FT a partir de datos de expresion génica. La actividad se
calcula considerando no la expresion génica de los propios FT, sino los niveles de ARNm de
sus dianas transcripcionales directos. Por su parte, PROGENy (Pathway RespOnsive GENes)
(Schubert et al., 2018) estima la actividad de 14 vias de sefializacion mediante la combinacion
de conjuntos de genes correspondientes con un modelo lineal surgido de experimentos en donde
se perturbaron estas vias para ver su impacto en la expresion génica. De esta manera logra

inferir con precision la actividad de la via a partir de los datos transcriptomicos.
1.7.4.4.  Anadlisis del TME

En el ultimo tiempo se ha estado utilizando cada vez mas la informacion obtenida de
estudios transcriptomicos para dilucidar el rol del microambiente tumoral y su composicion.
Principalmente podemos distinguir dos tipos de acercamientos a este problema: el uso de
scRNA-seq y la inferencia indirecta por computadora a partir de datos de RNA-seq. Si bien son
cada vez mas los estudios de secuenciacion de células individuales, el uso de datos de expresion
total en una biopsia es lo mas utilizado hasta este momento debido a su mayor accesibilidad

dentro del ambito clinico. Este tipo de analisis se realiza principalmente con dos tipos de
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métodos: los de enriquecimiento, que utilizan analisis de enriquecimiento como los
mencionados anteriormente con set de genes especificos (marcadores) para cada tipo celular
que se quiere estudiar, y los denominados de “deconvolucion”, que utilizan firmas de expresion
genética especificas de distintos tipos celulares para inferir cuales estan presentes en la muestra
y en qué proporciones, utilizando modelos de combinaciones lineales (Finotello y Trajanoski,
2018). Entre las aplicaciones mas importantes de este tipo de estudios se encuentran la
posibilidad de estimar y evaluar el tipo de infiltrado inflamatorio que posee, las poblaciones del
sistema inmune presentes, y su relacion con el microambiente tumoral. De esta forma es posible
alcanzar un conocimiento mas profundo de estos factores, con el objeto de evaluar como

influyen en el desarrollo del cancer y en las respuestas a las distintas terapias.

Un ejemplo de estos métodos de deconvolucion para el andlisis de RNA-seq es
MIXTURE, un algoritmo de deconvolucion desarrollado en colaboracion con nuestro grupo
para inferir la proporcion relativa de células especificas a partir de muestras de tejidos
complejos utilizando su perfil de expresion genética (Fernandez et al., 2020). Requiere de una
matriz con una firma de expresion de referencia que es utilizada para estimar las proporciones
de cada tipo de célula de interés presente en la biopsia tumoral. La matriz utilizada por defecto
es la LM22 (de 547 genes) la cual contiene la firma de expresion genética de referencia que
permite diferenciar 22 tipos de células inmunes que infiltran tumores (Newman et al., 2015).
El programa cuenta con un modo relativo y otro absoluto. El modo relativo infiere la fraccion
relativa de cada tipo celular en una muestra, en donde el total de todos los tipos celulares
siempre suma 1. Esto permite comparar la proporcion en la que se encuentra un determinado
tipo celular en cada muestra. Por otro lado, el modo absoluto realiza una estimacion del
infiltrado total relacionando la media de la expresion de todos los genes de la matriz (LM22 en
este caso) y la media de la expresion del resto de los genes. Al comparar la expresion de estos
genes que conforman la firma molecular de estos 22 tipos celulares del sistema inmune contra
la expresion total es posible asignar un puntaje a la muestra que refleja el nivel de infiltrado
absoluto y es comparable entre las distintas muestras. A partir de este valor, el programa ajusta
las fracciones relativas calculadas para cada tipo celular calculando un valor absoluto para cada
uno. Esto permite comparar el nivel de infiltrado absoluto de un tipo celular entre distintas

muestras.
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La integracion de estas herramientas junto con el analisis del ADN (genomica) permiten
obtener una vision global de la enfermedad. La combinacion con la secuenciacion de ADN
permite evaluar y priorizar los genes que poseen mutaciones o alteraciones en el nimero de
copia segun su impacto real dentro de la dindmica tumoral. Los cambios a nivel genomico no
necesariamente se relacionan con alteraciones en los niveles de expresion, y por lo tanto en las
funciones biologicas. Por eso, es imprescindible la integracion de ambos enfoques, aumentando
de esta manera el potencial para entender los mecanismos bioldogicos que gobiernan el

desarrollo y el escape tumoral.

1.7.5. Transcriptdmica v medicina personalizada

La transcriptomica ha demostrado ser de suma utilidad para investigar la compleja
biologia del cancer. La utilidad clinica de RNA-seq ha sido demostrada por una serie de
programas de secuenciacion en los que mediante esta tecnologia se identificé un gran niimero
de eventos genéticos procesables, es decir, potencialmente sensibles a una terapia dirigida. Aun
asi, la secuenciacion de ADN dirigida es actualmente el método de eleccion para muchas
aplicaciones clinicas en oncologia de precision. E1 ADN es un analito muy estable y, por lo
tanto, es muy adecuado para el diagnostico molecular. Aunque los resultados de los paneles de
ADN mas grandes, como por ejemplo MSK-IMPACT, son suficientes para guiar a la mayoria
de los pacientes hacia drogas aprobadas por la FDA, muchos pacientes no responden a la terapia

o se ven afectados por efectos adversos graves (Cie$lik y Chinnaiyan, 2017).

En el contexto de la investigacidon en inmuno-oncologia, es cada vez mas claro que tanto
la inmunogenicidad del tumor como el infiltrado inmune asociado son fundamentales para una
respuesta positiva a las inmunoterapias. Debido a la complejidad de la respuesta inmune
adaptativa y la naturaleza dinamica de la evolucion y escape tumoral, es improbable que un
unico gen pueda predecir la respuesta a un tratamiento. En este sentido, el analisis
transcriptomico puede dar una vision mas precisa de los cambios que van sucediendo a lo largo
del tratamiento y puede asistir en la biisqueda de biomarcadores de respuesta a inmunoterapias
a través del estudio de firmas moleculares de expresion genética (Chen et al., 2016). Ademas,
el analisis del infiltrado inflamatorio y la composicion de células del sistema inmune pueden
servir como complemento al andlisis de la expresion tumoral, dandole a la transcriptomica un

valor inmenso en este campo de investigacion.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General

El presente trabajo de investigacion, que conforma mi Proyecto Final de Licenciatura,
tiene como objetivo realizar un andlisis del impacto en la sobrevida libre de progresion, la
sobrevida global y la respuesta a terapias de pacientes con diferentes tipos tumorales tratados
con inhibidores de puntos de control inmunolégico anti PD-1, anti PD-L1 y anti CTLA-4
respecto de las variables clinicas disponibles reportadas en ensayos clinicos, tal como la edad,
sitios metastasicos, estatus de fumador, entre otras, de los pacientes. Para esto, nos planteamos
analizar tanto datos genomicos como transcriptomicos de biopsias de pacientes tratados,
disponibles en bases de datos publicas, mediante herramientas bioinformaticas (in silico).
Asimismo, planteamos un abordaje experimental (in vitro) con el fin de estudiar el rol de
Galectina-1, una lectina con un rol inmunosupresor, tanto a nivel de proteinas como de ARN
mensajero en lineas celulares de melanoma, humanas y murinas, sensibles y resistentes a
terapias dirigidas con inhibidores de BRAF y MEK. Nuestro objetivo general es expandir el
conocimiento acerca de la respuesta a inmunoterapia en pacientes con cancer identificando
variables clinicas capaces de predecir el éxito de estas terapias, en combinacidon con

biomarcadores establecidos que lo respalden.

2.2. Objetivos Especificos

Los objetivos especificos de este proyecto son:

= Analizar la sobrevida de pacientes tratados con inhibidores de punto de control
inmunolégico de interés teniendo en cuenta diferentes variables clinicas que puedan
influir o no en la respuesta a estas terapias.

= FEstudiar la relacion entre las variables clinicas que influyen en la sobrevida y los
biomarcadores predictivos de respuesta reportados (intrinsecos del tumor, del huésped
y del TME) tanto en las cohortes de descubrimiento como de validacion, permitiendo
asi una estratificacion mas precisa y exacta de pacientes candidatos para los ICI.

= (Caracterizacion del microambiente tumoral teniendo en cuenta composicion celular,
vias bioldgicas activas, actividad de factores de transcripcion, y expresion diferencial

de genes tanto en el bulk como a nivel de célula tnica.
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= (Caracterizacion de las células de melanoma humanas y murinas resistentes a terapias
dirigidas en cuanto a la expresion de inmunomoduladores, tal como Galectina-1, a través

de técnicas de laboratorio.
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3. Hipotesis

Las inmunoterapias, especificamente los inhibidores de puntos de control
inmunologico, se consideran uno de los principales avances en el tratamiento del cancer. A
pesar de su éxito, solo un subconjunto de pacientes obtiene una respuesta benéfica, lo que
conlleva a la busqueda de biomarcadores predictivos. Estos biomarcadores se han explorado
gradualmente desde el punto de vista intrinseco del tumor, su microambiente y del huésped.
Han existido controversias acerca de si la eficacia de estos inhibidores difiere entre pacientes
jovenes y adultos, o mismo entre mujeres y hombres, pero con evidencias inconclusas (Yang et

al.,2020; Ye et al., 2020).

En melanoma, otro hito importante previo a las inmunoterapias, fueron los farmacos de
molécula pequefia para tratar a estos pacientes. Aunque las respuestas son alentadoras, la
resistencia intrinseca y adquirida siguen siendo un problema clinico persistente, como se
describi6 en la seccion 1.4.6.1. y tiene como consecuencia resistencia cruzada a la
inmunoterapia. Es por esto que existe una necesidad urgente de entender los mecanismos que

impulsan la resistencia a las inmunoterapias.
Por lo tanto, nos planteamos las siguientes hipatesis de trabajo:

A. La sobrevida libre de progresion y global en pacientes tratados con agentes anti PD-
1, anti PD-L1, anti CTLA-4 o la combinacion de éstos se asocia a variables, como la
edad y otras variables de alcance clinico, que pueden afectar a la respuesta de las

terapias.

B. En melanoma, el desarrollo de resistencia a iBRAF e iMEK genera un
microambiente tumoral inmunosupresor, siendo Galectina-1 uno de estos

moduladores que sostiene la resistencia cruzada a las inmunoterapias.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Recoleccion de datos: ensavos clinicos v pacientes individuales

4.1.1. Ensayos clinicos

Se consideraron los meta-analisis de los autores Wallis ef al., Yang et al.,y Ye et al para
obtener informacion sobre ensayos clinicos disponibles y actualizados de cancer tratados con
inhibidores de puntos de control inmunologico. Ademas, se realizé una busqueda exhaustiva en
la base de datos Pubmed a fin de obtener la mayor cantidad posible de ensayos clinicos para el
analisis, utilizando los términos immune checkpoint inhibitor, immune checkpoint blockade,
PD-1, PD-L1, CTLA-4, ipilimumab, tremelimumab, nivolumab, pembrolizumab, atezolizumab,
durvalumab, avelumab, clinical trials, cancer. Para su inclusion, los estudios tenian que

cumplir con los criterios que se muestran en la Tabla III.

Requisitos
Ensayos clinicos de inmunoterapias (anti PD-1, anti PD-L1, anti CTLA-4 o la combinacion
de éstas) para tratamiento del cancer en fases |, Il y Ill.
Datos disponibles del cociente de riesgos (HR) e intervalo de confianza 95% (IC 95%)
tanto para la sobrevida global como la sobrevida libre de progresion segun la edad,
smoking status (estado de fumador), metastatic sites (sitios metastasicos) o alguna otra
variable clinica relevante de los pacientes.
Datos disponibles de la cantidad de pacientes en cada grupo a comparar tanto para la
sobrevida global como la sobrevida libre de progresion segun la edad, smoking
status (estado de fumador), metastatic sites (sitios metastasicos) o alguna otra variable
clinica relevante de los pacientes.
En el caso de la edad, el criterio de estratificacion debia ser 65 afios ya que, de acuerdo a
la busqueda realizada, es el mas utilizado.

Tabla III: Criterios de inclusion para los analisis de ensayos clinicos. En caso de no cumplir

con los requisitos detallados, el ensayo clinico fue descartado para el analisis.

Se extrajeron los datos de las variables clinicas mencionadas, los cocientes de riesgo
necesarios, los intervalos de confianza del 95%, el afio de publicacion, el primer autor, el tipo
de cancer, la linea de tratamiento y los controles. Se encontraron mas de 50 estudios en Pubmed,
pero de éstos s6lo 34 fueron los que cumplieron con las condiciones necesarias para desarrollar
el analisis, de los cuales 14 corresponden a cancer de pulmén de células no pequefias [NSCLC]
(Antonia et al., 2018; Barlesi et al., 2018; Carbone et al., 2017; Fehrenbacher et al., 2018;
Gandhi et al., 2018; Hellmann et al., 2019; Herbst et al., 2016; Jotte et al., 2020; Paz-Ares et
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al., 2018; Reck et al., 2016; Reck et al., 2019; Rittmeyer et al., 2016; Willemijn et al., 2020;
West et al., 2019), 2 estudios a cancer de pulmon de células pequenas [SCLC] (Paz-Ares ef al.,
2019; Horn et al., 2018), 6 estudios a melanoma [SKCM] (Larkin et al., 2018; Hodi et al., 2010;
Hodi ef al., 2016; Larkin et al., 2019; Robert et al., 2015; Ribas et al., 2015), 3 estudios a
carcinoma de la unidn gastroesofagica [GOJC] (Kato et al., 2019; Kang et al., 2017; Shitara et
al., 2018), 2 a cancer renal [RCC] (Rini ef al., 2019; Motzer et al., 2018), 1 estudio a cancer
urotelial [URO] (Bellmunt et al., 2017), 1 estudio a cancer de cabeza y cuello [HNSC] (Cohen
et al., 2019), 1 estudio a cancer de mama [BRCA] (Schmid et al., 2019), 1 estudio a cancer
colorrectal [CRC] (Eng et al., 2019), 1 estudio a cancer de es6fago [EC] (Kojima et al., 2020),
1 estudio a carcinoma hepatocelular [HCC] (Finn et al., 2020), 1 estudio a mesotelioma

[MESO] (Maio et al., 2017).

Cabe destacar que tanto las variables clinicas extraidas de los ensayos clinicos (ver
Tabla V) como los datos acerca de los brazos de tratamiento (Fig. 10-13; ver Tablas VI-VIII)

se encuentran en la seccidn 5.2. del presente trabajo acompafiando a los resultados obtenidos.

4.1.2. Datos de pacientes a nivel individual

La obtencion de datos de pacientes a nivel individual fue a través de bases de datos
publicas como cBioPortal, TCGA y Pubmed utilizando los mismos términos que en la seccion
anterior. Ademas, como requisito adicional debian contar con datos transcriptomicos,
gendmicos o protedmicos para realizar los correspondientes analisis de biomarcadores. Para su

inclusién, los estudios tenian que cumplir con los criterios que se muestran en la Tabla IV,

Requisitos
Disponer de datos individuales de pacientes con distintos tipos de cancer en estadios
1 |avanzados (lll o IV) tratados con inmunoterapias (anti PD-1, anti PD-L1, anti CTLA-4 o la
combinacion de éstas).
Datos disponibles de la sobrevida global y libre de progresion (en dias, meses o ahos)
2 |junto con el censor (1 = vivo o remision; 0 = fallecido o progresion, dependiendo de la
sobrevida analizada).

Datos de alguna de las variables clinicas: edad, historia de tabaquismo, sitios metastasicos
o alguna otra variable relevante.

4 |Datos pre y post-tratamiento, preferentemente previo al tratamiento.

En caso de no disponer de datos de sobrevida pero si de variables clinicas, se incluyeron
de igual manera para el uso en la validacion de analisis con biomarcadores.
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Tabla IV: Criterios de inclusién para los analisis de los pacientes con diferentes tipos de
cancer a nivel individual. En caso de no cumplir con los requisitos detallados, el ensayo

clinico fue descartado para el andlisis.

Se extrajeron los datos de todas las variables mencionadas, el afio de publicacion, el
primer autor, el tipo de cancer, la linea de tratamiento especifica, y datos de biomarcadores.
Para las cohortes preliminares de descubrimiento, que cumplian con los requisitos 1 al 4, se
tuvieron en cuenta 10 estudios, y los tipos de cancer involucrados fueron diez: cancer de cabeza
y cuello (Samstein et al., 2019), cancer colorrectal (Samstein et al.,, 2019), cancer
esofagogastrico (Samstein et al., 2019), glioma (Samstein et al., 2019), cancer de mama
(Samstein et al., 2019), cancer de origen primario desconocido (Samstein et al., 2019), cancer
renal (Braun et al., 2020; Samstein et al., 2019), cancer de vejiga (Miao et al., 2018; Samstein
et al., 2019), cancer de pulmén de células no pequefias (Hellmann et al., 2018; Miao et al.,
2018; Rizvi et al., 2015; Samstein et al., 2019) y melanoma (Gide et al., 2019; Hugo et al.,
2016; Sade-Feldman et al., 2018; Samstein et al., 2019; Snyder et al., 2014; Van Allen et al.,
2015). La informacion relevante acerca de las terapias involucradas y la cantidad de pacientes
en cada tipo tumoral se encuentra en la seccion 5.3. (ver Tabla IX) acompafiada con los

resultados obtenidos.

Como se vera en la seccion 5.3. del presente trabajo, se obtuvieron resultados
significativos con las cohortes de descubrimiento Gide et a/. de melanoma tratados con la
combinacion anti PD-1+CTLA-4 y Samstein et al. de cancer colorrectal tratados con anti PD-
1, ergo como cohortes de validacion se utilizaron datos de TCGA y estudios con datos de
biomarcadores tanto para melanoma (Snyder et al., 2014; Van Allen et al., 2015; Hugo et al.,
2016; National Cancer Institute and National Human Genome Research Institute, 2016;
Auslander ef al., 2018; Sade-Feldman et al., 2018; Gide ef al., 2019 pre-anti PD-1) como para
cancer colorrectal (Yaeger ef al., 2018; Vasaikar et al., 2019; Giannakis et al., 2016; National

Cancer Institute and National Human Genome Research Institute, 2016).

4.2. Programas v algoritmos para el analisis bioinformatico

Para llevar a cabo los analisis bioinformaticos descritos a continuacion se ha utilizado

el lenguaje de programacion de codigo abierto y gratuito R (www.r-project.org). Se ha utilizado

el paquete de Bioconductor (www.bioconductor.org), que dispone de una biblioteca de librerias
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disefiados para el analisis de datos biologicos. Para el analisis de sobrevida global y libre de
progresion se utilizaron las librerias survminer y survival (Kassambara, Kosinski y Bieck, 2021;
Therneau, 2020). El analisis de mutaciones se hizo mediante maftools (Mayakonda et al., 2018).
Para el analisis de expresion diferencial se utilizaron las librerias edgeR (Robinson et al., 2010),
dplyr (Wickham et al., 2021), ComplexHeatmap (Gu et al., 2016), Glimma (Su et al., 2017). El
analisis GSEA se realizd mediante fgsea y se utilizo la libreria msigdbr para obtener los sets de
genes requeridos (coleccion Hallmark; coleccion de genes curados C2 de vias canonicas de
KEGG y REACTOME; coleccion C5 de Gene Ontology). Los analisis de inferencia de actividad
de factores de transcripcion y vias de sefalizacion se realizaron mediante los paquetes dorothea
y progeny, respectivamente, y las librerias tidyr (Wickham, 2021), tidyverse (Wickham et al.,
2019) y patchwork (Pedersen, 2020). Para el analisis de scRNA-seq se utilizo el paquete Seurat
(Stuart et al., 2019). Para la creacion de graficos se utilizo ggplot2 (Wickham, 2016), ggpubr
(Kassambara, 2020), pheatmap (Kolde, 2019). Para el grafico de la RT-qPCR se utilizo el
programa GraphPad Prism version 8 para Windows (GraphPad Software, San Diego,

California USA, www.graphpad.com).

4.3.  Analisis de los ensayos clinicos

Se realizd un enfoque habil o deft approach (Fisher et al., 2017) en el cual se evalia
solo la interaccion dentro del ensayo, y no entre ensayos, en este caso para cada tipo tumoral
especifico. Este enfoque se adhiere al principio de evaluar el efecto de interés medido dentro
de cada ensayo relevante. Por lo tanto, evaluamos el efecto de una variable clinica dada, como
por ejemplo la edad, calculando la razon entre los cocientes de riesgo o hazard ratios (HR) de
la sobrevida global (o sobrevida libre de progresion) entre pacientes menores a 65 tratados con
inmunoterapia y control, y pacientes mayores a 65 afios tratados de la misma forma. Esta
interaccion brinda informacion acerca de la sobrevida estudiada en pacientes menores o
mayores a 65 tratados con inmunoterapia. Lo mismo se realiz6 para los sitios metastasicos y el
estado de fumador del paciente, teniendo en cuenta que los grupos eran: metastasis presente en
un 6rgano o no, y para el caso del tabaquismo, fumador, no fumador o ex-fumador. El codigo
utilizado para este analisis se encuentra reportado en Ye et al. y los cocientes de riesgo

utilizados fueron extraidos de los ensayos clinicos mencionados previamente.
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4.4. Analisis de sobrevida

Las curvas de sobrevida Kaplan-Meier se modelaron mediante la funcion survfit(). Se
utilizo la prueba de rango largo bilateral o two-sided long-rank test para comparar las curvas de
sobrevida Kaplan-Meier. Los cocientes de riesgo (HR) se calcularon mediante el modelo de
riesgos proporcionales de Cox, utilizando la funcion coxph(), y se informé el IC del 95%. En el
caso especifico de la edad, para hacer mas eficiente el calculo de los puntos de corte se
realizaron iteraciones mediante un bucle for utilizando las mismas funciones descritas

anteriormente.

4.5.  Analisis del infiltrado inmune por RNA-seq y scRNA-seq

Los analisis de la composicion del infiltrado inmune en las muestras tumorales de RNA-
seq se realizaron mediante el algoritmo de deconvolucion MIXTURE implementado en R
(Fernandez et al., 2020). Se utilizaron para comparar las proporciones relativas de las
poblaciones celulares inmunes. En la seccion 1.7.4.4. se puede encontrar mas informacion

acerca del algoritmo.

Respecto a los porcentajes de células de cada grupo definido por los autores (Sade-
Feldman et al., 2018; Jerby-Arnon et al., 2018) en los datos de scRNA-seq de pacientes con
melanoma, se calculd el total de células de los grupos menores y mayores a 62 afios, y con ello
se calculo el porcentaje de cada poblacion celular en cada grupo de edad; en los grupos de las
células T CDS se realiz6 lo mismo, con la salvedad de que no se calcul6 el porcentaje dentro

del total de células sino dentro del total de las células T CDS.

4.6. Expresion diferencial en el bulk v célula iinica, v analisis funcionales

Para realizar el analisis de expresion diferencial en las muestras del Gide et al. (RNA-
seq) se partid de las counts, y se realizoé el analisis utilizando los paquetes mencionados
previamente. A partir de la tabla generada de genes con los estadisticos se realizaron los analisis

funcionales GSEA, PROGENy y DoRothEA explicados en la seccién 1.7.4.3..

Para el andlisis de expresion diferencial en cada grupo de célula inmune (Sade-Feldman
et al., 2018; Jerby-Arnon et al., 2018) se utilizo el paquete Seurat, y los filtros para considerar
validos los resultados fueron: (1) genes detectados en al menos un 50% de las células de alguno
de los dos grupos de pacientes, menores o mayores a 62 afios; (2) genes para los cuales haya

menos de un 25% de diferencia en el porcentaje de células que los expresan de cada grupo; (3)
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fold-change > 1, lo mismo que log2(FC) = log2(2), interpretdndolo como un aumento del doble

en la expresion de un grupo respecto al otro.

4.7. Lineas Celulares

Las lineas celulares A375, SKMEL28 y COLOS829 son lineas humanas provenientes de
la American Type Culture Collection cultivadas en Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM)
0 RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10%. La linea celular RG13.2 es una
linea celular murina. Las lineas resistentes A375, SKMEL28 y COLO829 ya habian sido
generadas en el laboratorio cultivando las células a lo largo de tres meses en medio con las
drogas (Dabrafenib 0,5 uM y Trametinib 0,05 uM). Respecto a la resistencia de la linea celular
murina, fue generada en el laboratorio a partir de un tumor de raton tratado previamente con las
drogas mencionadas, momento en el cual no respondié mas a la terapia se extrajo el tumor para
establecer la linea celular. Las lineas celulares utilizadas cuentan con el gen BRAF mutado

(BRAFV600E).

4.8. Inmunodeteccion de proteinas por Western blot

4.8.1. Obtencion de extractos celulares

Los extractos celulares fueron tratados 6 horas antes con las drogas Dabrafenib 0,5 uM
y Trametinib 0,05 uM. Los pasos descritos a continuacion se realizaron siempre sobre cubeta
con hielo. Las placas de células fueron provistas para luego realizar la lisis celular utilizando
Buffer Ripa (Sigma) con ayuda de un raspador, ademas a los extractos se les agregd tanto
inhibidor de proteasas (100X) como de fosfatasas (50X). Previo a la utilizacion del buffer de
lisis se removio el medio con pipeta y se realizaron tres lavados con solucion fisioldgica.
Obtenidos los extractos en tubos eppendof 1,5 mL, se centrifugd y se tomo el sobrenadante
donde se encontraban las proteinas. Luego, se almacenaron hasta el momento de su uso a -20
°C.

4.8.2. Cuantificacidén de proteinas

La cuantificacion de las proteinas totales se realizo por BCA utilizando el kit PierceTM
BCA Protein Assay (ThermoFisher Scientific). Se agregaron 100 pL de cada muestra diluida
1:100 en agua y 100 puL de cada estandar de BSA (0, 5, 10, 25, 50, 100 ng/uL de BSA) en
pocillos separados de placa de 96 pocillos. Los estandares de BSA fueron preparados con agua

y segun instrucciones del fabricante. Luego de obtener la placa con las muestras y la curva se
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la llevé a bloque térmico por 30 minutos tapada con papel aluminio. Transcurrido ese tiempo
se leyd la placa en lector de ELISA. La concentracion de proteina de la muestra se determin6
por extrapolacion de los valores de absorbancia de la muestra en la curva estdndar. A partir de
la ecuacion de la curva estandar se calcularon las concentraciones en ug/ul. de proteinas en cada

muestra.

4.8.3. Preparacién de las muestras para Electroforesis en gel

Tras la cuantificacion de las muestras, se mezclaron 18 pg de cada una de ellas con
buffer Laemmli 4X (Bio-Rad Laboratories) conteniendo [B-mercaptoetanol como agente

reductor, y se hirvié a 100°C durante 5 minutos.

4.8.4. Geles de poliacrilamida y Western blot

Se sembraron 25 pL de extractos celulares en geles de SDS- PAGE al 12,5% de
poliacrilamida, junto a marcadores de peso molecular (Amersham™ ECL™ Rainbow™ Marker
- Full Range) y se separ6 electroforéticamente en una cuba Mini- PROTEAN III (BioRad
Laboratories) aplicando 90 V durante el pasaje de las proteinas por la porcion concentradora
del gel y 120 V en la porcion resolutiva del gel. Las proteinas asi separadas fueron transferidas
a membranas de nitrocelulosa (Amersham, GE Healthcare) aplicando un voltaje de 90 V
durante una hora en una cuba de transferencia del sistema Mini- PROTEAN III (BioRad
Laboratories), en hielo. Finalizada la transferencia, la membrana fue bloqueada mediante
tratamiento con leche descremada al 5% en TBS-Tween 0,05% durante 60 minutos a
temperatura ambiente en agitador suave. Posteriormente se removi6 la solucion de bloqueo, se
realizd un lavado con TBS-Tween 0,05% y se incubd con el anticuerpo primario
correspondiente (anti-human Gal-1, Cell Signaling, anti-human ppERK 1/2, Cell Signaling;
anti-human ERK 1/2, Sigma) en leche descremada al 5% en TBS-Tween 0,05% durante 60
minutos en agitador. Se realizaron tres lavados con TBS- Tween 0,05% sobre la membrana, de
5- 10 minutos cada uno. Luego la membrana fue incubada por 120 minutos a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente (anti-rabbit o anti-mouse) unido a la
peroxidasa del rabano (HRP) diluido en TBS- Tween 0,05%. Seguidamente se realizaron 5
lavados con TBS- Tween 0,05% por 5 minutos cada uno y se reveld utilizando el equipo

G:BOX.
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4.9. PCR cuantitativa de transcripcion reversa en tiempo real (RT-qPCR)

4.9.1. Purificacién de ARN total

El ARN total de las lineas celulares en monocapa se extrajo con el reactivo TRIzol™

Reagent (TermoFisher Scientific) segun protocolo indicado por el fabricante, en algunos casos
con ayuda de raspador. Las muestras de ARN total purificado fueron cuantificadas utilizando
el espectrofotometro a pequeia escala Nanodrop 2000 (TermoFisher Scientific). La integridad

y calidad del ARN fue evaluada por la relacion entre las absorbancias 260/280.

4.9.2. Retrotranscripcion (RT)

La reaccion de retrotranscripcion se realizod siguiendo las instrucciones del fabricante
del kit, SuperScriptTM 1V First-Strand Synthesis System. La reaccion enzimatica de
retrotranscripcion se realizo con 2 pg de ARN total. E1 ADNc obtenido se almacend a -20 °C

hasta su utilizacion.

4.9.3. PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

Las reacciones de qPCR fueron realizadas en placas de 96 pocillos Multiplate (BioRad
Laboratories). En resumen, se incub6 1 uL. del cDNA obtenido previamente con 10 puL de la
mezcla maestra SYBR-Green (ThermoFisher Scientific) y la mezcla de cebadores
correspondientes para cada reaccion de interés. El control interno utilizado para la
normalizacion en la cuantificacion de ARN mensajero (ARNm) fue GADPH. Las reacciones
fueron incubadas en el equipo de PCR en tiempo real CFX96-Real Time System/C1000 Touch-
Thermal Cycler (BioRad Laboratories). Se utilizd el siguiente programa de PCR: 10 min. a
95°C; 39 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 15 segundos a 58 °C y 60 segundos a 60 °C; y por
ultimo un aumento de 0.5 °C cada 5 segundos desde 65 °C hasta llegar a los 95 °C para evaluar
las curvas de fusion (Curvas de Melting). Todas las muestras se evaluaron por duplicado
técnico. El analisis de los datos se realizo con el programa Bio-Rad CFX Manager 3.1. Se
utilizaron los valores de expresion en unidades arbitrarias calculados por el programa segtin el
Ct (Threshold Cycle o Ciclo Umbral) detectado en cada muestra y se normalizaron contra los

valores de GADPH.
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4.10. Estadistica

Se consideraron significativos resultados con un p-valor menor a 0,05. En el caso de
pruebas multiples se realizd un ajuste del p-valor por FDR (por su nombre en inglés False
Discovery Rate; tasa de falsos descubrimientos). En el caso de los resultados GSEA se

consideraron significativos los p-valores ajustados menores a 0,01.

Para los andlisis de respuesta (RECIST) en melanoma y el estado de MSI en los
pacientes con cancer colorrectal, se utilizo la prueba exacta de Fisher. Prueba de significancia
estadistica utilizada en el analisis de tablas de contingencia (2x2), util para datos categoricos.
La V de Cramer se utilizé para comprender la fuerza de la asociacion entre dos variables, la
cual permite obtener un indice con valor maximo (que indica la mayor asociacion entre
variables) igual a 1, mientras que el valor minimo es 0 e indica no asociacion. Las fuerzas de

asociacion se consideran de 0,10-0,30 pequena, de 0,30-0,50 mediana, y de 0,50 o mas, fuerte.

Para los andlisis de TMB, LDH, carga de neoantigenos y comparaciones entre las
proporciones de poblaciones celulares entre dos grupos, se utilizd la prueba U de Mann-
Whitney no paramétrica. En el caso de que haya mas de dos grupos para comparar se utilizo la

extension de la misma, la prueba de Kruskal-Wallis.
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5. Resultados

5.1. Resultados obtenidos en laboratorio de mesada (wet-lab)

Para corroborar y evaluar la resistencia de las células A375, SKMEL28, COLO829 y
RG13.2) a inhibidores de BRAF (Dabrafenib) y MEK (Trametinib) se realiz6 un Western blot
a partir de los extractos de proteinas proveniente de los respectivos cultivos celulares. Ademas,
se llevo a cabo la extraccion de RNA de lineas celulares de melanoma humanas (A375,
SKMEL28, COLO829) y murinas (RG13.2) sensibles y resistentes a inhibidores de BRAF y
MEK para realizar una PCR cuantitativa de transcripcion reversa en tiempo real (quantitative

reverse transcription real time PCR, RT-qPCR) con el fin de observar los niveles de expresion
de Gal-1.

5.1.1. Evaluacion de la resistencia a terapias dirigidas y niveles de Galectina-1 en lineas

celulares de melanoma humanas y murinas

Para el Western blot, se utilizo ERK total como control de carga y pp-ERK (ERK
fosforilado) para corroborar la resistencia en presencia de las drogas (Dabrafenib y Trametinib).
Se observa la resistencia de las células resistentes en medio con Dabrafenib y Trametinib (DT

DT) ya que hay banda (pp-ERK) en el revelado (Fig. 34).

p-ERK
A5 SKMEL28 RG13.2 coLos29
oT  DTOT oTOT pTOT oTOT
ERK total
A3TS SKMEL2S RG132 coLO829
pTOT pTOT oTOT oror

Figura 34: Western blot correspondiente a pp-ERK y ERK total. (S) hace referencia a las
células sensibles sin drogas en el medio; (S DT) a las células sensibles con drogas en el medio,
(DT) a las células resistentes sin drogas en el medio; (DT DT) a las células resistentes con

drogas en el medio.
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Se realiz6 una RT-qPCR para cuantificar los niveles de ARN mensajero de Gal-1 en las
lineas A375, SKMEL28, COLOS829 y RGI13.2 sensibles y resistentes a Dabrafenib y
Trametinib. Todos los genes fueron normalizados contra GADPH (Glyceraldehyde-3-
phosphate Dehydrogenase) para hacer el analisis. Dos de las lineas celulares (COLOS829 y
SKMEL28) no se muestran ya que no se observaron picos en las curvas ni de Gal-1 ni GADPH.
Sin embargo, en las Unicas muestras que se obtuvo un resultado, de la RT-qPCR, se puede
observar el aumento de la expresion de Galectina-1 en las células resistentes a la droga (Fig.

35).
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Figura 35: Griafico de barras representando en unidades relativas la expresion de
Galectina-1 en lineas celulares resistentes y sensibles. RG/3.2 (4) y (B) son réplicas

biologicas. (S) indica que son las células sensibles mientras que (R) resistentes.

No se pudieron realizar réplicas técnicas ni biologicas de las muestras debido a las
condiciones que se vivieron durante el 2020 y actualmente, so6lo fue posible una réplica
bioldgica de la linea celular RG13.2 murina. Debido a la imposibilidad de continuar con los
experimentos en laboratorio, por los motivos mencionados y de publico conocimiento (COVID-
19), se realiz6 el cambio de Propuesta de Tema para mi tesina de Licenciatura (Proyecto Final
de Ingenieria, P.F.1.); ergo se la orientd hacia un enfoque bioinformatico (in silico), siempre
centrandonos en el &mbito de la inmuno-oncologia. A continuacion, se exponen los resultados
obtenidos referidos al tema anterior con el fin de cumplir con los objetivos del trabajo y

corroborar nuestra hipotesis propuesta (ver Objetivos e Hipétesis).
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5.2.  Analisis en ensayos clinicos para evaluar la asociacion de variables clinicas con

la sobrevida global y libre de progresion en pacientes con cancer tratados con

inmunoterapias

Con el fin de evaluar los efectos de las diferentes variables clinicas reportadas en
diversos ensayos clinicos (fases I, II y III) de pacientes con distintos tipos de cancer tratados
con inmunoterapias anti PD-1, anti CTLA-4, anti PD-L1 o la combinacion de éstas, y evaluar
si cumplen un rol predictivo en la respuesta a inmunoterapia, se analizaron 34 ensayos clinicos
(ver Tabla V) que cumplieron con los criterios de inclusion descritos en la seccion Materiales
y Métodos. Obtuvimos informacion acerca de la edad, la historia de fumador del paciente y si
presentaban metastasis en higado o cerebro. Para los analisis de sobrevida global las variables
disponibles dentro de estos ensayos fueron la edad (n = 25), estado de fumador del paciente (n
= 15), y si tenian o no metastasis en higado (n = 7) o cerebro (n = 10). Para los andlisis de
sobrevida libre de progresion (PFS) las variables disponibles dentro de estos ensayos fueron la

edad (n=13) y el estado de fumador del paciente (n =5).
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Sobrevida global Sobrevida Ilhre de
_— progresion
Ensayos clinicos - n
Edad Tabaqui - Metdstasis Edad Tabaquismo
Higado Cerebro

Antonia etal. , 2018 Si Si No No No No
Barlesietal. , 2018 Si Si No No No No
Bellmunt et al. , 2017 Si Si Si No No No
Carbone et al., 2017 Si Si No No Si Si
Cohenetal., 2019 No Si No No No No
Eng et al., 2019 Si No No No Si No
Fehrenbacher et al., 2018 Si Si No Si No No
Finn et al., 2020 Si No No No Si No
Gandhi et al., 2018 Si Si No Si Si Si
Hellmann et al., 2019 No No Si Si No No
Herbst et al. , 2016 Si No No No Si No
Hodi et al., 2010 Si No No No No No
Hodi et al., 2016 Si No No No No No
Hornetal., 2018 Si No Si Si Si No
Jotte et al., 2020 No Si Si No No No
Kang et al., 2017 Si No Si No No No
Kato et al., 2019 Si Si No No No No
Kojima et al. , 2020 Si No No No No No
Larkin et al., 2018 Si No No Si No No
Larkin et al., 2019 Si No No No Si No
Maio et al., 2017 Si No No No No No
Motzer et al., 2018 No No Si No No No
Paz-Aresetal., 2018 Si No No No Si No
Paz-Ares et al., 2019 Si Si No Si Si No
Reck et al., 2016 No Si No Si No Si
Reck et al., 2019 No Si No Si No No
Ribas etal. , 2015 No No No No Si No
Rini et al., 2019 Si No No No Si No
Rittmeyer et al. , 2106 No Si No Si No No
Robert et al., 2015 Si No No No Si No
Schmid et al., 2019 No No Si Si No No
Shitara et al., 2018 Si No No No No No
West et al., 2019 Si No No No Si Si
Willemijn et al. , 2020 No Si No No No Si

Tabla V: Datos disponibles en ensayos clinicos. Se muestran los primeros autores de los
articulos de los ensayos clinicos reportados donde se obtuvieron datos de diferentes variables
clinicas (edad, tabaquismo y sitio metastdsico) tanto para la sobrevida global como para la
sobrevida libre de progresion. Para mds informacion sobre cada ensayo clinico, se encuentran

citados en la ultima seccion del presente trabajo.

5.2.1. Evaluacidn de la edad como variable clinica de respuesta a terapias en cancer

Como se menciono en la seccion 1.6.1.1., generalmente y en la mayoria de los ensayos
clinicos el investigador a cargo suele elegir 65 afios como limite para estratificar a los pacientes
en subgrupos de edad (National Institutes of Health, Department of Health and Human Services,
2016). Es por esto que se tuvieron en cuenta los ensayos que reporten los resultados con este

punto de corte.
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A partir de los cocientes de riesgo (HR por su nombre en inglés hazard ratio)
correspondientes a la sobrevida global tanto en pacientes menores y mayores a 65 afios por
separado, obtenidos de los ensayos clinicos, se realizo el enfoque habil o deft approach (Fisher
et al., 2017; ver Materiales y Métodos) con ¢l fin de obtener informacion acerca de la ventaja
del tratamiento con inmunoterapia, o en combinacién con otro tratamiento, en pacientes
menores y mayores a 65 afios. Teniendo en cuenta que los cocientes de riesgo obtenidos de los
ensayos clinicos, de pacientes menores y mayores, toman como referencia al grupo control,
mediante este enfoque se busca obtener como resultado si hay ventaja del tratamiento por sobre
el control en la sobrevida global en pacientes menores o mayores a 65 afios en un mismo tipo
de ensayo clinico, es decir mismo tipo de cancer en este caso. Cabe destacar que el grupo control
puede ser placebo u otro tratamiento tal como terapia dirigida, quimioterapia, radioterapia (Fig.
10) u otro inhibidor de punto de control inmunoldgico distinto al grupo tratado a evaluar (Fig.

11).
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Figura 10: Grafico de arbol para ensayos clinicos, sobrevida global: inmunoterapia vs.
control (terapia dirigida, quimioterapia u otro que no sea inmunoterapia). £/ cociente de
riesgo HR > 1 indica una ventaja de sobrevida global del tratamiento con inmunoterapia en
pacientes mayores a 65, mientras que un HR < I indica una ventaja de sobrevida global del
tratamiento con inmunoterapia en pacientes menores a 65, esto se debe a que se utilizo como

grupo referencia a los mayores. HR = 1 no hay diferencia entre los grupos. CRC: cancer

Pégina 91 de 212



G,

&

— ’%E
\ T

UADE!

..

ANALISIS DEL IMPACTO EN LA SOBREVIDA GLOBAL Y LIBRE DE PROGRESION EN PACIENTES CON
DIFERENTES TIPOS TUMORALES TRATADOS CON INMUNOTERAPIAS. Alves da Quinta, Daniela Belén

colorrectal; EC: cancer de esofago;, GOJC: carcinoma de la union gastroesofagica; HCC:

carcinoma hepatocelular; MESO: mesotelioma; NSCLC: cdncer de pulmon de células no-

pequernias; RCC: cdncer renal;, SCLC: cdncer de pulmon de células pequeiias;, SKCM:

melanoma; URQO: cancer urotelial; TT: terapia dirigida; CT: quimioterapia; P: placebo.
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Figura 11: Grafico de arbol para ensayos clinicos, sobrevida global: inmunoterapia vs.

inmunoterapia. £l cociente de riesgo HR > 1 indica una ventaja de sobrevida global del

tratamiento de la primera columna en pacientes mayores a 65, mientras que un HR <1 indica

una ventaja de sobrevida global del tratamiento de la primera columna en pacientes menores

a 65, esto se debe a que se utilizo como grupo referencia a los mayores. HR = 1 no hay

diferencia entre los grupos. Aclaracion: la primera columna corresponde al grupo tratamiento

ya que es el que se encuentra en estudio en los ensayos clinicos del presente andlisis. Por

consiguiente, la segunda columna corresponde al grupo control. SKCM: melanoma.
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Tomando las consideraciones descritas anteriormente, se realizé el mismo analisis para
la sobrevida libre de progresion en pacientes menores y mayores a 65 afios tratados con

inhibidores de PD-1, PD-L1 y CTLA-4 (Fig. 12 y Fig. 13).
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Figura 12: Grafico de arbol para ensayos clinicos, sobrevida libre de progresion:
inmunoterapia vs. control (terapia dirigida, quimioterapia u otro que no sea
inmunoterapia). El cociente de riesgo HR > 1 indica una ventaja de sobrevida libre de
progresion del tratamiento con inmunoterapia en pacientes mayores a 65, mientras que un HR
<[ indica una ventaja de sobrevida libre de progresion del tratamiento con inmunoterapia en
pacientes menores a 65, esto se debe a que se utilizo como grupo referencia a los mayores. HR

= 1 no hay diferencia entre los grupos. CRC: cdncer colorrectal; HCC: carcinoma
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hepatocelular; NSCLC: cancer de pulmon de células no-pequetias;, RCC: cdancer renal; SCLC:
cancer de pulmon de células pequeiias;, SKCM: melanoma,; TT: terapia dirigida; CT:

quimioterapia; P: placebo.
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Figura 13: Grafico de arbol para ensayos clinicos, sobrevida libre de progresion:
inmunoterapia vs. inmunoterapia. E/ cociente de riesgo HR > 1 indica una ventaja de
sobrevida libre de progresion del tratamiento de la primera columna en pacientes mayores a
65, mientras que un HR <l indica una ventaja de sobrevida libre de progresion del tratamiento
de la primera columna en pacientes menores a 65, esto se debe a que se utilizo como grupo
referencia a los mayores. HR = 1 no hay diferencia entre los grupos. Aclaracion: la primera

columna corresponde al grupo tratamiento ya que es el que se encuentra en estudio en los
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ensayos clinicos del presente andlisis. Por consiguiente, la segunda columna corresponde al

grupo control. SKCM: melanoma.

Observando los cocientes de riesgo junto con sus intervalos de confianza (IC 95%) (Fig.
10-13) para cada ensayo clinico evaluado por separado, se concluye que ninguno de éstos
mostrd una ventaja de sobrevida global ni libre de progresion en pacientes menores o mayores
a 65 afios, comparando con el respectivo control. Ocurren dos excepciones, en el ensayo de
Larkin ef al., 2018 donde se puede observar que el grupo de mayores a 65 afios tendria ventaja,
en la sobrevida global, respecto del grupo menor a 65 afios, y en el ensayo de Gandhi et al.,
2018 donde se puede observar que el grupo de menores a 65 afios tendria ventaja, en la
sobrevida libre de progresion, respecto del grupo mayor a 65 afios. Es importante destacar que,
ademas de la heterogeneidad que hay entre los grupos control, otro aspecto a considerar es que
en este andlisis primero se parte de la comparacion entre inmunoterapia y control de pacientes
menores a 65 afios, y la comparacion entre inmunoterapia y control de pacientes mayores a 65
afios, representados como cocientes de riesgo. A partir de alli, se obtiene el resultado presentado
en las Figuras 10 a 13. Por lo tanto, no se compara la sobrevida global o libre de progresion de
los pacientes tratados con inhibidores de puntos de control inmunolégico menores y mayores a

65 afios, para ello se debe realizar un andlisis donde se tienen datos de pacientes individuales.

5.2.2. Evaluacidn del tabaquismo como variable clinica de respuesta a terapias en cancer

La evidencia epidemioldgica de la asociacion entre el tabaquismo y el cancer comenz6
a surgir en la década de 1920, y en la década de 1950 se establecio la relacion causal con el
cancer de pulmon. A partir de alli, la evidencia de la asociacion entre el tabaquismo y el cancer
en otras partes del sistema respiratorio y del tracto digestivo comenzaron a acumularse (Gandini
et al., 2008). Es por ello que se tuvo en cuenta en este analisis la variable clinica del estado de
fumador del paciente al recibir agentes anti PD-1, anti CTLA-4 y anti PD-L1, o la combinacion
de éstos. El estado de fumador reportado por los investigadores en los ensayos clinicos se puede
exponer de la siguiente manera: ex-fumador, fumador o no fumador, aunque la mayoria de los

reportes contienen la informacion de ex-fumador y fumador en un mismo grupo.

Se realiz6 el mismo analisis que en la seccion anterior para la edad, con la salvedad de

que se realizaron las siguientes comparaciones: fumador vs. no fumador, ex-fumador vs. no
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fumador, y fumador/ex-fumador vs. no fumador, tanto para la sobrevida global (ver Tabla VI)

como la sobrevida libre de progresion (ver Tabla VII).

FUMADOR vs. NO FUMADOR

Autor Cancer Tra iento Control HR IC 95% Beneficio de la terapia
Kato etal., 2019 GOJC Nivolumab CcT 0.81 0.34-2.00 . No Fumador
Cohen et al., 2019 HNSC Pembrolizumab CToTT 0.79 0.38-1.70 . Fumador
Carbone et al., 2017 NSCLC Nivolumab CcT 1.00 0.46-2.30
Reck etal., 2019 NSCLC Pembrolizumab CcT 0.90 0.09-8.30
Willemijn et al., 2020 NSCLC Pembrolizumab + RT | Pembrolizumab 0.86 0.27-2.70
Bellmuntetal, 2017 | MNURONIN| _Pembrolizumab cr 0.30 0.13-0.99
EX-FUMADOR vs. NO FUMADOR
Autor Céncer Tratamiento Control HR IC 95% Beneficio de la terapia
Kato etal., 2019 GOJC Nivolumab CcT 1.40 0.70-2.60 . No Fumador
Cohen et al., 2019 HNSC Pembrolizumab CToTT 0.87 0.53-1.40 . Ex-Fumador
Carbone et al., 2017 NSCLC Nivolumab CT 1.10 0.54-2.10
Reck etal., 2019 NSCLC Pembrolizumab CcT 0.66 0.08-5.60
Willemijn et al., 2020 NSCLC Pembrolizumab + RT | Pembrolizumab 0.81 0.39-1.70
Bellmuntetal, 2017 __|INUROWIN _ Pembrolizumab cr 0.67 0.41-1.10
FUMADOR/EX-FUMADOR vs. NO FUMADOR
Autor Céncer Tratamiento Control HR IC 95% Beneficio de la terapia
Antonia et al., 2018 NSCLC Durvalumab P 2.10 0.91-4.70 . No Fumador
Barlesi et al., 2018 NSCLC Avelumab CT 0.49 0.27-0.90 - Fumador/Ex-Fumador
Fehrenbacher et al., 2018 NSCLC Atezolizumab CT 1.10 0.69-1.60
Gandbhi et al., 2018 NSCLC Pembrolizumab CcT 2.30 0.97-5.70
Reck etal., 2016 NSCLC Ipilimumab CT 0.94 0.68-1.30
Rittmeyer et al., 2016 NSCLC Atezolizumab CT 1.00 0.66-1.60
Hellmann et al., 2019 NSCLC N|v_(?lumab i cT 0.63 0.38-1.00
Ipilimumab
Jotte et al., 2020 NSCLC Atezolizumab + CT CT 1.00 0.50-2.10
Paz-Ares et al., 2019 Durvalumab + CT CcT 0.80 0.34-1.90

Tabla VI: Resultados obtenidos del analisis de tabaquismo para sobrevida global. Se
observan los tres escenarios posibles: fumador vs. no fumador, ex-fumador vs. no fumador,
y fumador/ex-fumador vs. no fumador. En cada caso se muestran el autor del articulo donde
se obtuvieron los datos, el tipo tumoral, grupo tratamiento y grupo control, el cociente de
riesgos (HR) y su intervalo de confianza del 95% (IC 95%). En estas ultimas dos variables, el
texto en verde indica beneficio para el grupo no fumador, mientras que el rojo indica beneficio
para el grupo fumador, ex-fumador o fumador/ex-fumador, dependiendo el escenario. GOJC:
carcinoma de la union gastroesofagica;, HNSC: cancer de cabeza y cuello; NSCLC: cancer de
pulmon de células no-pequerias; SCLC: cancer de pulmon de células pequenias;, URQO: cancer

urotelial; TT: terapia dirigida; CT: quimioterapia; RT: radioterapia; P: placebo.
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FUMADOR vs. NO FUMADOR

Autor Céncer Tratamiento Control HR 1C95% Beneficio de la terapia
Carbone et al., 2017 NSCLC Nivolumab CT 0.41 0.19-0.91 . No Fumador
Reck et al., 2016 NSCLC Pembrolizumab CcT 0.76 0.08-6.90 . Fumador
Willemijn et al., 2020 NSCLC Pembrolizumab + RT | Pembrolizumab 0.52 0.17-1.70

EX-FUMADOR vs. NO FUMADOR

Autor Cancer Tratamiento Control HR 1C95% Beneficio de la terapia
Carbone et al., 2017 NSCLC Nivolumab CT 0.45 0.23-0.91 . No Fumador
Reck et al., 2016 NSCLC Pembrolizumab CT 0.52 0.06-4.50 . Ex-Fumador
Willemijn et al., 2020 NSCLC Pembrolizumab + RT | Pembrolizumab 0.75 0.40-1.40

FUMADOR/EX-FUMADOR vs. NO FUMADOR

Autor Cancer Tratamiento Control HR 1C 95% Beneficio de la terapia
Gandbhi et al., 2018 NSCLC Pembrolizumab CT 2.30 0.97-5.70 . No Fumador
West et al., 2019 NSCLC Atezolizumab +CT CcT 1.00 0.55-1.90 . Fumador/Ex-Fumador

Tabla VII: Resultados obtenidos del analisis de tabaquismo para sobrevida libre de
progresion. Se observan los tres escenarios posibles: fumador vs. no fumador, ex-fumador
vs. no fumador, y fumador/ex-fumador vs. no fumador. En cada caso se muestran el autor del
articulo de donde se obtuvieron los datos, el tipo tumoral que en este caso fue sélo NSCLC,
grupo tratamiento y grupo control, el cociente de riesgos (HR) y su intervalo de confianza del
95% (IC 95%). En estas ultimas dos variables, el texto en verde indica beneficio para el grupo
no fumador, mientras que el rojo indica beneficio para el grupo fumador, ex-fumador o
fumador/ex-fumador, dependiendo el escenario. NSCLC: cdncer de pulmon de células no-

pequerias; CT: quimioterapia; RT: radioterapia.

Analizando los cocientes de riesgo junto con sus intervalos de confianza, en cada ensayo
clinico evaluado se observa que la mayoria no presenta una ventaja de sobrevida global ni libre
de progresion en pacientes fumadores, ex-fumadores o no fumadores. Como se puede ver en
las Tablas VI 'y VII en la columna de los intervalos de confianza, la gran mayoria toman al valor
nulo, interpretando asi que no habria beneficio significativo entre los grupos comparados. Las
excepciones fueron tres estudios: Barlesi et al., 2018 (fumador/ex-fumador vs. no-fumador;
0S), Carbone et al., 2018 (fumador vs. no-fumador; PFS) y Carbone et al., 2018 (ex-fumador
vs. no-fumador; PFS) donde se puede observar que los grupos fumador/ex-fumador, ex-
fumador y fumador, respectivamente, tendrian ventaja, en la sobrevida global y libre de
progresion, respecto del no-fumador. Al analizar estos resultados, se debe tener en cuenta la
heterogeneidad que hay entre los grupos tratados y los controles, y que no se compara

directamente la sobrevida global o libre de progresion de los pacientes tratados con
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inmunoterapia fumadores y no fumadores, al igual que ocurria con la edad previamente. Otro
aspecto a destacar es que son pocos los casos en los que el estado de fumador de los pacientes

se encuentra disponible en los reportes de los ensayos clinicos.

5.2.3. Evaluacidon del sitio metastasico como variable clinica de respuesta a terapias en

cancer

La metastasis cerebral es una de las complicaciones mas temidas del cancer, plantea una
importante mortalidad y morbilidad en pacientes con estadio avanzado. La esperanza y
prondstico de vida de las personas con metastasis hepaticas tiende a no ser curable
definitivamente. Ambos sitios metastasicos, higado y cerebro, suelen ser los mas reportados en
los ensayos clinicos. Por lo tanto, se realiz6 el mismo analisis que en las secciones de resultados
previas para la edad y tabaquismo. La comparacion fue entre grupos de pacientes que tenian o
no metastasis hepaticas o cerebrales, solo para la sobrevida global (ver Tabla VIII) ya que en
los ensayos clinicos donde reportaban los datos de sobrevida libre de progresion no se
encontraba la informacion acerca de sitios metastésicos.

METASTASIS EN CEREBRO

Autor Cancer Tratamiento Control HR 1C95% Beneficio de la terapia
Schmid et al., 2019 BRCA Atezolizumab + CT P+CT 1.60 0.85-3.10 . Metéstasis No
Fehrenbacher et al., 2018 NSCLC Atezolizumab CcT 0.74 0.42-1.30 . Metastasis Si
Gandhi et al., 2018 NSCLC Pembrolizumab CcT 0.68 0.36-1.30
Reck et al., 2019 NSCLC Pembrolizumab CcT 1.10 0.30-4.30
Reck et al., 2016 NSCLC Ipilimumab CcT 1.50 0.97-2.40
Rittmeyer et al., 2016 NSCLC Atezolizumab CcT 0.72 0.40-1.30
Hellmann et dl., 2019 NscLe Nivolumab * cr 083 | 049140
Ipilimumab

Horn et al., 2018 Atezolizumab P 1.60 0.66-3.70
Paz-Arez et al., 2019 Duvalumab + CT CcT 0.93 0.46-1.90
Larkin et al., 2018 Nivolumab CcT 1.80 0.85-3.60

METASTASIS EN HIGADO

Autor Céncer Tratamiento Control HR 1C 95% Beneficio de la terapia
Schmid et al., 2019 BRCA Atezolizumab + CT P+CT 0.87 0.61-1.20 . Metéstasis No
Kang et al., 2017 GOJC Nivolumab P 1.00 0.62-1.80 . Metaéstasis Si
Hellmann et al., 2019 NSCLC Nivolumab + cr 1.40 0.93-2.10
Ipilimumab
Jotte et al., 2020 NSCLC Atezolizumab + CT CcT 1.40 0.89-2.10
Motzer et al., 2018 RCC Nivolumab + ) 097 0.60-1.60
Ipilimumab
Horn et al., 2018 Atezolizumab P 1.30 0.75-2.10
Bellmunt et al., 2017 Pembrolizumab CcT 1.30 0.81-2.00

Tabla VIII: Resultados obtenidos del analisis de sitios metastasicos para sobrevida global.
Se observan los dos sitios metastasicos reportados en los ensayos clinicos analizados, higado
y cerebro. En cada caso se muestran el autor del articulo donde se obtuvieron los datos, el tipo

tumoral, grupo tratamiento y grupo control, el cociente de riesgos (HR) y su intervalo de

Pégina 98 de 212



UADE s‘“%”% ANALISIS DEL IMPACTO EN LA SOBREVIDA GLOBAL Y LIBRE DE PROGRESION EN PACIENTES CON
R

f)
~— DIFERENTES TIPOS TUMORALES TRATADOS CON INMUNOTERAPIAS. Alves da Quinta, Daniela Belén

confianza del 95% (IC 95%). En estas ultimas dos variables, el texto en verde indica beneficio
para el grupo que no tiene metastasis en ese organo, mientras que el rojo indica beneficio para
el grupo que tiene metdstasis en ese organo, ya sea higado o cerebro. BRCA: cancer de mama;
GOJC: carcinoma de la union gastroesofigica;, NSCLC: cdncer de pulmon de células no-
pequerias; SCLC: cancer de pulmon de células pequerias; RCC: cancer renal;, SKCM:

melanoma; URQO: cancer urotelial; TT: terapia dirigida; CT: quimioterapia, P: placebo.

Considerando los cocientes de riesgo junto con sus intervalos de confianza para cada
ensayo clinico se concluye que ninguno presenta una ventaja de sobrevida global en pacientes
que tengan o no metastasis al momento de recibir el tratamiento. Al igual que en los analisis
previos, se debe tener en cuenta la heterogeneidad entre los grupos tratados, y de donde surgen
las comparaciones. Ademas, son pocos los casos en los que el sitio metastasico de los pacientes

se encuentra disponible en los reportes de los ensayos clinicos, como ocurre con el tabaquismo.

5.3. Analisis genomico, transcriptomico v de sobrevida utilizando datos

individuales de pacientes con cancer tratados con inmunoterapias para evaluar

su asociacion con variables clinicas

Como se menciond en cada caso analizado, una de las razones por las cuales, en los
analisis anteriores realizados con datos obtenidos de ensayos clinicos, se obtuvieron resultados
inconclusos podria ser que no se esta comparando la sobrevida global o libre de progresion de
los pacientes tratados con ICI respecto de alguna variable de interés de manera directa, tal como
menores y mayores a 65 afios, fumadores o no fumadores, o que presentan metastasis en ciertos
sitios o no. Para ello se debe realizar un analisis donde se tienen datos individuales de pacientes
junto con su respectiva OS y PFS. Por lo tanto, se analizaron otros 10 estudios, que contenian
la informacion necesaria para realizar los analisis de sobrevida de forma directa entre los grupos
de interés. Para los analisis de OS se tuvieron en cuenta 8 de los estudios (Snyder et al., 2014;
Van Allen et al., 2015; Hugo et al., 2016; Sade-Feldman et al., 2018; Miao et al., 2018; Gide
et al., 2019; Samstein et al., 2019; Braun et al., 2020), mientras que para los analisis de PFS
fueron 6 estudios (Snyder ef al., 2014; Van Allen et al., 2015; Rizvi et al., 2015; Hellmann et
al., 2018; Gide et al., 2019; Braun et al., 2020). Se tuvo en cuenta la heterogeneidad que existe
entre los diferentes tipos de cancer dependiendo del tejido u 6rgano donde se formo, por lo
tanto, no se evaluaron todos los tipos tumorales en conjunto, sino que se los evalu6 por separado

(ver Tabla IX).
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Cancer Estudios Inmunoterapia N
Cabeza y Cuello Samstein et al. [ .1; PD-1/PD-L1 + CTLA-4 139
Colorectal Samstein et al. ; CTLA-4; PD-1/PD-L1 + CTLA-4 110
Esofagogastrico Samstein et al. ; CTLA-4; PD-1/PD-L1 + CTLA-4 126
Glioma Samstein et al. D-L1; PD-1/PD-L1 + CTLA-4 117
Mama Samstein et al. ; PD-1/PD-L1 + CTLA-4 44
Gide et al . ; PD-1+CTLA-4 105

Hugo et al. 37

Sade-Feldman et al. ; PD-1+CTLA-4 32

Melanoma

Samstein et al. _1; CTLA-4; PD-1/PD-L1 + CTLA-4 320

Snyder et al. CTLA-4 58
Van Allen et al. CTLA-4 110

Origen Primario Desconocido Samstein et al. ; CTLA-4; PD-1/PD-L1 + CTLA-4 88
Hellmann et al. PD-1 +CTLA-4 75

Mi tal | 12

Pulmon de Celulas No-Pequefias '|ac.) eta
Rizvi et al. 34
Samstein et al. [ ; PD-1/PD-L1 + CTLA-4 349
Braun et al. - 596
Renal

Samstein et al. [ [ ; PD-1/PD-L1 + CTLA-4 151

. Miao et al. - 12

Vejiga -

Samstein et al. ; PD-1/PD-L1 + CTLA-4 215

Tabla IX: Informacion relevante acerca de cada estudio. Se muestran los primeros autores
de los articulos donde se obtuvo la informacion necesaria para el andlisis, los tipos tumorales
presentes en cada uno de ellos, las inmunoterapias utilizadas, al igual que la cantidad de
pacientes (N). Para mds informacion sobre cada ensayo clinico, estos se encuentran citados en

la ultima seccion del presente trabajo.

5.3.1. Asociacidon de la sobrevida global y variables clinicas disponibles de pacientes con

diferentes tipos tumorales tratados con anti PD-1, anti CTLA-4 o la combinacioén de

estos.

5.3.1.1. Evaluacion de la edad como variable clinica de respuesta a inhibidores de punto

de control inmunologico en cancer

5.3.1.1.1. Andalisis de sobrevida del punto de corte mas utilizado en ensayos clinicos para

estratificar a los pacientes: 65 afnos

En primer lugar, para realizar este analisis de sobrevida, se tom6 como punto de corte
65 afios de edad debido a que es el mas utilizado en la estratificacion de pacientes, respecto de
esta variable clinica (ver seccién 1.6.1.1.1.). Los tipos de cancer presentes en los ocho estudios
considerados para el analisis fueron: cancer de cabeza y cuello, cancer colorrectal, cancer
esofagogastrico, glioma, cancer de mama, melanoma, cancer de origen primario desconocido,

cancer de pulmodn de células no-pequenas, cancer renal y cancer de vejiga (Fig. 14).
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Figura 14: Grafico de arbol para cada tipo tumoral especifico. E/ cociente de riesgo HR >
1 indica una ventaja de sobrevida global del tratamiento con inmunoterapias en pacientes
mayores a 65, mientras que un HR <[ indica una ventaja de sobrevida global del tratamiento
con inmunoterapias en pacientes menores a 65, esto se debe a que se utilizo como grupo
referencia a los mayores. HR = 1 no hay diferencia entre los grupos. Como referencia: rojo,

para los mayores a 65 arios; azul, para los menores a 65 arios.

A partir del grafico de arbol, observando los HR e intervalos de confianza, se encuentran
diferencias entre los grupos menores y mayores a 65 afios de edad en cancer colorrectal (CRC)
y cancer de cabeza y cuello (HNSCC por su nombre en inglés Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma), donde los mayores a 65 afios tienen una sobrevida global superior respecto de los

menores tratados con inmunoterapia. Sin embargo, el analisis anterior se realizé sin discriminar
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entre los distintos inhibidores de punto de control inmunolégico y, como se menciond en la
seccion 1.4.4., los ICI poseen mecanismos de accion diferentes. Por esa razon se decidio
considerar esta variable (ver Tabla X). Cabe destacar que solo se tuvieron en cuenta aquellos

tipos tumorales donde la cantidad de pacientes era al menos mayor a veinte (N > 20).

PD-1/PD-11
Cancer p-valor | N Menores | N Mayores HR IC 95%
Cabeza y Cuello 0.0335 78 53 1.69 1.03-2.77
Colorectal 0.0172 76 23 2.95 1.16-7.53
Esofagogastrico 0.2026 55 38 0.67 0.36-1.25
Glioma 0.7150 97 17 1.11 0.61-2.00
Mama 0.2626 18 2 0.41 0.09-1.88
Melanoma 0.7038 109 136 1.08 0.73-1.58
Origen Primario Desconocido 0.2311 47 29 1.54 0.76-3.13
Pulmon de Celulas No-Pequefias 0.5587 151 189 0.92 0.70-1.21
Renal 0.6676 491 227 0.96 0.79-1.16
Vejiga 0.6424 83 121 0.90 0.59-1.38
CTLA-4
Cancer p-valor | N Menores | N Mayores HR IC 95%
Mama 0.8848 17 3 0.88 0.20-4.00
Melanoma 0.4819 142 101 0.89 0.64-1.23
COMBO
Cancer p-valor | N Menores | N Mayores HR IC 95%
Esofagogastrico 0.5648 24 7 1.59 0.34-7.45
Melanoma 0.1900 111 63 0.68 0.38-1.21
Pulmon de Celulas No-Pequeiias 0.3484 14 7 2.14 0.43-10.6
Renal 0.1214 23 6 Inf 0-Inf
Vejiga 0.2693 14 9 0.51 0.15-1.68

Tabla X: Resultados obtenidos discriminando por terapia y tipo tumoral para evaluar el
punto de corte de 65 afos en la sobrevida global de los pacientes. Se observan tres
escenarios diferentes, pacientes tratados con anti PD-1/PD-L1, anti CTLA-4 o0 la combinacion
(combo) de estos dos. En cada caso se muestran el tipo tumoral, el p-valor obtenido de la curva
de sobrevida (Kaplan-Meier) de menores y mayores a 65 arios, la cantidad de pacientes
menores y mayores a ese punto de corte, el cociente de riesgos (HR) y su intervalo de confianza

del 95% (IC 95%). En negrita se marcan los resultados estadisticamente significativos.

De los resultados obtenidos, se observa que solo los pacientes tratados con anti PD-
1/PD-L1 mayores a 65 afios con cancer colorrectal y cancer de cabeza y cuello se encuentran
beneficiados respecto de la sobrevida global (Fig. 15), mientras que en los tratados con anti
CTLA-4 o la combinacion de estos ICI (anti PD-1/PD-L1 y anti CTLA-4) no se observan

diferencias significativas en ningun tipo tumoral. Cabe destacar que para los dos Unicos tipos
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de tumores en los cuales hay diferencias significativas (tratados con anti PD-1) no hay datos de

respuesta a anti CTLA-4 o la combinacion de terapias.

A Cdncer de Cabeza y Cuello B Cdncer Colorectal
1.00 1.00 4
p=0.033 p=0.017
HR = 1.691 HR =2.953
0.75 1C 95% = 1.035 — 2.766 0.751 IC95% =1.157 - 7.533

0.50 0.50 1

b

0.251 |

0.00 4

025

Probabilidad de Sobrevida Global

0.00

0 10 20 30 40 50 0 20 40 60
Tiempo (meses) Tiempo (meses)
Numero en riesgo Numero en riesgo
Edad=Mayor{ 53 23 7 3 1 1 Edad=Mayor{ 23 6 1 1
Edad=Menor{ 78 29 4 3 0 0 Edad=Menor{ 76 9 0 0

Figura 15: Curva de sobrevida global (Kaplan-Meier) para cancer de cabeza y cuello y
cancer colorrectal tratados con PD-1/PD-L1. El punto de corte es 65 anios para ambos. A.
Pertenece a la curva de sobrevida global de pacientes con HNSCC. B. Pertenece a la curva
de sobrevida global de pacientes con CRC. Se indica p-valor, cociente de riesgos (HR) e
intervalo de confianza (IC 95%). Referencia: azul indica los pacientes menores a ese punto de

corte, mientras que rojo indica los mayores.

5.3.1.1.1.1. Andlisis de biomarcadores pronostico para pacientes con HNSCC y CRC

menores y mayores a 65 afios.

Como se mencion6 en la seccion 2.1., nuestro objetivo general consiste en identificar
variables clinicas capaces de predecir el éxito de las inmunoterapias, en combinacién con
biomarcadores establecidos que lo respalden. Por lo tanto, se analizé el unico biomarcador
disponible dentro de los estudios analizados, siendo éste la carga mutacional tumoral (TMB)
luego del tratamiento. Se utilizo la prueba U de Mann-Whitney no paramétrica para comparar
la TMB de los pacientes menores y mayores a 65 afios, para cancer de cabeza y cuello y cancer
colorrectal, se obtuvo un p-valor mayor al nivel de significancia en ambos casos, p-valor = 0,26
y p-valor = 0,17, respectivamente. Ademas, se encontraban disponibles las mutaciones post-
tratamiento para analizar genes mutados diferencialmente entre los grupos, pero tampoco

obtuvieron un p-valor ajustado significativo (datos no mostrados).
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5.3.1.1.2. Busqueda de punto de corte optimo para la edad en diferentes tipos de cancer

distinguiendo por terapia, considerando la sobrevida global de los pacientes.

A través de un bucle for se realizaron iteraciones desde 55 hasta 70 afios para obtener
los p-valores, HR e intervalos de confianza del 95% para los diferentes tipos de cancer, que
presentaban informacion acerca de la sobrevida global, con el fin de encontrar el punto de corte
optimo para la edad en estos tipos tumorales discriminando entre inmunoterapias. El tinico tipo
tumoral que obtuvo resultados significativos fue cadncer colorrectal tratado con inhibidor de PD-
1/PD-L1 (ver Tabla XI), para el resto de los tipos de cancer analizados no se encontraron puntos

de corte significativos aun diferenciando por terapia (datos no mostrados).

PD-1/PD-L1
Punto (_ie corte p-valor N Menores | N Mayores HR 1C95%
(afios)
67 0.0155 81 18 3.84 1.18-12.5
65 0.0172 76 23 2.95 1.16-7.53
63 0.0244 72 27 2.47 1.09-5.57
61 0.0357 65 34 2.10 1.03-4.29
70 0.0397 87 12 3.98 0.96-16.6
66 0.0437 79 20 2.53 0.99-6.46
60 0.0459 63 36 198 1.00-3.96
64 0.0608 74 25 2.14 0.95-4.82
68 0.0677 85 14 2.85 0.88-9.28
69 0.0677 85 14 2.85 0.88-9.28
62 0.0703 69 30 1.95 0.93-4.09
59 0.1371 61 38 163 0.85-3.15
56 0.1576 52 47 1.56 0.84-2.91
55 0.1597 48 51 1.55 0.84-2.85
57 0.2392 53 46 1.45 0.78-2.71
58 0.3952 56 43 131 0.70-2.44

Tabla XI: Puntos de corte para la edad en pacientes tratados con anti PD-1/PD-L1 con
cancer colorrectal considerando la sobrevida global. Se muestran las iteraciones de 55 a 70
arios, el p-valor obtenido de la curva de sobrevida (Kaplan-Meier) de menores y mayores a
cada punto de corte, la cantidad de pacientes menores y mayores a ese punto de corte, el
cociente de riesgos (HR) y su intervalo de confianza del 95% (IC 95%). En negrita se marcan
los resultados estadisticamente significativos, es decir, p-valor < 0,05 e IC 95% sin tomar al

1,00.
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5.3.1.1.2.1. Analisis de biomarcadores pronostico de la cohorte de descubrimiento para
CRC tratado con anti PD-1/PD-L1 considerando los puntos de corte de edad

significativos.

Los puntos de corte que se tuvieron en cuenta para realizar el analisis de TMB post-
tratamiento fueron 61, 63, 65 y 67 afios (Fig. 16). Las edades 60, 66 y 70 fueron significativas
respecto del p-valor en el analisis anterior, pero al observar el intervalo de confianza toman al
valor nulo indicando que no habria diferencias entre los menores y mayores a ese limite de
edad. Sin embargo, cabe destacar que la tendencia se observa siempre en beneficio de la

sobrevida global para los mayores a los puntos de corte analizados (HR > 1) (ver Tabla XI).

A B C
Punto de corte: 63 afios Punto de corte: 65 afios Punto de corte: 67 afios
25 p=0.14 25 p=0.26 25 p=0.45
e I

2.0 20 2.0

wsp oo
oo o

Log10 (TMB)
Log10 (TMB)
Log10 (TMB)

0.5 05 0.5

Menor Mayor Menor Mayor Menor Mayor
Edad Edad Edad

o
m

Punto de corte: 61 afios 1.00
’ p =0.036
25 p=0.011 H—
‘ 075 1C95% =1.032-4.291

20

025 |

Log10 (TMB)

Probabilidad de Sobrevida Global
o
3

[ 20 40 60
Tiempo (meses)

95 NUmero en riesgo

Edad=Mayor{ 34 ¥ 1 1
Menor Mayor Edad=Menor{ 65 8 0 0
Edad

Figura 16: TMB y curva de sobrevida global (Kaplan-Meier) para CRC, tratamiento PD-
1/PD-L1. A., B., C., D. Grdficos de caja para TMB post-tratamiento de pacientes con CRC con
los puntos de corte seleccionados: 63, 65, 67, 61, respectivamente. E. Pertenece a la curva de
sobrevida global de pacientes con CRC con punto de corte 61 arios. Para los grdficos de caja
se indica p-valor de la prueba U de Mann-Whitney no paramétrica. Para la Kaplan-Meier, se

indica p-valor, cociente de riesgos (HR) e intervalo de confianza (IC 95%). LoglO(TMB):
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logaritmo en base 10 para representar los valores de TMB. Referencia: azul indica los

pacientes menores al punto de corte, mientras que rojo indica los mayores.

Con el unico punto de corte que se obtuvo un p-valor menor al nivel de significancia
fue con 61 afios, donde los mayores a este limite tienen una TMB superior respecto de los
menores. Al considerar los otros tres puntos de corte ninguno dio un resultado significativo para
este biomarcador, aunque la tendencia se ve favorecida también hacia los mayores, al igual que
se menciond previamente con la sobrevida global. Se realiz6 otro analisis para encontrar genes
mutados diferencialmente (post-tratamiento) entre los grupos, pero no se obtuvieron resultados

significativos (datos no mostrados).

5.3.1.1.2.2. Validacion, a través de biomarcadores predictivos establecidos, del uso de 61
afios como punto de corte predictivo de edad para recibir anti PD-1/PD-L1 en

CRC.

A. Carga mutacional tumoral (TMB) y mutaciones somaticas pre-tratamiento en pacientes

menores y mayores a 61 afios con CRC.

En cancer colorrectal se observo una diferencia en la sobrevida global entre pacientes
menores y mayores a 61 afos tratados con PD-1/PD-L1, el biomarcador analizado (TMB) fue
obtenido post-tratamiento, por ende, se decidié analizar biomarcadores predictivos disponibles
en bases de datos publicas para este tipo tumoral. A través de la base de datos cBioPortal (Gao
et al., 2013; Cerami et al., 2012) se obtuvieron tres estudios (Yaeger et al., 2018; Vasaikar et
al., 2019; Giannakis et al., 2016) con datos disponibles pre-tratamiento de pacientes con cancer
colorrectal en estadio avanzando, la cual conforma la cohorte de validacion. Los tres estudios
tenian informacion acerca de los estados de MSI, mientras que uno de ellos tenia informacion
del patrén de mutaciones, para evaluar genes mutados diferencialmente, y de TMB (Yaeger et

al., 2018) (Fig. 17 y Tabla XII).
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Figura 17: TMB y graficos de torta para pacientes con CRC sin tratar, punto de corte 61
afios. A. Grdfico de caja para TMB pre-tratamiento (menores = 327; mayores = 152). B.
Grdfico de torta indica el porcentaje de pacientes menores a 61 afios con estado de MSI alto
o estable, entre paréntesis se encuentra el numero de pacientes. C. Grdfico de torta indica el
porcentaje de pacientes mayores a 61 aifios con estado de MSI alto o estable, entre paréntesis
se encuentra el numero de pacientes. Para los grdficos de torta se indica p-valor de la prueba
de Fisher, cociente de probabilidades (OR), intervalo de confianza (IC 95%), V de Cramer
para la fuerza de asociacion. Para el grafico de caja se indica p-valor de la prueba U de Mann-
Whitney no paramétrica. Logl0(TMB): logaritmo en base 10 para representar los valores de
TMB. Referencia: en el grafico de caja, azul indica los pacientes menores al punto de corte,
mientras que rojo indica los mayores, en el grdfico de torta, celeste indica los pacientes con
estado de microsatélites estables (MSS), mientras que amarillo indica inestabilidad de

microsatélites alta (MSI-H).

Gen mutado Grupo afectado p-valor p-valor ajustado
EPHAS Mayor <0.0001 0.01006
RNF43 Mayor <0.0001 0.15125
KDM5C Mayor <0.0001 0.15125

NOTCH2 Mayor <0.0001 0.15125
KDR Mayor <0.0001 0.15125

Tabla XII: Mutaciones pre-tratamiento para pacientes con CRC, punto de corte 61 afios.
Se muestran algunos de los genes obtenidos del andlisis, el grupo afectado (mutacion del gen),
el p-valor y el p-valor ajustado por el total de genes analizados. En negrita se marcan los
resultados estadisticamente significativos, es decir, p-valor ajustado < 0,05. Menores = 327;

mayores = 152.
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La carga mutacional tumoral se encuentra significativamente incrementada en los
pacientes mayores a 61 afios. Respecto al estado de MSI analizado, el cual puede ser estable
(MSS) o inestable (MSI-H), los pacientes mayores a 61 afios suelen tener un estado de
microsatélite mas inestable que los menores a ese punto de corte. La diferencia es significativa
pero la fuerza de asociacion (V de Cramer) es pequefia. Cabe destacar que, como se menciond
en la Introduccion, de los casos hereditarios del 1% al 3% presentan MSI. Al observar las
mutaciones pre-tratamiento de estos pacientes, el unico gen mutado con un p-valor ajustado
significativo fue EPHAS (EPH receptor A5, pertenece a la subfamilia de receptores de efrina
de la familia de las proteinas tirosin-quinasas), el cual se encuentra mutado con mayor

frecuencia en los pacientes mayores a 61 afios.
B. Infiltrado inmune pre-tratamiento en pacientes menores y mayores a 61 afios con CRC.

Otra de las variables analizadas para validar los resultados obtenidos en la seccién
5.2.1.1.2., fue el infiltrado inmune utilizando la herramienta bioinformatica MIXTURE con
biopsias de pacientes pre-tratamiento con cancer colorrectal obtenidas de TCGA (Fig. 18). Se

tomaron pacientes en estadios avanzados (III y IV) y que no hayan tenido malignidad previa.
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Figura 18: Graficos de caja para cada poblacién celular inmune analizada por MIXTURE.
Se comparan las proporciones de cada poblacion celular inmune en pacientes menores y
mayores a 61 anios con CRC pre-tratamiento. En el eje de ordenadas se indican las
proporciones son relativas, no absolutas; los numeros en el eje de abscisas indican cada
poblacion celular especifica, detallada en las referencias debajo,; se muestran solo los p-
valores significativos de la prueba U de Mann-Whitney no paramétrica; ns: p-valor no
significativo. Referencia. azul indica los pacientes menores al punto de corte, mientras que

rojo indica los mayores. Menores = 66, mayores = 92.

Se observaron diferencias en una sola poblacion, macrofagos M1, los cuales poseen una
mayor proporcion estadisticamente significativa en los pacientes mayores a 61 afios. Cabe
destacar que, aun quitando el outlier de los mayores (proporcion = 0.28), se obtuvo un p-valor

significativo igual a 0.027.

5.3.1.2.Evaluacion del sitio metastdsico como variable clinica de respuesta a inhibidores

de punto de control inmunologico en cancer

Para realizar el analisis de sobrevida global y sitio metastasico se utilizaron los mismos
criterios mencionados anteriormente, donde se distinguia entre tipo tumoral e inmunoterapia
aplicada. El tinico estudio que contaba con esta informacion fue Samstein et al., en donde, se
encontraban disponibles diferentes sitios de metéstasis por paciente. Para el analisis s6lo se
tomaron los mayormente reportados en esta cohorte: pulmon, higado, hueso y ganglio linfatico
(ver Tabla XIII). Cabe destacar que los primeros sitios metastasicos mencionados corresponden
a pacientes en estadio IV, mientras que la metastasis en ganglios linfaticos indica estadio III del

cancer.
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PD-1/PD-L1
Cancer Ganglio Higado Hueso Pulmén
Cabezay Cuello 26 1 0 4
Colorectal 12 30 0 25
Esofagogastrico 23 1 4 5
Glioma 20 2 3 10
Mama 3 7 0 2
Melanoma 28 13 4 26
Origen Primario Desconocido 4 10 5 2
Pulmon de Celulas No-Pequefias 27 0 0
Renal 0 2 1 2
Vejiga 9 38 15 20
CTLA-4
Céncer Ganglio Higado Hueso Pulmén
Colorectal 0 1 0 0
Esofagogastrico 1 0 0 0
Mama 1 7 2 2
Melanoma 15 4 1 17
COMBO
Cancer Ganglio Higado Hueso Pulmén
Cabezay Cuello 2 0 0 0
Colorectal 0 6 0 0
Esofagogastrico 7 0 2 2
Glioma 2 0 0 0
Mama 1 2 0 0
Melanoma 32 11 1 18
Origen Primario Desconocido 1 0 1 z
Pulmon de Celulas No-Pequefias 2 0 0 0
Renal 0 0 0 2
Vejiga 1 2 4 1

Tabla XIII: Cantidad de pacientes con metastasis en ganglio linfatico, higado, hueso o
pulmon, discriminando por terapia y tipo tumoral. Se observan tres escenarios diferentes,
pacientes tratados con anti PD-1/PD-L1, anti CTLA-4 o la combinacion de estos dos. En cada
caso se muestran el tipo tumoral y la cantidad de pacientes con los sitios metastdsicos
mayormente reportados: ganglio linfatico, higado, hueso y pulmon. En negrita se marcan los

tipos de cancer que se tuvieron en cuenta para el andlisis.

Los analisis de sobrevida se realizaron para los tipos tumorales que tenian en al menos
dos grupos de sitios metastasicos mas de diez pacientes (n > 10), en este caso, pacientes con
cancer colorrectal, glioma, melanoma y cancer de vejiga tratados con anti PD-1/PD-L1 (Fig.

19), y pacientes con melanoma tratados con anti CTLA-4 y la combinacién de ambos (Fig. 20).
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Figura 19: Curvas de sobrevida global (Kaplan-Meier) para diferentes tipos tumorales
tratados con anti PD-1/PD-L1 comparando sitios metastasicos. A. Cdncer colorrectal, se
comparan las metdstasis en ganglio, higado y pulmon. B. Glioma, se comparan las metastasis
en ganglio y pulmon. C. Melanoma, se comparan las metastasis en ganglio, higado y pulmon.
D. Cancer de vejiga, se comparan las metdstasis en hueso, higado y pulmon. Se indica p-valor
global de cada Kaplan-Meier, en caso de ser significativo ese p-valor se realizaron las
comparaciones entre los sitios metastdsicos donde se informa el p-valor de cada una de las
comparaciones, el cociente de riesgos (HR) e intervalo de confianza (IC 95%). Referencia:
verde indica metastasis en ganglio linfatico, naranja indica metdstasis en higado, violeta indica

metdstasis en pulmon, y gris indica metdstasis en hueso.
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Figura 20: Curvas de sobrevida global (Kaplan-Meier) para pacientes con melanoma
tratados con anti CTLA-4 o la combinacién anti PD-1/PD-L1+CTLA-4, comparando
sitios metastasicos. A. anti CTLA-4, se comparan las metdstasis en ganglio y pulmon. B. anti
PD-1/PD-L1+CTLA-4, se comparan las metastasis en ganglio, higado y pulmon. Se indica p-
valor global de cada Kaplan-Meier, el cociente de riesgos (HR) e intervalo de confianza (IC
95%). Referencia: verde indica metastasis en ganglio linfatico, naranja indica metastasis en

higado y violeta indica metastasis en pulmon.

En el caso de los tipos tumorales tratados con anti PD-1/PD-L1 s6lo se observaron
diferencias significativas en la sobrevida global de los pacientes con melanoma y cancer de
vejiga. En melanoma la diferencia se observo entre metéstasis en ganglios linfaticos e higado,
y entre metastasis en ganglios linfaticos y pulmon; no se obtuvo diferencias entre metéstasis en
pulmoén e higado. Respecto a cancer de vejiga, la diferencia se encontrd entre metastasis en
hueso y pulmon, y metastasis en hueso e higado; la diferencia entre metastasis en pulmon e
higado no fue estadisticamente significativa. Si consideramos al sitio metastasico de peor
sobrevida global, en cada tipo tumoral, en melanoma es el higado y en vejiga la metastasis en

hueso.

En los pacientes con melanoma tratados con anti CTLA-4 se compararon dos sitios
metastasicos, ganglios linfaticos y pulmon, donde el primero se encuentra beneficiado respecto
de la sobrevida global. Por tltimo, se compararon tres sitios metastasicos para los pacientes con

melanoma tratados con la combinacién de inmunoterapias, pero no se encontraron diferencias.
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Si bien esta ultima comparacion no fue estadisticamente significativa, se puede observar la
tendencia de mejor sobrevida global para los pacientes con metastasis en ganglios linfaticos, al
igual que en los pacientes con melanoma tratados con las monoterapias anti PD-1/PD-L1 y anti

CTLA-4.

Es importante destacar que, como era esperado, la sobrevida global en melanoma se
encuentra beneficiada en los pacientes con metastasis en ganglios linfaticos debido al estadio
de la enfermedad. Sin embargo, las diferencias significativas se encontraron en las
monoterapias, no asi en la combinacion de éstas, y en las mutaciones luego del tratamiento

aplicado, como se muestra a continuacion.

5.3.1.2.1. Andlisis de biomarcadores pronostico de acuerdo a los sitios metastdsicos en
cdncer de vejiga tratados con anti PD-1/PD-L1, y melanoma tratados con anti

PD-1/PD-L1I o anti CTLA-4

Luego de obtener los resultados expuestos, se realizé el analisis de biomarcadores
disponibles en el estudio, TMB y analisis de mutaciones diferenciales llevado a cabo post-
tratamiento. Se utiliz6 la prueba U de Mann-Whitney no paramétrica para comparar la TMB en
caso de que sean dos sitios metastasicos, de lo contrario (>2) se utiliz6 la extension de la misma,
prueba de Kruskal-Wallis. Para cancer de vejiga tratado con anti PD-1/PD-L1, no se obtuvo un
p-valor significativo en ninguna de las comparaciones (hueso vs. pulmon = 0,79; hueso vs.
higado =0,53; pulmon vs. higado = 0,30). En melanoma tratados con anti PD-1/PD-L1 tampoco
se obtuvo un p-valor menor al nivel de significancia requerido (ganglio vs. pulmon = 0,91;
ganglio vs. higado = 0,47; pulmén vs. higado = 0,64). Por ultimo, en los pacientes con
melanoma tratados con CTLA-4 no se obtuvieron tampoco diferencias significativas (ganglio

vs. pulmon = 0,84).

Respecto a los andlisis de genes mutados en menor o mayor proporcion, se realizaron
las mismas comparaciones descritas para la TMB, pero se obtuvieron diferencias significativas
solo en las comparaciones de metastasis en pulmén y ganglios linfaticos en melanoma, tanto
para los pacientes tratados con PD-1/PD-L1 como con CTLA-4 (ver Tabla XIV). En el resto,

no se obtuvieron resultados estadisticamente significativos (datos no mostrados).
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Post PD-1/PD-L1
Metdstasis: Ganglio vs. Pulmoén

Gen mutado Grupo afectado p-valor p-valor ajustado
KMT2A Pulmén <0.0001 0.0100
EPHA7 Pulmén 0.0034 0.0206
EP300 Pulmén 0.0034 0.0206
MDC1 Pulmén 0.0034 0.0206

PGR Pulmén 0.0034 0.0206
CARD11 Pulmén 0.0100 0.0429
TET2 Pulmén 0.0100 0.0429
TP53 Pulmén 0.0123 0.0464
Post CTLA-4
Metastasis: Ganglio vs. Pulmén
Gen mutado Grupo afectado p-valor p-valor ajustado
NRAS Pulmén 0.0020 0.0125
CDKN2A Ganglio 0.1790 0.3580
CTNNB1 Ganglio 0.1790 0.3580

Tabla XIV: Mutaciones post-tratamiento para pacientes con melanoma metastasico en
ganglio o pulmon tratados con anti PD-1/PD-L1 y anti CTLA-4. Se muestran algunos de
los genes obtenidos para el andlisis post-anti PD-1/PD-L1 y post-anti CTLA-4, el grupo
afectado (mutacion del gen), el p-valor y el p-valor ajustado por el total de genes analizados.
En negrita se marcan los resultados estadisticamente significativos, es decir, p-valor ajustado

< 0,05. Las biopsias provienen del tumor primario.

Al observar las mutaciones post-tratamiento anti PD-1/PD-L1 de los pacientes, se
obtuvieron ocho genes con p-valor ajustado significativo, los cuales se encuentran mutados en
mayor medida en los pacientes con melanoma metastasico en pulmon. Los genes son: KMT2A
(lysine methyltransferase 24), EPHA7T (EPH receptor A7), EP300 (E1A binding protein p300),
MDC1 (mediator of DNA damage checkpoint 1), PGR (progesterone receptor), CARDI1
(caspase recruitment domain family member 11), TET2 (tet methylcytosine dioxygenase 2) y
TP53 (tumor protein p53). Respecto a los pacientes tratados con anti CTLA-4, al observar las
mutaciones post-tratamiento, el inico gen mutado con un p-valor ajustado significativo fue
NRAS (NRAS proto-oncogene, GTPase), el cual se encuentra mas mutado en los pacientes con

melanoma metastasico en pulmon.
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5.3.2. Asociacioén de la sobrevida libre de progresion y variables clinicas disponibles de

pacientes con diferentes tipos tumorales tratados con anti PD-1. anti CTLA-4 o la

combinacidn de estos.

5.3.2.1. Evaluacion de la edad como variable clinica de respuesta a inhibidores de punto

de control inmunologico en cdncer

5.3.2.1.1. Busqueda de punto de corte optimo para la edad en diferentes tipos de cancer
distinguiendo por terapia, considerando la sobrevida libre de progresion de los

pacientes.

En los analisis previos se observaron diferencias en los resultados al discriminar por
terapias, es decir entre inhibidores de punto de control inmunoloégico, probablemente porque
los ICI poseen mecanismos de accion diferentes. Por esa razon, se considero esta variable para
buscar el punto 6ptimo de corte para la edad tomando en cuenta la sobrevida libre de progresion
de los pacientes. Los tipos de cancer presentes en los seis estudios considerados para el analisis
fueron: melanoma, cancer de pulmén de células no-pequefias y cancer renal. Las terapias
disponibles en los estudios fueron anti PD-1 para los tres tipos de cancer (ver Tabla XV), anti

CTLA-4 s6lo para melanoma (ver Tabla XVI), y la combinaciéon de ambas para melanoma y

cancer de pulmon de células no-pequefias (ver Tabla XVII).

MELANOMA CANCER DE PULMON DE CELULAS NO-PEQUENAS CANCER RENAL
Punto de Punto de Punto de
corte p-valor | N Menores | N Mayores [ HR 1C95% corte p-valor | N Menores | N Mayores | HR 1C95% corte p-valor | N Menores | N Mayores | HR 1C95%
(afios) (afios) (aiios)
58 0.0407 17 37 2.02 | 1.00-4.04 56 0.0608 10 36 2.30 | 0.94-5.65 55 0.0534 169 427 1.21 | 0.99-1.46
70 0.0409 a5 19 2.23 | 1.00-4.95 57 0.1711 14 32 1.78 | 0.76-4.15 68 0.0610 461 135 1.21 | 0.99-149
61 0.0645 20 34 1.87 | 1.95-3.68 58 0.1711 14 32 1.78 | 0.76-4.15 61 0.0680 294 302 1.17 | 0.98-1.39
57 0.0742 16 38 1.86 | 0.93-3.75 59 0.1774 17 29 1.75 | 0.77-1.98 63 0.0966 343 253 1.16 | 0.97-1.38
69 0.0798 34 20 1.95 | 0.91-4.18 55 0.2587 8 38 1.77 | 0.65-4.83 60 0.0980 271 325 1.15 | 0.97-1.37
62 0.1032 22 32 1.74 | 0.88-3.41 60 0.2662 19 27 1.59 | 0.70-3.62 65 0.1023 406 190 1.16 | 0.96-1.40
59 0.1157 18 36 1.72 | 0.86-3.41 62 0.3993 23 23 1.42 | 0.62-3.26 59 0.1337 243 353 1.14 | 0.96-1.36
60 0.1157 18 36 172 | 0.86-3.41 64 0.5337 29 17 132 | 0.54-3.23 69 0.1403 479 117 1.17 | 0.94-1.46
68 0.1198 30 24 1.73 | 0.85-3.51 61 0.5620 22 24 1.27 | 0.56-2.90 67 0.1477 446 150 1.15 | 0.94-141
55 0.1475 15 39 1.67 | 0.82-3.41 68 0.6771 35 11 0.81 | 0.29-2.23 58 0.1767 219 377 1.13 | 0.94-1.35
56 0.1475 15 39 1.67 | 0.82-3.41 69 06771 35 11 081 | 0.29-2.23 64 0.1863 383 213 1.12 | 094-135
67 0.2112 29 25 1.55 | 0.77-3.10 70 0.6771 35 11 0.81 | 0.29-2.23 62 0.1923 314 282 1.12 | 094-133
63 0.3979 24 30 1.33 | 0.68-2.62 63 0.6771 26 20 1.19 | 0.51-2.77 56 0.2037 188 408 1.12 | 0.93-1.36
66 0.4467 27 27 1.30 | 0.65-2.56 65 0.7764 31 15 1.14 | 047-2.76 66 0.2144 431 165 1.13 | 0.93-1.36
64 0.6366 25 29 1.17 | 0.59-2.31 66 0.9078 33 13 1.05 | 0.41-2.68 57 0.4536 205 391 1.07 | 0.89-1.28
65 0.6366 25 29 1.17 | 0.59-2.31 67 0.9078 33 13 1.05 | 0.41-2.68 70 0.4841 498 98 1.08 | 0.86-1.36

Tabla XV: Puntos de corte para la edad en pacientes tratados con anti PD-1 con melanoma,
cancer de pulmon de células no-pequefias y cancer renal, considerando la sobrevida libre
de progresion. Se muestran tres escenarios diferentes: melanoma, NSCLC, y RCC, para cada
uno de estos tipos tumorales se exponen las iteraciones de 55 a 70 anios, el p-valor obtenido de

la curva de sobrevida (Kaplan-Meier) de menores y mayores a cada punto de corte, la cantidad
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de pacientes menores y mayores a ese punto de corte, el cociente de riesgos (HR) y su intervalo

de confianza del 95% (IC 95%,).

MELANOMA
Punto/delcorte p-valor | N Menores| N Mayores| HR 1C95%
(afios)
67 0.3091 65 45 0.81 | 0.54-1.21
58 0.5834 48 62 1.12 | 0.75-1.66
65 0.5885 61 49 0.89 | 0.60-1.33
66 0.6260 62 48 0.90 | 0.60-1.35
70 0.6817 78 32 0.91 [ 0.59-1.40
68 0.6915 71 39 0.92 | 0.60-1.39
57 0.7139 47 63 1.08 | 0.72-1.60
59 0.7609 51 59 1.06 | 0.71-1.58
69 0.8723 76 34 1.03 | 0.67-1.59
60 0.8792 52 58 0.97 | 0.65-1.44
55 0.8887 44 66 1.03 | 0.69-1.54
56 0.8887 44 66 1.03 | 0.69-1.54
63 0.9018 58 52 0.97 | 0.65-1.45
62 0.9068 56 54 0.97 | 0.65-1.45
61 0.9225 S5: 55 0.98 | 0.66-1.46
64 0.9609 59 51 1.01 | 0.67-1.50

Tabla XVI: Puntos de corte para la edad en pacientes con melanoma tratados con anti
CTLA-4 considerando la sobrevida libre de progresion. Se muestran las iteraciones de 55
a 70 arios, el p-valor obtenido de la curva de sobrevida (Kaplan-Meier) de menores y mayores
a cada punto de corte, la cantidad de pacientes menores y mayores a ese punto de corte, el

cociente de riesgos (HR) y su intervalo de confianza del 95% (IC 95%,).

MELANOMA CANCER DE PULMON DE CELULAS NO-PEQUERNAS
Punto de corte Punto de corte
= p-valor | N Menores | N Mayores | HR 1C95% o p-valor | N Menores [ N Mayores | HR IC 95%
(afios) (afios)

62 0.0036 33 18 6.59 | 1.52-28.5 68 0.2009 48 27 147 | 0.81-2.68
63 0.0062 34 17 6.04 | 1.39-26.1 70 0.2331 52 23 146 | 0.78-2.71
59 0.0106 32 19 4.35 | 1.27-14.8 67 0.2345 45 30 142 | 0.79-2.53
60 0.0106 32 19 4.35 | 1.27-14.8 69 0.3621 51 24 1.32 0.72-2.43
61 0.0106 32 19 4.35 | 1.27-14.8 66 0.3813 40 35 1.28 | 0.73-2.25
64 0.0113 35 16 5.41 | 1.25-234 55 0.4551 14 61 1.32 0.63-2.73
65 0.0113 35 16 5.41 | 1.25-23.4 56 0.6232 19 56 1.18 | 0.61-2.25
66 0.0196 36 15 4.84 | 1.12-20.9 64 0.6710 36 39 1.12 | 0.64-1.96
58 0.0312 29 22 2.89 | 1.05-7.98 60 0.6867 28 47 0.88 | 0.49-1.59
68 0.0312 40 11 6.65 | 0.88-49.8 65 0.7172 37 38 1.11 | 0.63-1.93
69 0.0312 40 11 6.65 | 0.88-49.8 63 0.7827 35 40 1.09 | 0.61-1.88
67 0.0329 37 14 4.31 | 0.99-18.6 58 0.7916 25 50 1.09 | 0.59-1.96
70 0.0524 41 10 5.79 | 0.77-43.4 57 0.8844 22 53 1.95 | 0.50-1.79
57 0.0594 27 24 2.44 | 0.94-6.37 62 0.8969 32 43 0.96 | 0.54-1.69
56 0.1144 24 27 2.03 | 0.83-4.98 61 0.9113 31 44 0.97 | 0.54-1.71
55 0.2304 21 30 1.70 | 0.70-4.09 59 0.9830 27 48 0.99 | 0.55-1.78

Tabla XVII: Puntos de corte para la edad en pacientes tratados con PD-1+CTLA-4 con
melanoma y cancer de pulmén de células no-pequeiias, considerando la sobrevida libre
de progresion. Se muestran dos escenarios diferentes: melanoma y NSCLC, para cada tipo
tumoral se exponen las iteraciones de 55 a 70 arios, el p-valor obtenido de la curva de sobrevida
(Kaplan-Meier) de menores y mayores a cada punto de corte, la cantidad de pacientes menores

y mayores a ese punto de corte, el cociente de riesgos (HR) y su intervalo de confianza del 95%
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(IC 95%). En negrita se marcan los resultados estadisticamente significativos, es decir, p-valor

< 0,05 e IC 95% sin tomar al 1,00.

Tanto para los pacientes tratados con anti PD-1 como con anti CTLA-4, en los tipos
tumorales estudiados, los resultados no fueron significativos. En el caso de los pacientes con
melanoma tratados con PD-1, se vieron dos puntos de corte con p-valor significativo, pero se
descartaron debido al IC 95% que toma al valor nulo. Para los pacientes tratados con la
combinacion de terapias en cancer de pulmon de células no-pequefias tampoco se obtuvieron
diferencias. Sin embargo, s6lo en los pacientes tratados con el combo de terapias en melanoma
se observaron diferencias, donde el punto de corte mas significativo fue 62 afios (p-valor =
0.0036). En este caso, los mayores a 62 afos tratados con el tratamiento mencionado muestran
una mayor sobrevida libre de progresion respecto de los menores a dicho punto de corte.
Ademas del nivel de significancia estadistica dada por el p-valor, a este resultado, lo acompaina
un intervalo de confianza del 95% para el cociente de riesgos bastante alejado del valor nulo.
Como se puede observar en la Tabla XVII de melanoma, la diferencia no sélo se obtuvo con 62
aflos, sino que se obtuvo para un rango de edades de 59 a 66 afios, donde el beneficio siempre

tiende a los mayores.

Teniendo en cuenta lo anterior, se analizaron las respuestas segin el Criterio de
Evaluacion de Respuesta en Tumores Solidos, las cuales se encontraban disponibles en tres
estudios (Auslander et al., 2018; Sade-Feldman et al., 2018; Gide et al., 2019) con el fin de
encontrar si existe relacion entre los puntos de corte significativos (59-66 afos), la sobrevida
libre de progresion y la respuesta, y poder disminuir este rango de edades. En el estudio Sade-
Feldman et al., su criterio para dividir a los grupos en respondedores (R) y no respondedores
(NR) fue CR/PR (Respuesta Completa/Respuesta Parcial) y SD/PD (Enfermedad
Estable/Enfermedad Progresiva), respectivamente. En el estudio Auslander et al., so6lo un
paciente fue tratado con el combo y fue considerado respondedor segun los autores. Por ltimo,
en el estudio Gide et al., las respuestas RECIST se encontraban por separado para cada paciente:
CR, PD, PR y SD. Debido al criterio que utilizaron en el Sade-Feldman et al. y que las
respuestas RECIST no se encontraban de manera individual, se tomo ese criterio para los

respondedores y no respondedores de los tres estudios (ver Tabla XVIII).
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..

Punto de

corte N Menores | N Mayores | R NR ‘*f’a'" OR 1C95%
= (Fisher)

(afios)
62 37 20 40 | 17 0.0179 0.16 | 0.01-0.87 Respuesta en los estudios
58 33 24 40 17 0.0195 0.19 | 0.03-0.87
63 38 19 40 | 17 0.0322 0.18 | 0.01-0.96 Feldman et al. Auslander et al.
64 39 18 40 17 0.0598 0.20 | 0.02-1.07 CR/PR SD/PD R NR
65 39 18 40 17 0.0598 0.20 | 0.02-1.07 4 1 1 0
66 40 17 40 17 0.0638 0.22 | 0.02-1.20
59 36 21 40 17 0.0725 0.26 | 0.04-1.17 Gide et al.
60 36 21 40 17 0.0725 0.26 | 0.04-1.17 CR PR SD PD
61 36 21 40 17 0.0725 0.26 | 0.04-1.17 15 20 5 11

Tabla XVIII: Puntos de corte para la edad en pacientes con melanoma tratados con PD-
1+CTLA-4, considerando la respuesta (RECIST). 4 la izquierda, se exponen las iteraciones
de 59 a 66 arios, la cantidad de pacientes menores y mayores a ese punto de corte, la cantidad
de pacientes respondedores y no respondedores en total, el p-valor obtenido de la prueba de
Fisher, el cociente de riesgos (HR) y su intervalo de confianza del 95% (IC 95%,). En negrita
se marcan los resultados estadisticamente significativos, es decir, p-valor < 0,05 e IC 95% sin
tomar al 1,00. A la derecha, se muestran las respuestas reportadas en los tres estudios

considerados para el analisis.

De las edades significativas (59-66 afios) para el analisis de sobrevida libre de
progresion, solo tres fueron significativas en el analisis de la respuesta siendo éstas 58, 62 y 63

afios, donde nuevamente 62 anos fue el mas significativo (Fig. 21).

A B

Menores a 62 Mayores a 62

Prueba de Fisher
p=0.018

OR=0.167

1C95% =0.016 —0.873
V de Cramer: 0.32

Respuesta
B =
B r

Figura 21: Graficos de torta para pacientes con melanoma tratados con anti PD-1+CTLA-
4, punto de corte 62 aiios. A. Grdfico de torta indica el porcentaje de pacientes menores a 62
afios respondedores y no respondedores, entre paréntesis se encuentra el numero de pacientes.
B. Grdfico de torta indica el porcentaje de pacientes mayores a 62 afios respondedores y no

respondedores, entre paréntesis se encuentra el numero de pacientes. Se indica p-valor de la
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prueba de Fisher, cociente de probabilidades (OR), intervalo de confianza (IC 95%), V de
Cramer para la fuerza de asociacion. Referencia: naranja indica los pacientes no

respondedores al combo, mientras que violeta indica los respondedores al tratamiento.

Los puntos de corte de 58 y 63 afios afios, si bien dieron un p-valor estadisitcamente
significativo y los IC 95% del cociente de probabilidades (OR por su nombre en inglés odds
ratio) fueron validos, no se tuvieron en cuenta para los analisis subsiguientes. Esto debido a
que se eligio como punto de corte Optimo para pacientes tratados con la combinacion anti PD-
1 y anti CTLA-4, la edad de 62 afios ya que tanto en el analisis de sobrevida libre de progresion
como en el de respuesta fue el mas significativo, estadisticamente. Cabe destacar que la
tendencia se observa siempre en beneficio de la sobrevida libre de progresion (HR > 1) y la

respuesta para los mayores a los puntos de corte mencionados.

5.3.2.1.1.1. Analisis de biomarcadores predictivos y pronostico de la cohorte de
descubrimiento de melanoma tratado con anti PD-1+CTLA-4 utilizando como

punto de corte de edad 62 afios

Para continuar con el analisis de sobrevida libre de progresion se utilizaron los datos, a
partir de los cuales surgieron los resultados de la Tabla XVII, del estudio Gide ef al. (Fig. 22),
ya que era el unico con datos de PFS y combinacion de ICI. Se utilizaron los datos disponibles
de ese grupo (menores = 33; mayores = 18), tanto pre-tratamiento como post-tratamiento, para

el analisis de los distintos biomarcadores.
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Figura 22: Curva de sobrevida libre de progresion (Kaplan-Meier) para melanoma,
tratamiento PD-1+CTLA-4. Punto de corte 62 aiios. Se indica p-valor, cociente de riesgos
(HR) e intervalo de confianza (IC 95%). Referencia: azul indica los pacientes menores al punto

de corte, mientras que rojo indica los mayores.

A. Expresion diferencial de genes e infiltrado inmune pre y post-tratamiento en pacientes

menores y mayores a 62 afios con melanoma.

En primer lugar, se utilizaron los datos transcriptomicos pre-tratamiento para realizar
un analisis de expresion diferencial de genes entre las biopsias de pacientes menores y mayores
a 62 afios. Los resultados no fueron estadisticamente significativos, es decir que no se
observaron diferencias a nivel de expresion de genes entre ambos grupos (datos no mostrados).
A continuacion, se analizé el infiltrado inmune utilizando la herramienta bioinformatica
MIXTURE vy el indice citolitico (CYT por su nombre en inglés cytolytic score) tanto de las
biopsias pre-tratamiento como post-tratamiento (Fig. 23). Cabe destacar que la cantidad de

pacientes que tenian datos de expresion post-tratamiento era muy pequeio.
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Figura 23: Graficos de caja para cada poblacion celular inmune analizada por MIXTURE
e indice citolitico (CYT). A. Pre-tratamiento. Se comparan las proporciones de cada
poblacion celular inmune en pacientes menores y mayores a 62 arios con melanoma pre-combo

(menores = 33; mayores = 18). B. Post-tratamiento. Se comparan las proporciones de cada
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poblacion celular inmune en pacientes menores y mayores a 62 aios con melanoma post-
combo (menores = 5; mayores = 4). En el eje de ordenadas se indican las proporciones son
relativas, no absolutas; los numeros en el eje de abscisas indican cada poblacion celular
especifica, detallada en las referencias debajo, se muestran solo los p-valores significativos de
la prueba U de Mann-Whitney no paramétrica, ns: p-valor no significativo. C., D. Grdficos de
caja para el indice citolitico (CYT) en biopsias pre y post-tratamiento, respectivamente. Se
muestran los p-valores obtenidos de la prueba U de Mann-Whitney no paramétrica.
Referencia: azul indica los pacientes menores al punto de corte, mientras que rojo indica los

mayores.

En las biopsias pre-tratamiento, se observaron diferencias significativas en tres
poblaciones celulares, células T CD4 de memoria en reposo, células T CD4 de memoria
activadas y macrofagos M1. La primera poblacion se encuentra significativamente
incrementada en los menores a 62 afios, mientras que las otras se ven incrementadas en los
mayores a 62 afios. Luego, en las biopsias post-combo, se obtuvieron diferencias en dos
poblaciones inmunes, las células T CDS y los mastocitos activados, ambas significativamente
aumentadas en los mayores a 62 afios. De todas formas, este tltimo resultado se obtuvo con una
cantidad muy pequena de pacientes en cada grupo de interés. Respecto al indice citolitico, en
las biopsias pre-tratamiento es significativamente superior en los mayores a 62 afios que en los
menores, en las muestras post-tratamiento no se obtuvo significancia estadistica. Sin embargo,

la tendencia es hacia a los mayores al punto de corte establecido.

B. Analisis funcionales de genes utilizando GSEA, DoRothEA y PROGENYy en biopsias

pre-tratamiento de pacientes menores y mayores a 62 afios con melanoma.

Ademas, con los datos de expresion se realizo un andlisis funcional de enriquecimiento
de conjuntos de genes (GSEA) (Fig. 24), y dos analisis de inferencia de actividad para obtener
resultados sobre la actividad de los factores de transcripcion y la actividad de 14 vias de
seflalizacion, a través de dos herramientas bioinformaticas DoRothEA y PROGENYy (Fig. 24),

respectivamente.
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Figura 24: Analisis GSEA y PROGENYy de biopsias pre-anti PD-1+CTLA-4 de la cohorte
de descubrimiento. A. GSEA. En el eje de ordenadas se muestran los 15 términos, obtenidos
de MsigDB, mads significativos (p-valor ajustado < 0,01) para menores y mayores a 62 arios,
30 términos en total; en el eje de abscisas se observa el puntaje de enriquecimiento
normalizado (NES), NES > 1 indica que ese término significativo se encuentra incrementado

en los mayores a 62 arnos, mientras que NES < I indica que ese término significativo se
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encuentra incrementado en los menores a 62 anios. Referencia: azul indica los pacientes
menores al punto de corte, mientras que rojo indica los mayores. B. PROGENYy. Se muestran
las 14 vias de sefializacion provistas por el paquete utilizado, el p-valor de las comparaciones
de la actividad de esas vias entre menores y mayores a 62 anos. Referencia: naranja indica un
puntaje de actividad bajo, mientras que verde indica un puntaje de actividad alto, cuanto mas
se difumina el color y se asemeja a blanco la diferencia es practicamente nula. Menores = 33;

mayores = 18.

En el analisis GSEA los trienta términos de las vias enriquecidas expuestos en la Figura
24, obtenidos tal cual de MSigDB (colecciones Hallmark, C2 REACTOME, C2 KEGG, C5,
descritas en la seccion de Materiales y Métodos), fueron estadisticamente significativos (p-
valor ajustado < 0,01). En el caso de los mayores a 62 afios, gran parte de los términos se
relacionan con el sistema inmunolégico, tal como “GO natural killer cell mediated immunity”
(Inmunidad mediada por células NK), “GO adaptive immune response” (Respuesta del S.I.
adaptativo), “GO interferon gamma mediated signaling pathway” (Sefalizacion mediada por
INF-y), “GO antigen receptor mediated signaling pathway (Senalzacion mediada por receptor
de antigeno), “GO lymphocyte differentiation” (Diferenciacion de linfocitos), “GO lymphocyte
mediated immunity” (Inmunidad mediada por linfocitos), “GO leukocyte migration”
(Migracion de leucocitos), entre otros (Ashburner et al., 2000; Gene Ontology Consortium,
2021). Respecto de los menores a 62 afios, la mayoria de los términos podrian estar vinculados
al proceso de traduccion debido a que gran parte de los términos mencionan al ribosoma, su
biogénesis, su actividad, otros describen la ubicacion (por ejemplo "Cotranslational protein
targeting to membrane", proteina cotraduccional dirigida a la membrana) y metabolismo (como
"Eukaryotic translation elongation", traduccion eucariota fase de elongacion) de las proteinas;
algunos mencionan el metabolismo del ARN (como "Nonsense mediated decay: NMD",
decaimiento sin sentido) (Sidiropoulos et al., 2017; Fabregat et al., 2017; Ashburner et al.,
2000; Gene Ontology Consortium, 2021).

En el analisis de actividad de vias de sefializacion (PROGENy) se observaron
diferencias significativas en la actividad de una sola via: NFxf, la cual se encuentra
incrementada en los pacientes mayores a 62 afos con melanoma, y disminuida en los menores.
Elresto de los p-valores de las actividades de las vias fueron superiores al nivel de significancia

requerido (p-valor > 0,05), solo en las actividades de las vias JAK-STAT y TNFa (factor de
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necrosis tumoral o) se observo una tendencia a estar incrementadas en los mayores al punto de
corte. En el analisis de prediccion de actividad de los factores de transcripcion (DoRothEA) no

se obtuvieron resultados estadisticamente significativos (resultados no mostrados).

5.3.2.1.1.2. Validacion, a través de biomarcadores predictivos establecidos, del uso de 62
afios como punto de corte predictivo de edad para recibir anti PD-1+CTLA-4

en melanoma.

Hasta aqui, en melanoma se observo una diferencia entre pacientes menores y mayores
a 62 afos de edad tratados con la combinaciéon anti PD-1+CTLA-4 en la cohorte de
descubrimiento del estudio Gide et al., y estas diferencias a nivel de sobrevida libre de
progresion fueron respaldadas por los resultados de los analisis transcriptomicos presentados.
Por lo tanto, los analisis a continuacion se realizaron con el fin de validar lo obtenido en los
resultados anteriores, tomando diferentes cohortes de pacientes con melanoma de TCGA
(estadio III y I'V sin malignidad previa) y otros estudios reportados, los cuales no fueron tratados
previamente con ninguna inmunoterapia (Snyder et al., 2014; Van Allen et al., 2015; Hugo et
al., 2016; National Cancer Institute and National Human Genome Research Institute, 2016;
Auslander et al., 2018; Sade-Feldman et al., 2018; Gide et al., 2019) o fueron tratados con la
combinacion anti PD-1 y anti CTLA-4 (Samstein et al., 2019). Al tratarse de muestras pre-
tratamiento, esto permite llevar a cabo un analisis previo a la administracion de la droga con el

objetivo de evaluar posibles biomarcadores que permitan predecir la respuesta a la misma.

A. Mutaciones somaticas y TMB pre y post-tratamiento en pacientes menores y mayores a

62 afios con melanoma.

A partir del estudio Samstein et al., se analizo el tnico biomarcador disponible, siendo
este la carga mutacional tumoral luego del tratamiento. Se utilizo la prueba U de Mann-Whitney
no paramétrica para comparar la TMB de los pacientes menores y mayores a 62 afios con
melanoma tratados con el combo y, no se observaron diferencias significativas (p-valor =0,51).
En este mismo estudio, se encontraban disponibles las mutaciones post-tratamiento, mientras
que en TCGA las mutaciones pre-tratamiento (ver Tabla XIX). En el Centro Oncologico
Memorial Sloan Kettering (MSK), los pacientes se someten a un perfil gendmico utilizando un

panel de 468 genes relacionados al cancer autorizado por la FDA, llamado MSK-IMPACT
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(Cheng et al., 2015). Los datos de Samstein et al. fueron obtenidos a partir de ello, por ese

motivo se utilizo este panel para el analisis mutacional.

A
Pre-tratamiento
Gen mutado Grupo afectado p-valor p-valor ajustado
NF1 Mayor <0.0001 0.01487
TP53 Mayor <0.0001 0.26344
ARID5B Mayor <0.0001 0.26344
CDK12 Mayor <0.0001 0.49193
FGFR2 Mayor <0.0001 0.62299
B
Post-tratamiento (anti PD-1 + anti CTLA-4)
Gen mutado Grupo afectado p-valor p-valor ajustado
BRCA2 Mayor 0.00034 0.01995
BRCA1 Mayor 0.01358 0.26264
TBX3 Mayor 0.01358 0.26264
BRAF Menor 0.02047 0.29687
PIK3CG Mayor 0.04081 0.47343

Tabla XIX: Mutaciones pre y post-tratamiento para pacientes con melanoma, punto de
corte 62 aios. A. Pre-tratamiento, datos obtenidos de TCGA (menores = 110; mayores = 66).
B. Post-tratamiento, datos obtenidos de Samstein et al. (menores = 64, mayores = 49). En
ambos casos, se muestran algunos de los genes obtenidos del andlisis, el grupo afectado
(mutacion del gen), el p-valor y el p-valor ajustado por el total de genes analizados. En negrita

se marcan los resultados estadisticamente significativos, es decir, p-valor ajustado < 0,05.

Al observar las mutaciones pre-tratamiento de estos pacientes, el inico gen mutado con
un p-valor ajustado significativo fue NF1 (codifica para la proteina neurofibromina 1), el cual
se encuentra mas mutado en los pacientes mayores a 62 afios. Luego, considerando las
mutaciones post-combo, el unico gen mutado con p-valor ajustado significativo fue BRCA2
(por su nombre en inglés breast cancer type 2 susceptibility protein; pertenece a la familia de
genes supresores de tumores, la proteina codificada se encuentra involucrada en la reparacion
del ADN), el cual se encuentra mas mutado en los pacientes mayores al punto de corte

establecido.

B. Infiltrado inmune pre-tratamiento en pacientes menores y mayores a 62 afios con

melanoma.

Otra de las variables analizadas para validar los resultados obtenidos en la seccion

5.2.2.1.1., fue el infiltrado inmune utilizando MIXTURE con las biopsias pre-tratamiento de
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TCGA vy de cinco estudios reportados (Snyder et al., 2014; Van Allen et al., 2015; Hugo ef al.,
2016; Auslander et al., 2018; Gide et al., 2019) (Fig. 25). Cabe destacar que las biopsias de
Gide et al. fueron las biopsias pre-tratamiento PD-1, las cuales no fueron analizadas en la

seccion 5.2.2.1.1.1. para la cohorte de descubrimiento.
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Figura 25: Graficos de caja para cada poblacion celular inmune analizada por MIXTURE
de pacientes con melanoma sin inmunoterapia previa. A. Estudios: Snyder et al., 2014, Van
Allen et al., 2015; Hugo et al., 2016, Auslander et al., 2018, Gide et al., 2019 (menores = 81;
mayores = 72). B. TCGA. En ambos casos, se comparan las proporciones de cada poblacion
celular inmune en pacientes menores y mayores a 62 afios con melanoma pre-tratamiento
(menores = 117; mayores = 67). En el eje de ordenadas se indican las proporciones son
relativas, no absolutas; los numeros en el eje de abscisas indican cada poblacion celular

especifica, detallada en las referencias debajo, se muestran solo los p-valores significativos de
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la prueba U de Mann-Whitney no paramétrica; ns: p-valor no significativo. Referencia: azul

indica los pacientes menores al punto de corte, mientras que rojo indica los mayores.

En las biopsias de los estudios reportados, se observaron diferencias significativas en
tres poblaciones celulares, células T CD4 de memoria en reposo, macrofagos M1 y macréfagos
MO, de las primeras dos se obtuvo una proporcion superior en los mayores a 62 afios, mientras
que los macréfagos MO se encuentran incrementados en los menores a 62 afios. Respecto a las
biopsias del proyecto TCGA, hay que tener en cuenta que se tomaron los pacientes con
melanoma en estadio avanzado sin malignidad previa, pero existe una falta de informacion en
algunos de los datos reportados en TCGA sobre los pacientes. Tal es el caso de la variable
terapias, en algunos casos se dice que el paciente recibid tratamiento sin indicar cual, pero en
otros ni siquiera se reporta. La variabilidad y heterogeneidad dentro de los datos de esta base
de datos es mayor a la de los estudios mencionados. En estos ultimos se conoce de donde
proviene cada biopsia y las caracteristicas clinicas del paciente con exactitud, es por ello que el
analisis de TCGA sobre el infiltrado se realiz6 aparte. Por consiguiente, en el infiltrado inmune
de TCGA-SKCM (por su nombre en inglés Skin Cutaneous Melanoma) se observaron
diferencias significativas en dos poblaciones celulares, células T CD4 de memoria activadas y

las células B de memoria, las cuales se encuentran incrementadas en los mayores a 62 afios.

C. Expresion diferencial de genes y andlisis funcional de genes utilizando GSEA,
DoRothEA y PROGENYy en biopsias de pacientes pre-tratamiento menores y mayores a

62 afios con melanoma

De los cinco estudios mencionados, solo el Gide et al. contaba con los datos crudos
(counts) para realizar un analisis 6ptimo de expresion diferencial entre las biopsias de pacientes
menores y mayores a 62 afios, el resto de los estudios tenian los datos pre-normalizados. Si bien
es posible realizar un andlisis de expresion diferencial con datos normalizados en TPM o
FPKM, no es lo recomendable para obtener resultados precisos ya que los métodos especificos
para los analisis de expresion diferencial realizan su propia normalizacion. Dicho analisis, con
los datos pre-PD-1 Gide et al., no mostro resultados significativos. Sin embargo, se realizo el
analisis GSEA (Fig. 26), y dos analisis de inferencia de actividad de FT y vias de sefalizacion,
como se realizo en la cohorte de descubrimiento, a través de DoRothEA y PROGENYy,
respectivamente. Tanto los resultados obtenidos de DoRothEA como PROGENy no fueron
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estadisticamente significativos (datos no mostrados) mientras que los del analisis GSEA si lo
fueron.

Top 15 (p- valor ajustado < 0.01)
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Figura 26: Analisis GSEA de biopsias pre-tratamiento de la cohorte de validacion Gide et
al (pre-anti PD-1). En el eje de ordenadas se muestran los 15 términos, obtenidos de MsigDB,
mds significativos (p-valor ajustado < 0,01) para menores y mayores a 62 anos, 30 términos
en total; en el eje de abscisas se observa el puntaje de enriquecimiento normalizado (NES),
NES > | indica que ese término significativo se encuentra incrementado en los mayores a 62
arios, mientras que NES < 1 indica que ese término significativo se encuentra incrementado en
los menores a 62 arios. Referencia: azul indica los pacientes menores al punto de corte,

mientras que rojo indica los mayores. Menores = 19; mayores = 22.

Para el analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes se consideraron los mismos
parametros que en el GSEA de la cohorte de descubrimiento. En el caso de los mayores a 62
afios, algunos de los términos se relacionan con el sistema inmune, tal como "GO
immunoglobulin complex circulating” (Complejo de inmunoglobulina circulante), "GO
immunoglobulin receptor binding" (Union al receptor de inmunoglobulina), "GO phagocytosis
recognition” (Reconocimiento de fagocitosis), "GO antigen binding” (Unidn de antigenos), el

resto se vinculan con las percepciones sensoriales como el gusto, y también con la
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queratinizacion ("GO keratinization", “REACTOME keratinization") (Sidiropoulos et al.,
2017; Fabregat et al., 2017; Ashburner et al., 2000; Gene Ontology Consortium, 2021).

Respecto de los menores a 62 afos, la mayoria de los términos podrian estar vinculados
a procesos de adhesion celular ya que mencionan moléculas involucradas en el proceso, al
citoesqueleto, al igual que la lamina basal ("GO adherens junctions”, "GO actin polymerization
or depolymerization”, "GO basement membrane”, "GO actin filament organization", "GO actin
filament based movement", "GO actin cytoskeletion”, "GO actin binding", "GO cadherin
binding"). Al nombrar las actinas en reiterados términos se podria decir que las uniones
involucradas serian de anclaje célula-célula (forman "cinturones") o célula-MEC (matriz
extracelular, forman "contactos focales") dependiendo del ligando. Ademas, como se menciona
la unién de cadherinas, se podria asumir que la union seria célula-célula ya que en este tipo de
uniones se tiene como sostén intracelular a los filamentos de actina, como proteina
transmembrana de adhesion a las cadherinas y como ligando extracelular también, formando
asi interacciones homofilicas. Se puede corresponder esto ltimo con el proceso metastasico
debido a que las cadherinas juegan un rol muy importante en el desarrollo de la metastasis, al
igual que otras moléculas de adhesién que cambian su perfil. En el caso de las cadherinas, los
melanocitos dejan de expresar E-cadherina para expresar N-cadherina lo que genera que se
pierda la adhesion a las células vecinas incentivando la intravasacion de los melanocitos. Una
vez que se encuentran en circulacion, se dirigen a nichos distantes. Acompafiando el planteo
anterior, la N-cadherina es una cadherina clasica de tipo I ampliamente expresada en el sistema
nervioso (Brusés, 2011), lo cual se puede relacionar con el término GO (Gene Ontology) "Axon
development" que involucra el desarrollo de axones, y por eso podria vincular con el proceso

metastasico descrito.

D. Anaélisis de carga de neoantigenos, TMB y LDH en pacientes pre-tratamiento menores

y mayores a 62 afios con melanoma

Posteriormente, se analizaron tres biomarcadores disponibles de biopsias de pacientes
menores y mayores a 62 afios con melanoma, previo al tratamiento. Los biomarcadores fueron
nivel de LDH (Snyder et al., 2014), carga de neoantigenos y TMB (Snyder et al., 2014; Van
Allen et al., 2015; Hugo et al., 2016) (Fig. 27).
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Figura 27: LDH, carga de neoantigenos y TMB de pacientes con melanoma sin
inmunoterapia previa. E/ punto de corte para los tres casos es 62 anios. A. Grdficos de caja
para LDH (menorves = 23; mayores = 23). B. Grdficos de caja para carga de neoantigenos
(menores = 79; mayores = 73). C. Graficos de caja para TMB (menores = 79; mayores = 73).
Se indica p-valor de la prueba U de Mann-Whitney no paramétrica. LoglO(LDH): logaritmo
en base 10 para representar los valores de LDH. Logl(0(Neoantigenos): logaritmo en base 10
para representar los valores de la carga de neoantigenos. LoglO(TMB): logaritmo en base 10
para representar los valores de TMB. Referencia: azul indica los pacientes menores al punto

de corte, mientras que rojo indica los mayores.

Se obtuvieron resultados estadisticamente significativos en el analisis de los tres
biomarcadores. El nivel de LDH se encuentra incrementado en pacientes menores a 62 afios,
mientras que, tanto la carga de neoantigenos como la TMB, es superior en los pacientes mayores
a 62 afios. Cabe destacar que, aun quitando los outliers (menor = 2502 U/L; mayor = 664 U/L)
del grafico de caja de LDH, el p-valor es significativo (p-valor = 0,025).

5.3.2.1.1.3. Analisis del microambiente tumoral mediante scRNA-seq en biopsias de

pacientes pre-tratamiento menores y mayores a 62 afios con melanoma.

Los resultados obtenidos hasta aqui, a nivel transcriptomico, fueron en el bulk. Como se
menciond en la seccion 1.7.2.2., el uso de scRNA-seq hace mas especifico el andlisis
transcriptomico, considerando lo que ocurre a nivel de célula individual. Por lo tanto, se
utilizaron dos estudios (Jerby-Arnon et al., 2018; Sade-Feldman ef al., 2018) que tenian estos
datos disponibles. Se analizaron ambos por separado debido a que cada uno de ellos tenian su

propia clasificacion para las células del microambiente tumoral.
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Del Sade-Feldman ef al. se tuvieron en cuenta los once grupos de poblaciones celulares
inmunes del microambiente tumoral, al igual que los seis grupos diferentes de células T CD8.
Los once grupos constan de dos subgrupos de células B (células B; células plasmaticas), dos
subgrupos mieloides (monocitos y/o macrofagos; células dendriticas) y siete subgrupos
enriquecidos para células T, NK y NKT (linfocitos; linfocitos citotoxicos; linfocitos exhaustos
- ciclo celular (CC); T CDS8 exhaustas; T CD8 exhaustas - heat shock; T regulatorias; T de

memoria) (Fig. 28).
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Figura 28: Composicion celular de los 11 grupos del Feldman et al. Se muestra el porcentaje
de células en cada grupo del estudio analizado, las cuales pueden ser T CD4 positivas (+), T

CDS8 positivas (+), doble positivas (DP): CD4 (+) y CD8 (+), doble negativas (DN): CD4 (-)
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y CD8 (=), NK: natural killers, NKT: invariant natural killer T cells, mieloides o células B.
Adaptado de Sade-Feldman et al., 2018.

A partir de las células CD8, los autores encontraron diferentes grupos. Segin Sade-
Feldman et al., las células CD8 1 expresaron marcadores de agotamiento y ciclo celular, similar
al grupo de linfocitos exhaustos (CC) de las poblaciones celulares inmunes. Las células CD8 2
expresaron muchos de los mismos marcadores de agotamiento junto con proteinas heat-shock
(proteinas de choque térmico como HSPB1, HSPA1A y HSPA4) y receptores inhibitorios
adicionales. Las células CDS8 3 expresaron marcadores de agotamiento conocidos (HAVCR2,
CD38, PDCD1 y PTPNG®) pero carecian de genes heat-shock y del ciclo celular. El grupo CD8
4 (CCR7,IL7R, TCF7, TNF y S100A10) y CD8 6 (SELL, TCF7, LTB, IL7R, FLT3LG e IL16)
fueron consistentes con un fenotipo de memoria y/o efector, mientras que las células CD8 5

tenian fenotipos de memoria y células activadas (IL6ST, CXCL13, IL7R y CTLA4).

Del estudio Jerby-Arnon et al. se consideraron los siete grupos de poblaciones celulares
en el microambiente tumoral. Los grupos celulares identificados en este estudio fueron células
T CD4 y T CD8, células B, células NK, macrofagos, fibroblastos asociados al cancer (CAF) y
células endoteliales. En primer lugar, se estudio la distribucion de los grupos de células
pertenecientes a los dos estudios tanto en menores como mayores a 62 afios (Fig. 29), a partir
de una reduccion de dimensionalidad para la visualizacion de los datos mediante UMAP (por

su nombre en inglés Uniform Manifold Approximation and Projection).
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Figura 29: UMAP para menores y mayores a 62 afios, por separado, de los once grupos de
poblaciones celulares inmunes y seis grupos de células CD8 del Sade-Feldman et al., y los
siete grupos de poblaciones celulares en el TME del Jerby-Arnon et al. A. Sade-Feldman
et al. Se muestra la distribucion de las células inmunes y los grupos CDS8 en los menores y
mayores a 62 arios, la cantidad de células en cada grupo etario, al igual que la cantidad de

células en cada grupo. B. Jerby-Arnon et al. Se muestra la distribucion de las células del TME
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en los menores y mayores a 62 arios, la cantidad de células en cada grupo etario, al igual que

la cantidad de células en cada grupo.

Tanto para los once grupos de poblaciones celulares inmunes del TME vy los seis grupos
de las diferentes células T CD8 del Sade-Feldman et al., como para los siete grupos de
poblaciones celulares del TME del Jerby-Arnon et al. se estudiaron las proporciones de las
diferentes poblaciones celulares entre menores y mayores a 62 afios, utilizando la prueba U de
Mann-Whitney no paramétrica, detallado en la seccion Materiales y Métodos (Fig. 30). Los
resultados de este andlisis con los datos del estudio Jerby-Amon et al. no fueron
estadisticamente significativos (datos no mostrados).

A

Poblaciones celulares inmunes en el TME
Sade-Feldman et al., 2018
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Figura 30: Graficos de caja para los grupos del Sade-Feldman et al. A. Poblaciones
celulares inmunes en el TME. En el eje de ordenadas se halla el porcentaje de células, y en el

de abscisas los numeros que identifican a las poblaciones inmunes descritas en la referencia a
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la derecha. B. Clasificacion de las CD8 dentro del TME. En el eje de ordenadas se halla el
porcentaje de células de cada grupo dentro de las células CDS totales, y en el de abscisas la
clasificacion de las CD8. En ambos casos, se observan los porcentajes de células en pacientes
menores y mayores a 62 arnos con melanoma pre-tratamiento. En el eje de ordenadas se indican
las proporciones relativas, no absolutas, se muestran solo los p-valores significativos de la
prueba U de Mann-Whitney no paramétrica, ns: p-valor no significativo. Referencia: azul

indica los pacientes menores al punto de corte, mientras que rojo indica los mayores.

En el caso del estudio Sade-Feldman et al. se obtuvieron diferencias significativas tanto
en los grupos de las poblaciones celulares inmunes del TME como en los diferentes grupos de
cé¢lulas T CD8. En el primer caso, se ven diferencias en las células dendriticas (grupo 4) y los
linfocitos exhaustos que expresan genes relacionados al ciclo celular (grupo 11), ambos grupos
de células se encuentran en mayor proporcion en los menores a 62 afnos. En concordancia con
esta observacion, la unica diferencia dentro de la clasificacion de células T CD8 de Sade-
Feldman et al., se encuentra en el grupo CD8 1 relacionado con las células T CD8 exhaustas
que expresan genes involucrados en el ciclo celular, similar al grupo 11 en composicion, el cual
se halla en mayor proporcion en los menores a 62 afios. Los p-valores para las clasificaciones
de las células T CD8 restantes no fueron significativos, aunque se puede observar la tendencia

de los menores a tener una mayor proporcion de células T CDS.

A. Expresion diferencial de genes en cada grupo de células inmunes que componen el TME

de biopsias de pacientes pre-tratamiento menores y mayores a 62 afios con melanoma.

Una gran ventaja de la tecnologia scRNA-seq es el hecho de poder realizar analisis de
expresion diferencial de genes a nivel de célula unica, por lo tanto, se hizo esto dentro de cada
grupo de las poblaciones inmunes del TME de los dos estudios comparando menores y mayores
a 62 afios. Los parametros y filtros utilizados, junto con la respectiva justificacion, para este
analisis se encuentran detallados en la seccion Materiales y Métodos. En el caso de analisis de
expresion diferencial de genes de los once grupos del Sade-Feldman et al., se obtuvieron
diferencias significativas en todos excepto en dos, células T regulatorias y linfocitos exhaustos

que expresan genes involucrados en el ciclo celular (CC) (Fig. 31).
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Figura 31: Graficos de puntos representando la expresion diferencial dentro de cada
poblacion celular inmune del estudio Sade-Feldman et al. A. Células B. B. Linfocitos. C.
Linfocitos citotoxicos. D. Células T de memoria. E. Células T CD8 exhaustas. F. Células T
CD8 exhaustas (HS), heat-shock. G. Monocitos/Macrofagos. En todos los casos: en el eje de
ordenadas de cada grdfico se encuentran los genes expresados diferencialmente; en el eje de
abscisas se encuentra la referencia del grupo menor o mayor a 62 afios; la expresion promedio
de cada gen se encuentra representada por el gradiente de color gris a verde, lo que
corresponde a menor expresion a mayor expresion, respectivamente; el porcentaje expresado
representa el porcentaje de células que expresan ese gen, cuanto mds grande es el punto,

mayor es el porcentaje de células que lo expresa.

A partir de los resultados obtenidos se llevd a cabo la busqueda del rol que cumplen los
genes expresados diferencialmente en cada poblacion celular especifica. Si bien la informacion

sobre estos genes en general existe y se encuentra disponible, nuestro interés se enfoca en el
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papel que cumple cada gen en cada poblacion celular inmune donde se encuentra expresado; en

este sentido cabe destacar que para algunos de ellos no se encontr6 informacion de la funcion

que cumplen en cada grupo en particular. Tal es el caso que en las células B no se encontro

informacion sobre los genes SKIL, NR4A1, PPP1R15A, HSPAIB y SLC2A3 (ver Tabla XX).

Gen Descripcion Informacion
. .., |Enlas células B, se detecté una mayor expresion de JunB,
FosB proto-oncogene, |Involucrados en la codificacion de factores de transcripcion S . 5
. LN g = 4 7 JunD, FosB y Fra-1 después de la estimulacion de las
FOSB AP-1 transcription de activacion inmediata relacionados con la inflamaciony | , p 5 !
factor subunit respuestas a estrés (Tirosh et al. , 2016) células B primarias a través del BCR y/o el receptor CD40
P o (Tilzey et al ., 1991; Huo y Rothstein, 1995, 1996).
CD69 cD6aFbleciE Marcador de cél}llas resi'dentes de tejido y activacién Marcador de células B néiiv? y células B de memoria de la
reciente (Gide et al., 2019) matriz LM22
S I-‘Ifeat;hicf;ro;;n Las proteinas de choque térmico HSPA8 (también llamadas
amity . s: HSC70), HSPA4 (también llamadas HSP70) y HSP90AAL
member . L
también llamadas HSP90) estan involucradas tanto en la
A {eokie 1SRE0) estan Ipulderadss Tt Hay dos isoformas de HSP90, HSP90a y HSPIOB,
Heat shock protein 90 | presentacion de antigenos por las moléculas MHC de clase e
d i P codificadas por los genes HSP90AA1 y HSP90AB1,
HSP90AAL | alpha family class A | Il como en la modulacién de las respuestas de las células T . o
ber 1 (HSP90) (Nataf et al., 2019) respectivamente. HSP90a y HSP90B son homdlogas, con
member o ; ; s e p
un 86% de identidad y un 94% de similitud a nivel de
Heat shock protein 90 aminodacidos. De todas formas, la funcién de cada
HSP90AB1 | alpha family class B isoforma de HSP90 sigue siendo en gran parte
member 1 desconocida (Li et al., 2012)
DnaJ heat shock
DNAIJB1 |protein family (Hsp40)
member B1
. . . L Los DNAJ son ampliamente aceptados como reguladores
Aunque las prlnmp_ales Hspa0 de tIpO- ! C|.t<’)plasmat|c‘as, de la funcién HSP70, pero también tienen funciones
DnaJall y DnaJlaZ, se inducen trés !a actlvac@n deAIas cglulas como co-chaperonas para la maquina chaperona HSP90,
it bsarshioek Be |nt}erac&13nfor} la AID (citidina desamulasa inducida y demds funciones biolégicas que pueden ser
DNAJAL | protein family (Hsp40) por actlvamon)_ in vitro, solo la sobr_e(_expres_lonl d.e Dnalal independientes de cualquiera de estas chaperones
member Al eiumenta los niveles de AID y l? actividad b}f)loglca en las (Sterrenberg et al. , 2011)
lineas celulares. Por el contrario, la reduccion de Dnalal,
pero no de Dnala2, reduce los niveles de AID, la estabilidad
y el cambio de isotipo. (Orthwein et al ., 2012)
Los factores de intercambio guanina-nucledtido (GEF), como lo es RASGEF1B, estimulan el intercambio intrinseco de
RASGEF1B RasGEF domain family | GDP/GTP de Rasy promueven la formacion de Ras-GTP activo, que a su vez controla diversas vias de sefializacion
member 1B importantes para la regulacién de la proliferacion celular, supervivencia, diferenciacién, trafico vesicular, y expresién
génica (Andrade et al ., 2010)

Tabla XX: Informacion de los genes expresados diferencialmente en las células B de los

pacientes mayores a 62 afios con melanoma. Se muestran los genes, sus nombres detallados

y la funcion que posee cada uno en las células B.

En los linfocitos no se encontrd informacion sobre los genes KIAA1683 y CTSA (ver

Tabla XXI).

Pagina 138 de 212



UADE @“""”% ANALISIS DEL IMPACTO EN LA SOBREVIDA GLOBAL Y LIBRE DE PROGRESION EN PACIENTES CON
/
i'/ DIFERENTES TIPOS TUMORALES TRATADOS CON INMUNOTERAPIAS. Alves da Quinta, Daniela Belén

Gen Descripcion Informacién

Marcador de células residentes de tejido para células T

LMNA kamin 4/€ CD8 (Foroutan et al ., 2021)

Marcador reportado por Marcador de
los autores como parte de Se ha reportado, en un articulo células
G proEIEpIEH cp8 C’?O"d o buenas: de preliminar, que GPR183 se asoci6 residentes de
GPR183 rocepionids memoria o efectoras (Sade-| ¢on infiltracién inmune tumoral en tejido para
B Feldman etal ., 2018) BRCA, SKCM, LUSC y LGG (Yang et células NK
al.,2020) (Foroutan et al .,
2021)

Tabla XXI: Informacién de los genes expresados diferencialmente en los linfocitos de los
pacientes menores a 62 afios con melanoma. Se muestran los genes, sus nombres detallados

v la funcion que posee cada uno en los linfocitos.

En los linfocitos citotdxicos se encontrd informacion sobre el Uinico gen expresado

diferencialmente (ver Tabla XXII).

Gen Descripcion Informacion
. Involucrado en funciones ; Agxlado a Marcador de células T CD8
GNLY Granulysin R citotoxicidad (Szabo et .
efectoras (Li etal ., 2019) al, 2019) de la matriz LM22

Tabla XXII: Informacion de los genes expresados diferencialmente en los linfocitos
citotoxicos de los pacientes menores a 62 afios con melanoma. Se muestra el gen, su nombre

detallado y la funcion que posee en los linfocitos.

En las células T de memoria no se encontré informacion sobre el gen PPP1CB (ver

Tabla XXIII).

Gen Descripcion Informacién
SLC2A3 también llamado GLUT3, se encuentra
Marcador de células residentes de | incrementado junto con otros transportadores

Solute carrier family 2

SLC2A3 Eariless tejido para células T CD4 (Foroutan |de glucosa como GLUT1 y GLUTS, en las células T
etal ., 2021) después de la activacién (Beckermann et al. ,
2020)

Protein phosphatase 1
PPP1R15A regulatory subunit
15A

Marcador de células residentes de tejido para células T CD4 y NK (Foroutan et al .,
2021)

Tabla XXIII: Informacion de los genes expresados diferencialmente en las células T de
memoria de los pacientes mayores a 62 afios con melanoma. Se muestran los genes, sus

nombres detallados y la funcion que posee en las células T.
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La informacion de los genes expresados en las células T CDS8 exhaustas se observa en

la siguiente tabla (ver Tabla XXIV).

MAYORES
Gen Descripcion Informacion
El tratamiento combinado con el nuevo
CX-C motif antagonista de CXCR4 desarrollado, Pep Expresado en células de
CXCR4 ) R, mds anti-PD-1, redujo el crecimiento | memoria efectoras (van der
chemokine receptor 4 ;
tumoral en dos modelos murinos Leun et al., 2020)
singénicos (D'Alterio et al., 2019)
MENORES
Gen Descripcion Informacion
Se ha reportado que los pacientes con melanoma con mayor expresion
Interferon induced |pre-tratamiento de genes inducibles por IFN-y y mismo IFN-y, en los TILs,
s protein 44 like poseen mds probabilidades de responder a la terapia anti-PD-L1
(Axelrod et al., 2018)

Tabla XXIV: Informacion de los genes expresados diferencialmente en las células T CD8
exhaustas de los pacientes menores y mayores a 62 afios con melanoma. Se muestran los

genes, sus nombres detallados y la funcion que posee en las células T.

En las células T CD8 exhaustas relacionadas con marcadores de agotamiento junto con
proteinas heat-shock no se encontrd informacion sobre los genes HSPH1, RP11-138A9.1 y

AHSALI (ver Tabla XXV).

MAYORES
Gen Descripcion Informacién
TXNIP Thioredoxin
interacting protein Expresado en células
de memoria . i
Asociado a Expresado por células T .
efectoras (van der i . K Marcador de células T CD8
GZMK Granzyme K Leun et al., 2020) citotoxicidad (Szabo CD8 efectoras (Lietal ., d& i atiis (V22
g etal ., 2019) 2019)
MENORES
Gen Descripcion Informacién
TR Heat jh;cl;:ro;zm Marcador del cluster CD8 2 clasificadas como exhaustas, expresan proteinas heat-shock (Sade-
family sp70) Feldman et al ., 2018)
member 1A
Involucrado en Asociado a
GNLY Granulysin funciones efectoras | citotoxicidad (Szabo Marcador de células T CD8 de la matriz LM22
(Lietal., 2019) etal.,2019)

Tabla XXV: Informacion de los genes expresados diferencialmente en las células T CD8
exhaustas (HS) de los pacientes menores y mayores a 62 afios con melanoma. Se muestran

los genes, sus nombres detallados y la funcion que posee en las células T.
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En el grupo de monocitos/macrofagos no se encontrd informacion sobre el gen

TNFSF10 (ver Tabla XXVI).

MAYORES
Gen Descripcion Informacion
Involucrado en la captacién de lipidos. Regula el metabolismo de los lipidos
T Perilipin 2 intracelulares en los r’na.créfa.agos. Los macréfagos. de activacié’n.metabéiica que
expresan PLIN2 estan implicados en el metabolismo de los lipidos que se ha
asociado con los macréfagos M2 (Liu et al ., 2017)
HSPA1A lieat sheck pratein famivA Se ha reportado que los monocitos en proceso de maduracion regulan
(Hsp70) member 1A » 5 i 5 y e
Teatshock pratei faniiyh diferencialmente la expresion de varios miembros de HSP y que distintos
HSPA1B T P G iih y patrones de expresion de HSP caracterizan las etapas efectoras M1y M2 de la
5 J(h SPt ,fm:m etr. Famil vida de los macréfagos. HSPA1A/HSPA1B, DNAJB1 se encuentra incrementado
DNAJB1 faiedssnociopraleinanty en los macrofagos M1 (Fagone et al ., 2012)
(Hsp40) member B1
SIC2A3 Solute carrier family 2 member | Expresado en monocitos sanguineos. Disminuyen los niveles de expresion de
3 este gen durante su maduracion (Bush et al ., 2020)
THBD Thrombomodulin Expresado en monocitos (GeneCards: The Human Gene Database )
MENORES
Gen Descripcion Informacién
Radical S-adenosyl methionine , .
RSAD2 . 4 - Marcador de macrofagos M1 de la matriz LM22
domain containing 2
IFIT3 Interferon induced protein with
tetratricopeptide repeats 3
T2 Interferon induced protein with Citoquina pro-inflamatoria; genes estimulados por interferén
tetratricopeptide repeats 2
OAS3 2'-5 —ol/goaden;/ate synthetase

Tabla XXVI: Informacion de los genes expresados diferencialmente en
monocitos/macréfagos de los pacientes menores y mayores a 62 afios con melanoma. Se
muestran los genes, sus nombres detallados y la funcion que posee en los monocitos o

macrofagos.

En el caso del analisis de expresion diferencial para los grupos del Jerby-Arnon et al.,
se encontraron s6lo diferencias significativas en las células T CD8 y CD4, y las células B,
mientras que en los macrofagos no se obtuvieron diferencias. Respecto a las CAF, NK y
endoteliales, no se realiz6 el andlisis debido a la poca cantidad de células en los menores a 62

afios, y la gran diferencia entre un grupo etario y otro (Fig. 32).
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Figura 32: Graficos de puntos representando la expresion diferencial dentro de cada
poblacion celular inmune del estudio Jerby-Arnon et al. A. Células T CD8. B. Células B. C.
Células T CDA4. En todos los casos: en el eje de ordenadas de cada grafico se encuentran los
genes expresados diferencialmente; en el eje de abscisas se encuentra la referencia del grupo
menor o mayor a 62 anos; la expresion promedio de cada gen se encuentra representada por
el gradiente de color gris a verde, lo que corresponde a menor expresion a mayor expresion,
respectivamente; el porcentaje expresado representa el porcentaje de células que expresan ese

gen, cuanto mas grande es el punto, mayor es el porcentaje de células que lo expresa.

Para esta cohorte se realizd exactamente la misma blsqueda que para los resultados
obtenidos del Sade-Feldman et al. En el grupo de células T CDS se encontrd informacion sobre

todos los genes expresados (ver Tabla XXVII).
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MAYORES
Gen Descripcion Informacion
J to- ) .
MIpLoLe onc?g?ne, Activacion de células T (Atsaves et al .,
JUN AP-1 transcription
) 2019)
factor subunit
Regula el incremento de la expresion e .
. o Involucrados en la codificacion
de PD-1 en células T infiltrantes del FE 3
A de factores de transcripcion de Marcador de células
Fos proto-oncogene, tumor durante la progresion tumoral, g e : > 4
£ by activacion inmediata residentes de tejido para
FOS AP-1 transcription ello asociado con alta TMB; FOS se une 5 ’ - 7
i ., relacionados con la inflamacion | células T CD8 (Foroutan et
factor subunit a la region promotora de PD-1 lo que -
- ., y respuestas a estrés (Tirosh et al ., 2021)
facilita su expresion (Atsaves et al.,
al., 2016)
2019)
FosB proto-oncogene,
FOSB AP-1 transcription
factor subunit
Heat shock protein s ;
" Marcador del cluster CD8 2 clasificadas como exhaustas, expresan proteinas heat-shock (Sade-Feldman
HSPA1A family A (Hsp70)
etal. 2018)
member 1A
RGS2 Regfllat.‘or of.G Implicado en la migracién de linfocitos (Gebhardt et al ., 2018)
protein signaling 2
Teell actlvalflonA Codifica para una proteina activadora de GTPasa especifica para RhoA que se expresa exclusivamente en
TAGAP |RhoGTPase activating , . §
. células T activadas (Tamehiro et al ., 2017)
protein
Dual ificit;
DUSP1 ual specificity
phosphatase 1
Dnal heat shock Marcador de células residentes de tejido para células NK (Foroutan et al ., 2021)
DNAJB1 protein family
(Hsp40) member B1
ETS proto-oncogene . E o 7 2
ETS1 o Se requiere para la sobrevida y activacion de células T murinas (Muthusamy et al., 1995)
1, transcription factor
MENORES
Gen Descripcion Informacién
Interferon induced
IFIT3 prot.em W’th Citoquina pro-inflamatoria; genes estimulados por interferén
tetratricopeptide
repeats 3

Tabla XXVII: Informacion de los genes expresados diferencialmente en las células T CD8

de los pacientes menores y mayores a 62 afios con melanoma. Se muestran los genes, sus

nombres detallados y la funcion que posee en las células T.

En las células T CD4 no se encontr6 informacion sobre los genes AKAP13, GPRIN3,
SF3B1, CNOT6L y DNAJB14 (ver Tabla XXVIII).
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Gen Descripcion Informacién

JUN proto-oncogene,

JUN AP-1 transcription Activacion de células T (Atsaves et al ., 2019)
factor subunit

JUNB proto-oncogene, | Promueve la expresion de moléculas de células T
JUNB AP-1 transcription regulatorias como ICOS y CTLA-4 (Atsaves et al .,

factor subunit 2019) Involucrados en la codificacion de

factores de transcripcion de
Regula el incremento de la expresién de PD-1 en |activacion inmediata relacionados con

FOS proto-oncogene, células T infiltrantes del tumor durante la la inflamacion y respuestas a estrés
FOS AP-1 transcription progresion tumoral, ello asociado con alta TMB; (Tirosh et al.,, 2016)
factor subunit FOS se une a la regién promotora de PD-1 lo que Marcador de células

facilita su expresion (Atsaves et al ., 2019) residentes de tejido para

células T CD4 y NK

FOSB proto-oncogene,

, i X (Foroutan et al., 2021)
L Marcador de células T foliculares de la matriz
FOSB AP-1 transcription
: LM22
factor subunit
Nuclear receptor
NR4A2 | subfamily 4 group A
member 2
3 A 2 Marcador de células T folicul
Marcador de células residentes de tejido y arcador de celulas Tloliculares'y

CD69 CD69 molecule

células T CD4 de memoria en reposo

activacion reciente (Gide et al., 2019) de la matriz LM22

BTG anti-proliferation

BTG2
factor 2
ZFP3612 46P36 r{ng_f/nger Marcador de células T CD4 de memoria en reposo de la matriz LM22
protein like 2

Protein phosphatase 1

PPP1R15A| regulatory subunit Marcador de células residentes de tejido para células T CD4 y NK (Foroutan et al ., 2021)

15A
DUSP1 Dual specificity
phosphatase 1
DnalJ heat shock Marcador de células residentes de tejido para células NK (Foroutan et al ., 2021)
DNAIB1 |protein family (Hsp40)
member B1
Actiia como un punto de control inmune en la
inmunidad antitumoral de células T. PAC1 se
encuentra incrementado en linfocitos infiltrantes
S Dual ificity de tumores exhaustos y se asocia con un mal
ual specifici - . . 5 .
(PAC1) phosp:atase J prondstico de los pacientes con cancer. Las Marcador de células T y6 de la matriz LM22

células T efectoras con altos niveles de PAC1
pierden su capacidad proliferativa y efectora, y se
convierten en células T exhaustas. (Dan Lu et al .,
2020)

Family with sequence
FAMA6C | similarity 46 member

Marcador de células T y6 (Tosolini et al ., 2017)
c

Tabla XXVIII: Informacion de los genes expresados diferencialmente en las células T CD4
de los pacientes menores y mayores a 62 aiios con melanoma. Se muestran los genes, sus

nombres detallados y la funcion que posee en las células T.

En las células B no se encontr6 informacion sobre los genes DUSP1 y PPP1R15A (ver
Tabla XXIX).
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Gen Descripcién Informacién
En las células B, se detecté una mayor expresion de JunB, JunD,
JunB proto-oncogene, z " i < .
g FosB y Fra-1 después de la estimulacién de las células B primarias a
JUNB AP-1 transcription . &
factor subunit través del BCR y/o el receptor CD40 (Tilzey et al ., 1991; Huo y
Rothstein, 1995, 1996).
Jun proto-oncogene, Se ha reportado que la estimulacion de las células B aumento los
JUN AP-1 transcription niveles de los productos de JUN y FOS en las mismas, tanto de raton
factor subunit como humanas. La estimulacién de células B néive a través de TLR7
y CD40 induce la produccion sinérgica de IL-6. Esto requiere la
Uno de los roles de FOS consta en regular iy 0 ey
F " = i ) activacion de la via JNK, lo que resulta en una mayor fosforilacion
g o—oncf:gfne, pos_' fvamente fa expresluln € 'mp 4 del sustrato JNK (JUN), y una mayor actividad de los complejos AP-1
FOS AP-1 transcription esencial para promover la diferenciacién de A
) = ¥ i que contienen los productos de JUN y FOS. (Vanden Bush y Bishop,
factor subunit células B en células plasmaticas. (Ohkubo et 2008)
al ,, 2005) e
T En las células B, se detecté una mayor expresion de JunB, JunD, Izvolucrad?s en Iadcodlf{car:{oln t_je fa;t»ores
s S FosB y Fra-1 después de la estimulacion de las células B primarias a | 9 transcripcion de activacion inmediata
FOSB AP-1 transcription . X relacionados con la inflamacién y
factor subunit través del BCR y/o el receptor CD40 (Tilzey et al ., 1991; Huo y e
Rothstein, 1995, 1996). respuestas a estrés (Tirosh et al ., 2016)
Nuclear receptor
NR4A2 | subfamily 4 group A
member 2
En el desarrollo de linfocitos B, las proteinas de unién a ARN (RBP), ZFP36L1 y ZFP36L2, son criticas para mantener la
quiescencia antes de la expresion del receptor de células B precursoras (pre-BCR) y para restablecer la quiescencia
S ZFP36 ring finger después de la expansion inducida por pre-BCR (Galloway et al ., 2016). La sefializacion a través del pre-BRC favorece
protein like 2 una intensa proliferacion y diferenciacion hacia el estado de células pre-B pequefias. En estado quiescente, estas
células llevan a cabo el reordenamiento V-J de la cadena ligera, lo que promueve la produccion de un BCR funcional
completo con una especificidad Unica y expresado en forma de IgM en la superficie de las células B inmaduras.
Marcador de células residentes de tejido y Marcador de células B néive y células B de memoria de la matriz
] 2 ) .
ers) €069 molecule activacion reciente (Gide et al., 2019) LM22
Es un inductor del sistema de respuesta
5 inflamatoria y participa en el desarrollo normal| Marcador de células B niive y células B de memoria de la matriz
imphotoxin beta
iE bymeliota et del tejido linfoide (GeneCards: The Human LM22
Gene Database )

Tabla XXIX: Informacion de los genes expresados diferencialmente en las células B de los

pacientes menores y mayores a 62 aiios con melanoma. Se muestran los genes, sus nombres

detallados y la funcion que posee en las células B.

5.3.2.1.1.4. Comparacion de la sobrevida libre de progresion entre inhibidores de punto de

control inmunolégico en pacientes menores y mayores a 62 afios con melanoma

En principio, a partir del analisis de sobrevida libre de progresion del estudio Gide et

al., se plante6 que los pacientes mayores a 62 afios se encuentran beneficiados con el
tratamiento anti PD-1 combinado con anti CTLA-4 respecto de los menores a 62 afios. Los
analisis posteriores se realizaron para explicar la diferencia observada y validar lo que se vio
en esa cohorte de descubrimiento, utilizando diferentes estudios con biopsias pre-tratamiento
como cohorte de validacion. Por lo tanto, se plantea la pregunta de si, en pacientes menores y
mayores a 62 afios por separado, hay o no diferencias en la sobrevida libre de progresion de
pacientes tratados con la combinacién anti PD-1+CTLA-4 respecto de los tratados con las

monoterapias anti PD-1 y anti CTLA-4 (Fig. 33).
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A Menores a 62 B Mayores a 62

1.004 .004
p-valor global = 0.00069 10 H\_| p-valor global < 0.0001
| b

ERE TR . - il

| Ref. Combo Ref. Combo
- PD-1::p=0.319 - PD-1:p=0.017
0.751 P 0.754
HR (IC 95%) = 1.409 (0.717 - 2.770) HR (IC 95%) = 5.961 (1.375 — 25.84)
CTLA-4: p = 0.0005 - CTLA-4:p <0.0001
HR (IC 95%) = 2.633 (1.527 - 4.539) HR (IC 95%) = 17.22 (4.156 — 71.38)

0.50 1

0.254 0.25

Probabilidad de Sobrevida
Libre de Progresion
o
3

0.004 0.00 1

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tiempo (meses) Tiempo (meses)

Numero en riesgo Numero en riesgo

o

ICB=Combo { 33 17 8 0 0

ICB=Combo { 18 16 1" 2 1 0
CB=CTLA-4{ 54 10 6 3 1 0

LA-4{ 58 ) 4 0 0

o

Figura 33: Curvas de sobrevida libre de progresion (Kaplan-Meier) para menores y
mayores a 62 afios tratados con inmunoterapias. A. Pertenece a la curva de sobrevida libre
de progresion de pacientes con menores a 62 afios con melanoma. B. Pertenece a la curva de
sobrevida libre de progresion de pacientes con mayores a 62 aiios con melanoma. Se indica p-
valor global, al igual que el p-valor obtenido de la comparacion entre anti PD-1 y Combo, y
anti CTLA-4 y Combo, el cociente de riesgos (HR) e intervalo de confianza (IC 95%).
Referencia: rosa indica los pacientes tratados con la combinacion anti PD-1+CTLA-4, verde
indica los pacientes tratados con anti CTLA-4, y amarillo indica los pacientes tratados con anti

PD-1.

Ambas curvas de sobrevida, para los dos grupos de edad, fueron significativas. Sin
embargo, al realizar las comparaciones para cada monoterapia respecto del combo, en los
menores a 62 afios no hay diferencias entre anti PD-1 o el combo anti PD-1+CTLA-4, pero
observando la curva que pertenece a anti CTLA-4 si hay diferencias significativas respecto del
tratamiento con el combo. Por otro lado, teniendo en cuenta la curva de sobrevida de los
mayores a 62 afos, las diferencias son significativas tanto para la combinacion de ICI respecto
del tratamiento anti PD-1 como para anti CTLA-4, siendo la combinacion de ambos el
tratamiento optimo y adecuado en términos de PFS para esos pacientes seglin los resultados de

la Kaplan-Meier.
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5.3.2.2.Evaluacion de tabaquismo como variable clinica de respuesta a inhibidores de

punto de control inmunologico en NSCLC

Para realizar el analisis de sobrevida libre de progresion y el estado de fumador de los
pacientes se utilizaron los mismos criterios mencionados en analisis previos, donde se distingue
entre tipo tumoral y terapia. Los Unicos estudios que contaban con esta informacion fueron
Hellmann et al. y Rizvi et al., ambos con datos de pacientes que padecian cancer de pulmon de
células no-pequefias, en el primero los pacientes fueron tratados con la combinacion anti PD-1
y anti CTLA-4 (n=75) mientras que en el segundo con monoterapia anti PD-1 (n = 34). Ambos
estudios informan la historia de tabaquismo del paciente como: ex-fumador, fumador o no
fumador. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los casos,
siendo los p-valores globales de las Kaplan-Meier 0,41 y 0,60 del Hellmann et al. y Rizvi et al.,

respectivamente (datos no mostrados).
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6. Discusion

6.1. Resistencia a terapias dirigidas v niveles de Galectina-1 en lineas celulares de

melanoma humanas v murinas

Se confirm¢ la resistencia de las lineas celulares de melanoma a las terapias dirigidas
contra la via de MAPK, en medio de cultivo con Dabrafenib (inhibidor de BRAF) y Trametinib
(inhibidor de MEK). Efectivamente las lineas celulares eran resistentes debido a que se observo
una banda para ERK fosforilado (pp-ERK) en el revelado del Western-blot interpretando que
la droga no inhibe la via MAPK. Respecto a los resultados de la RT-qPCR para cuantificar los
niveles de ARN mensajero de Galectina-1, en las tnicas muestras que se obtuvieron resultados
(A375 y dos réplicas biologicas RG13.2) se puede observar el aumento de la expresion de
Galectina-1 en las células resistentes a la droga. De todas formas, no se logré la correcta puesta
a punto de la técnica ni se obtuvieron réplicas suficientes para obtener una conclusion en parte

debido a las condiciones que se vivieron durante todo el 2020 y en la actualidad.

6.2. Interpretacion e importancia de los reportes en ensayos clinicos

Los primeros analisis del presente trabajo se basaron en la recoleccion de datos
provenientes de distintos ensayos clinicos de pacientes con cancer tratados con diferentes
inhibidores de punto de control inmunolédgico. El objetivo consistia en evaluar la eficacia de
estas terapias en los pacientes estratificando por variables clinicas, tal como la edad, la historia
de tabaquismo o el sitio metastasico de los pacientes. Se seleccionaron esas variables debido a
que eran las que se reportaban mayoritariamente por los autores. El sexo no se ha tenido en
cuenta debido a que se publicaron reiteradas veces meta-analisis con esta variable (Botticelli et
al., 2017; Conforti et al., 2018; Pinto et al., 2018; Wallis et al., 2019; Yang et al., 2020; Ye et

al., 2020), con resultados contradictorios e inconclusos.

Como se menciono reiteradas veces en el caso de la edad, es importante destacar que se
parte de la comparacion entre inmunoterapia y control de pacientes menores a 65 afios, y la
comparacion entre inmunoterapia y control de pacientes mayores a 65 aios, representados
como cocientes de riesgo (HR) reportados por los autores. A partir de alli, se obtiene el resultado
de los graficos de arbol expuestos en la seccion 5.2.. Esto mismo ocurre con los sitios
metastasicos, donde la estratificacion es si el paciente tiene o no metastasis en el 6rgano
considerado, al igual que en la historia de tabaquismo del paciente, donde la clasificacion de

los grupos suele ser fumador, ex-fumador o no fumador. Por lo tanto, no se compara la
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sobrevida global o libre de progresion de cada paciente tratado con inhibidores de puntos de
control inmunolégico dentro de un grupo u otro de forma directa. Otro aspecto a destacar es la
heterogeneidad que existe entre los grupos control ya que al momento de interpretar los
resultados no se parte de un mismo control sino de varios, tal como placebo, terapias dirigidas,

quimioterapias, radioterapias o mismo otro ICI.

Por tanto, los resultados obtenidos en este analisis no fueron confiables ni concluyentes.
En primer lugar, debido a los HR e IC 95% obtenidos que no se observaron diferencias
estadisticas en la mayoria de los casos; y luego, debido a las dificultades y desventajas
mencionadas en parrafos anteriores tanto al momento de recolectar los datos como al momento
de interpretar los resultados obtenidos. Por los motivos citados, se realizaron los analisis

subsiguientes donde se utilizan datos de pacientes a nivel individual.

6.3. Son los 65 aios de edad un punto de corte optimo para estratificar a los

pacientes?

En laseccion 1.6.1.1.1. hemos descrito por qué se implement6 hace mas de un siglo esta
clasificacion para la edad, lo cual estuvo relacionado a una cuestion politica, social y econdmica
al igual que a la esperanza de vida de aquel entonces. Gracias a los avances de la ciencia y la
medicina la esperanza de vida en la actualidad es mas prolongada que los 65 afios de edad. Por
lo tanto, el uso de este punto de corte para estratificar, incluir o excluir personas para que reciban
tratamientos, hoy en dia, es una cuestion cultural que proviene de afios atras que quizés hace

falta modificar.

Con el fin de comprobar si existe relacion entre este punto de corte, utilizado
generalmente en los ensayos clinicos, y la sobrevida global y libre de progresion de los
pacientes con distintos tipos de cancer tratados con diferentes ICI, se realizaron los analisis
presentados en la seccién 5.3.. No hubo resultados estadisticamente significativos en ningin
tipo tumoral, aun discriminando por terapia administrada. S6lo en dos tipos tumorales (HNSCC
y CRC) se observod diferencia en la sobrevida global de pacientes tratados con anti PD-1/PD-
L1, pero los biomarcadores analizados no respaldaron los resultados obtenidos. Por ende, se
descarté el punto de corte de 65 aflos como posible biomarcador predictivo de alguna

inmunoterapia en particular.
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6.4. La sobrevida global en mCRC se encuentra beneficiada en los mavores a 61 afos

de edad tratados con anti PD-1/PD-L.1

Segtin los resultados obtenidos para la cohorte de descubrimiento (Samstein et al., 2019)
en la seccion 5.3.1.1.2., 61 afios de edad podria actuar como un posible biomarcador de
respuesta clasificando a los pacientes en menores y mayores a este punto de corte, sosteniendo
que los mayores a 61 afios se ven beneficiados en la sobrevida global al ser tratados con agentes
anti PD-1/PD-L1. En primer lugar, ello viene respaldado por el biomarcador TMB post-
tratamiento dentro de la misma cohorte, donde los mayores a 61 afios tienen mas carga
mutacional tumoral. En segundo lugar, en la cohorte de validacion (Yaeger ef al., 2018), la
TMB también es significativamente superior en los pacientes mayores al punto de corte. Para
la mayoria de los tumores solidos, incluido el cancer colorrectal (ver seccion 1.5.4.1.2.), la
TMB juega un rol muy importante como biomarcador predictivo. En este sentido, cuanto mas
alta es la carga mutacional tumoral, mayor es la probabilidad de que ese paciente responda al
inhibidor de punto de control inmunolégico ya que cuenta con mayor carga de neoantigenos, el

tumor se encuentra mas infiltrado y presenta una potente respuesta inmune anti tumoral.

Respecto al estado de MSI (Giannakis et al., 2016; Yaeger et al., 2018; Vasaikar et al.,
2019), se observo que los pacientes mayores a 61 afios suelen tener un estado de microsatélite
mas inestable (MSI-H) que los menores a ese punto de corte, la diferencia fue significativa pero
la fuerza de asociacion fue pequena. Esta fuerza de asociacion pequefia podria deberse a la
escasa cantidad de pacientes con MSI-H en el andlisis, lo cual puede estar ligado a que
aproximadamente el 15% de los casos esporadicos de CRC tienen fenotipos de MSI, el resto
presenta inestabilidad cromosomica (CIN), y de los casos hereditarios del 1% al 3% presentan
MSI. En linea con lo anterior, los tumores en estadio IV con inestabilidad de microsatélite alta
constituyen solo del 2% al 4% de todos los CRC metastasicos. Ademads, asi como esta terapia
es eficaz para los subtipos de CRC que cumplen con dichos biomarcadores (TMB y MSI-H),
también lo es para los tumores CRC llamados dMMR-MSI-H, no asi en tumores pMMR-MSI-
L. Por consiguiente, sabiendo que el estado de MSI se asocia a la reparacion del ADN
(deficiente o eficiente), cabe mencionar que los tumores caracterizados por AMMR en casos

esporadicos se asocian con la edad avanzada (ver Introduccion).

Como se menciond en la Introduccion, se ha demostrado que una TMB y una MSI-H

previa al tratamiento con ICI se correlaciona con una respuesta beneficiosa para los pacientes
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con CRC. Por lo tanto, estas terapias son eficaces para los subtipos de CRC que cumplen con
dichos biomarcadores, ya que la carga de mutaciones es casi veinte veces mayor en los tumores
colorrectales MSI-H que en los MSI-L, ello como resultado de la generacion de neoepitopes en
los MSI-H. Ademas, es importante destacar que los tumores con MSI-H suelen encontrarse
muy infiltrados por células inmunes, entre ellas los macrofagos. Se ha reportado que los tumores
MSI-H se encuentran directamente asociados a células T colaboradoras y macrofagos M1
(Narayanan et al., 2019); estos ultimos conocidos por su rol inmunoestimulante al contrario de
los macrofagos M2, con un rol inmunosupresor. En linea con lo anterior, al analizar el infiltrado
inmune de las biopsias pre-tratamiento de TCGA se observaron diferencias en una sola
poblacion, macrofagos M1, los cuales se encuentran en mayor proporcion en los pacientes
mayores a 61 afios. Respecto a la clasificacion CMS, los pacientes mayores a 61 afios con
mCRC podrian estar cerca de un fenotipo CMS1 (MSI-inmune) caracterizado por
hipermutaciones, inestabilidad de microsatélites y una fuerte activacion inmune. Ademas, los
tumores CMS1 que evaden al sistema inmune se caracterizan por una alta expresion de PD-1

(PDCD1), CTLA-4 y PD-L1, siendo buenos candidatos para las terapias basadas en ICI.

Otro resultado en discusion son las mutaciones pre-tratamiento en la cohorte de
validacion (Yaeger et al., 2018), se obtuvo que EPHAS se encuentra mas mutado en los
pacientes mayores a 61 afios. No se han encontrado evidencias acerca del rol de este gen mutado
en cancer colorrectal, pero se ha informado en dos estudios que las mutaciones de EPHAS se
asociaron con un aumento de TMB, carga de neoantigenos, niveles de firmas de expresion
génica relacionadas con el sistema inmunitario y TILs en adenocarcinoma de pulmén (LUAD-
TCGA). Los pacientes con LUAD con mutaciones de EPHAS en la cohorte de inmunoterapia
lograron una PFS mas prolongada que los pacientes con EPHAS-WT. Las vias de respuesta
inmunitaria se encontraban entre las principales vias enriquecidas en muestras con mutaciones

de EPHAS (Huang et al., 2020; Chen et al., 2020).

6.5. La sobrevida global es mayor en melanoma estadio III tratado con monoterapia

de ICI pero no con la combinacion de éstos

En la comparacion entre la sobrevida global en pacientes con melanoma metastasico en
pulmoén, higado o ganglios linfaticos tratados con anti PD-1/PD-L1, los pacientes con
melanoma que tenian metastasis en los ganglios se encontraron beneficiados, como era de

esperarse debido al estadio de la enfermedad. Lo mismo ocurrié con los pacientes tratados con
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anti CTLA-4, excepto que la comparacion con metastasis en higado no fue posible debido a la
escasa cantidad de pacientes (Samstein ef al., 2019). Sin embargo, estas diferencias
significativas no se encontraron en los pacientes tratados con la combinacion anti PD-1/PD-
L1+CTLA-4. Cabe destacar que para los tratados con anti PD-1/PD-L1, el sitio metastasico de
peor sobrevida global fue el higado. La presencia de metastasis y microambiente inmunoldgico,
en ese sitio metastasico, puede influir en la respuesta a los ICI. En diferentes estudios se ha
reportado que la metastasis en higado podria ser un factor de mal prondstico para pacientes
tratados con inhibidores de punto de control inmunologico. A su vez, se ha demostrado
recientemente que la prevalencia de PD-L1 y TILs varia segun el sitio metastasico. En
particular, el higado se caracteriza por tener un microambiente inmunologico desértico mientras
que el pulmon y los ganglios por tener mayores niveles de PD-L1 y TILs, es decir que el
microambiente metastasico hepatico parece ser "mas frio" que el tumor primario o que otro sitio
metastasico como pulmoén o ganglio linfatico. En melanoma, las metastasis hepaticas se han
asociado con respuestas inferiores anti PD-1 y con una infiltracion pobre de células T CDS

(Axelrod et al., 2018; Bilen et al., 2019; Botticelli et al., 2020).

No se observaron diferencias significativas al analizar la TMB post-tratamiento en
ninguna de las comparaciones posibles. Sin embargo, en ambas cohortes, tratados con anti PD-
1/PD-L1 y anti CTLA-4, se observaron diferencias en las mutaciones del tumor primario
después del tratamiento de los pacientes con metastasis en pulmon y ganglios linfaticos, pero
no en higado (Samstein et al., 2019). Los genes principalmente mutados en los pacientes con
metastasis en pulmoén, fueron: KMT2A, EPHA7, EP300, MDC1, PGR, CARDI11, TET2 y
TP53. Los genes KMT2A, EP300 y TET2, en su forma wild-type, codifican reguladores
epigenéticos. KMT2A actia como histona metiltransferasa, EP300 como histona
acetiltransferasa, y TET2 como ADN demetilasas. Existe evidencia genomica de que los
reguladores epigenéticos, incluidas las enzimas modificadoras de histonas/cromatina, al igual
que las enzimas y vias de desmetilacion del ADN, pueden estar involucrados en el desarrollo
y/o progresion del melanoma (Lee et al., 2015; Rollins, Kim y Tsao, 2016). Se han desarrollado
agentes farmacologicos que inhiben los mecanismos epigenéticos y reprograman patrones
especificos de metilacion del ADN o modificaciones de histonas post-traduccionales en células
tumorales. El potencial terapéutico de la combinacion de terapias epigenéticas con

inmunoterapia se publico por primera vez en informes demostrando que las firmas de genes
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relacionados con la inmunidad o inflamacién aumentaban tras la inhibicion de los mecanismos
epigenéticos, y en algunos casos revirtiendo la resistencia adquirida a ICI (Licht y Bennett,
2021). Estos estudios y otros sugieren que los inhibidores epigenéticos pueden aumentar la
eficacia de la inmunoterapia al mejorar la antigenicidad y la presentacion de neoantigenos,
reprogramar el TME para contrarrestar los mecanismos inmunosupresores y revertir el
exhaustamiento de las células T citotoxicas. El campo de la epigénetica se encuentra en auge y
a medida que se expanda el conocimiento de como los mecanismos epigenéticos gobiernan la
presentacion de antigenos tumorales y la funcion de las células inmunes, las estrategias que
aprovechen estos mecanismos seran importantes para disefiar terapias racionales que refuercen
la respuesta a las inmunoterapias. Es sustancial la identificacion y validacion de biomarcadores
para determinar qué pacientes obtendran el mayor beneficio de la epigenética y la
inmunoterapia combinadas (Olino et al., 2020; Licht y Bennett, 2021). Cabe sefialar que no se
encontr6 informacion especifica y detallada sobre las mutaciones que podrian ocasionar los ICI

luego de su administracion en genes reguladores epigenéticos.

Por otra parte, se demostré que la delecion de TET2 en modelos murinos de melanoma
y células tumorales de colon redujo la expresion de quimioquinas y TILs, lo que permiti6 a los
tumores evadir la inmunidad antitumoral y ser resistentes frente a la terapia anti PD-L1. Por el
contrario, la expresion de TET-WT aumento6 las quimioquinas y los TILs. Xu et al. sugieren la
actividad de TET como un biomarcador para predecir la eficacia y la respuesta del paciente a
la terapia anti PD-1/PD-L1 y la estimulacion de la actividad de TET como inmunoterapia

adyuvante de tumores solidos (Xu ef al., 2019).

La importancia de TP53 se ha establecido en muchos estudios, pero ahora esta claro que
el estado de p53 en la célula tumoral también tiene un impacto profundo en la respuesta inmune.
La pérdida o mutacion de p53 en los tumores puede afectar el reclutamiento y la actividad de
las células mieloides y células T, lo que permite la evasidn inmunitaria y promueve la
progresion del cancer. Historicamente, las mutaciones en TP53 se asocian con un pronostico
desfavorable en pacientes con melanoma. Varios estudios han demostrado que los pacientes
con mutaciones en TP53 tienen una sobrevida esperada mas corta (Blagih et al., 2020).
Respecto al gen MDCI, en su forma WT, codifica para una proteina scaffold involucrada en
los primeros pasos de la DDR (por su nombre en inglés DNA damage response, respuesta a

dafio del ADN en espafiol). Existen oportunidades para posibles intervenciones terapéuticas en
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tumores con bajos niveles de MDC1 o MDCI1 mutados. Se ha demostrado que estas células
genéticamente inestables son mas susceptibles a los agentes quimioterapéuticos que dafian el
ADN, la radiacion y los inhibidores de PARP, debido a la falta de reparacion adecuada de la
rotura de la doble hebra del ADN. Se ha propuesto utilizar los niveles de MDC1 como
biomarcador para los pacientes que pueden beneficiarse de estas terapias convencionales (Ruff

et al., 2020), pero no hay casos reportados para los ICI.

Respecto a los pacientes tratados con anti CTLA-4, el tinico gen mutado con un p-valor
ajustado significativo fue NRAS, encontrandose mas mutado en los pacientes con melanoma
metastasico en pulmon. NRAS es el segundo impulsor oncogénico mas comun en melanoma.
Los tumores que portan mutaciones NRAS son muy agresivos y se asocian con una menor
sobrevida del paciente. En un estudio, se ha demostrado que los pacientes con melanoma
mutante NRAS tienen tasas de respuesta similares a la terapia con ICI (anti PD-1, anti CTLA-
4 o la combinacion) en comparacion con los pacientes de NRAS-WT. No obstante, la mediana
de sobrevida global de los pacientes con melanoma NRAS-mut fue significativamente menor,
con 21 meses en comparacion con 33 meses, en los pacientes con melanoma NRAS wild-type.
La terapia con iMEK antes o después de la terapia con ICI mostré una tendencia hacia un
beneficio en la sobrevida de los pacientes con melanoma NRAS-mut. La inhibicion adicional

de MEK en estos pacientes podria mejorar el beneficio clinico (Kirchberger ef al., 2018).

6.6. La sobrevida libre de progresion en melanoma metastasico se encuentra

beneficiada en los mavores a 62 afnos tratados con la combinacion de ICI

Se observo en la seccion 5.2.2.1.1. que 62 afios podria actuar como un posible
biomarcador predictivo de respuesta clasificando a los pacientes con melanoma en menores y
mayores a este punto de corte, sosteniendo que los mayores a 62 afios se ven beneficiados en la
sobrevida libre de progresion al ser tratados con la combinacion anti PD-1+CTLA-4 (Gide et
al., 2019). Ello no solo se vio en la PFS sino también en la respuesta (RECIST) de los pacientes
(Gide et al., 2019; Sade-Feldman et al., 2018; Auslander et al., 2018), donde los respondedores
(respuesta parcial o completa) predominan en el grupo de mayores a 62 afios respecto de los

menores al punto de corte establecido.
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6.6.1. Elrol del infiltrado inmune vy vias de sefnalizacidn enriquecidas previo al tratamiento

en pacientes menores y mayores a 62 afios con melanoma metastasico

6.6.1.1.Los pacientes con melanoma mayores a 62 aiios presentan un infiltrado inmune

enriquecido en células candidatas para recibir la terapia anti PD-1+CTLA-4

El analisis del infiltrado inmune se realiz6 a través de RNA-seq y scRNA-seq. En las
biopsias pre-tratamiento, considerando las cohortes de descubrimiento (RNA-seq) (Gide ef al.,
2019 pre-PD-1+CTLA-4) y validacion (RNA-seq y scRNA-seq) (TCGA; Snyder et al., 2014;
Van Allen et al., 2015; Hugo et al., 2016; Auslander et al., 2018; Sade-Feldman et al., 2018;
Gide et al., 2019 pre-PD-1), se vio que las poblaciones celulares T CD4 de memoria activadas,
macrofagos M1 y células B de memoria se encuentran significativamente incrementadas en los
mayores a 62 afios. Las primeras dos se observaron en las cohortes tanto de descubrimiento
como de validacion mientras que la ultima s6lo en la de validacion. Respecto a los menores de
62 afios, se vio que tienen una mayor proporcion de macrofagos MO, células dendriticas (grupo
4) y linfocitos exhaustos que expresan genes relacionados al ciclo celular (grupo 11). A su vez,
en la clasificacion de células T CD8 de Sade-Feldman ef al. se obtuvieron diferencias en el
grupo CD8 1 relacionado con las células T CDS8 exhaustas que también expresan genes
involucrados en el ciclo celular, similar al grupo 11. Los demas p-valores de cada grupo de
células T CD8 (CD8 2-6) no fueron significativos, aunque se observa un sesgo de mayor

porcentaje de células CD8 hacia los menores de 62 afios.

Subrahmanyam et al. han estudiado, mediante espectrometria de masas (CyTOF,
Cytometry by Time of Flight), el rol de las células inmunes en sangre periférica de pacientes
con melanoma previo a ser tratados. Alli informaron que los respondedores a la monoterapia
anti CTLA-4 tienen altos niveles basales de células T de memoria CD4 y CDS, lo que indica
que estos subtipos de células de memoria juegan un papel importante en el bloqueo anti CTLA-
4 y podrian actuar como potenciales biomarcadores predictivos (Subrahmanyam et al, 2018).
Ademas, dos grupos de investigacion encontraron que los altos niveles pre-tratamiento de las
células T CD4 de memoria y las células Th9 (por su nombre en inglés T-helper 9) productoras
de IL-9, se correlacionaron con las respuestas clinicas de los pacientes con melanoma tratados
con anti PD-1 (Shen et al., 2019). Los ICI modulan a las células T, al inhibir CTLA-4 aumenta
el nimero de células T efectoras CD4 y disminuye el niimero de células T reguladoras, y al

inhibir PD-1 aumentan las células T CDS8 activadas (Willsmore et al., 2021; Lei et al., 2021).
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Se cree que la inhibicion de PD-1/PD-L1 funciona a través de la reactivacion de las células T
efectoras en el TME y es consistente con la observacion clinica de que los tumores con
"respuesta inmune exhausta", es decir con TILs ineficaces, responden mejor a la terapia anti
PD-1 (Liu et al., 2019). Multiples estudios han demostrado que la respuesta a la inhibicion de
PD-1 en el melanoma se puede predecir mediante una alta proporcion de células T en el tumor.
Estas células tienden a expresar mas PD-1 y CD8, y presentar una mayor clonalidad del receptor

de células T (Chen et al., 2016; Daud et al., 2016; Tumeh et al., 2014).

Wei et al. utilizaron espectrometria de masas para caracterizar de manera integral los
mecanismos de accion de los ICI en modelos de melanoma humano y tumores singénicos
murinos transplantables. Las comparaciones en los modelos de tumores murinos indican que,
tanto anti PD-1 como anti CTLA-4 solo se dirigen a un subconjunto de TILs, lo que induce la
expansion de células T CD8 exhaustas (en tumores exhaustos). Por otro lado, anti CTLA-4,
pero no asi anti PD-1, modula el compartimento efector de CD4, induciendo especificamente
la expansion de un subtipo efector de CD4 llamado Thl (por su nombre en inglés 7-helper I).
Ellos proponen que la expansion de células efectoras CD4 de tipo Thl por anti CTLA-4 mejora
las respuestas antitumorales al mejorar la infiltracion de células CDS, la actividad citolitica de
las mismas y la formacion de células T de memoria. Juntos, estos analisis preclinicos y clinicos
indican que las respuestas inmunitarias antitumorales inducidas por el bloqueo de CTLA-4 y
PD-1 son impulsadas por distintos mecanismos celulares (Wei et al., 2017), al igual que se
describio en la seccién 1.4.5.1., y que no sélo es importante el hecho de que haya un alto
porcentaje de células T CD8 en el tumor sino también de células T CD4; mas aun si la terapia

seleccionada involucra anti CTLA-4.

Respecto a las células B, los fenotipos de estas células enriquecidas en tumores y en
circulacion de los pacientes antes del tratamiento pueden predecir la respuesta clinica a la
terapia con ICI. Las caracteristicas incluyen la presencia de células B de memoria (para
monoterapias o la combinacion de estas) y células plasmaticas (para monoterapias), mientras
que la presencia de células B regulatorias crea un ambiente desfavorable (Willsmore et al.,

2021).

Focalizando en los macrofagos, seglin las condiciones del TME los monocitos en sangre
se reclutan alli y se convierten en macrofagos asociados a tumores (TAM). Antes de la

polarizacion, los macrofagos existen primero como macrofagos MO (uncommitted, no
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comprometidos o estado naive); los estimulos de citoquinas determinan en gran medida la
direccion subsiguiente de polarizacion. Los macréfagos se desarrollan en dos grupos
principales con diferentes funciones en la defensa y vigilancia inmunolédgica llamados
macréfagos con fenotipo M1 y fenotipo M2, los cuales pueden transformarse uno en otro con
los cambios en el microentorno, por eso su polarizacion es plastica. Se encuentran en estudio
varios tipos de tratamientos contra los TAM, como la inhibicion de los macrofagos M2
incentivando la transicion de estos a macréfagos M1, mejorando la fagocitosis de los tumores
y reforzando el papel de los macréfagos en la prevencion del crecimiento y metdstasis tumorales
(Zhou et al., 2020; Cess y Finley, 2020). Los M1 estan involucrados en la promocion de la
inmunidad antitumoral y los M2 tienen propiedades pro-tumorigénicas. PD-1 puede expresarse
en la membrana de los TAM, los macrofagos de tipo M2 expresan mas PD-1 que los de tipo
MI1. Si lo niveles de M2 son mayores que los M1, se ha reportado que el bloqueo de CSF-1R
combinado con anti PD-1 o CTLA-4, y luego combinado con gemcitabina, optimiza el efecto
del tratamiento (Wang y Wu, 2020). Es importante destacar que se ha informado que la mayoria
de los pacientes muestran resistencia a los ICI y la evidencia indicé a la acumulacion, inducida
por quimiotaxis, de TAM tipo M2 como una de las principales causas de limitacion de los
inhibidores de puntos de control (Bu ef al., 2016). Respecto a las células dendriticas (dendritic
cells, DC), se ha descrito que las respuestas eficaces clinicas se relacionan con una alta
expresion pre-tratamiento de PD-L1 en células dendriticas en pacientes con melanoma tratados
con una combinacion de anti PD-1+CTLA-4 (Peranzoni et al., 2020). Sin embargo, los subtipos
de células dendriticas son muy diversos (Wculek et al., 2020), aun mas que los macrofagos, es
por ello que existe la dificultad de afirmar que, el hecho de que las DC se encuentren

aumentadas en los mayores a 62 afios, sea beneficioso previo al tratamiento.

Por otro lado, en las biopsias post-tratamiento disponibles, se vieron diferencias en dos
poblaciones inmunes, las células T CDS8 y los mastocitos activados, ambas aumentadas en los
mayores a 62 afios. El hecho de que las células T CDS se encuentren incrementadas luego del
tratamiento da a entender que estas células citotoxicas se encuentran activas generando una
respuesta anti-tumoral, respondiendo de esta manera a la terapia. Sin embargo, como se
menciond en los Resultados la cantidad de pacientes para ese analisis fue muy pequefio
(menores = 5; mayores = 4). Respecto al CYT o indice citolitico, en las biopsias pre-tratamiento

fue significativamente superior en los mayores a 62 afios que en los menores. La expresion de
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granzima A (GZMA) y perforina (PRF1) se asocia con la presencia de infiltrado inmune
citotdxico activado y expresion de genes de puntos de control inmune. Un andlisis de expresion
génica confirmd que la expresion de GZMA y PRF1 en muestras de melanoma se encuentra

enriquecida en los respondedores a anti CTLA-4 (Van Allen et al., 2015).

En resumen, los resultados obtenidos se respaldan con la evidencia citada interpretando
que los mayores a 62 afios tienen un infiltrado inmune enriquecido en células candidatas para
recibir la terapia combinada, principalmente las T CD4 que no se encuentran representadas
mayoritariamente en los menores a 62 afios. Ademas, se puede relacionar con el resultado
obtenido en la seccion 5.2.2.1.1.3. donde se analiz6 si existian o no diferencias en la PFS de
pacientes tratados con la combinacion anti PD-1+CTLA-4 respecto de los tratados con las
monoterapias anti PD-1 y anti CTLA-4, y se vio que la diferencia en los mayores a 62 afios era
significativa entre los tres, siendo la terapia combinada el tratamiento 6ptimo. Sin embargo, en
los menores a 62 aflos no hubo tal diferencia entre el combo de ICI y anti PD-1. Por lo tanto, el
tratamiento para ese grupo de pacientes podria ser la monoterapia anti PD-1, lo cual

correlaciona con el porcentaje significativo células T CD8 exhaustas.

6.6.1.2. Los genes expresados en cada poblacion celular inmune explicarian la respuesta
a anti PD-1y anti PD-1+CTLA-4 de pacientes con melanoma menores y mayores

a 62 afios, respectivamente

Como se menciond en la seccién 5.3.2.1.1.3. no se encontrd informacion de todos los
genes expresados (Sade-Feldman et al., 2018; Jerby-Arnon et al., 2018) en cada poblacion
celular especifica sino de algunos. En la expresion diferencial de células B, se obtuvieron genes
expresados diferencialmente s6lo en los mayores a 62 afios involucrados en la codificacion de
factores de transcripcion relacionados con la inflamacion y respuestas a estrés (JUN, JUNB,
FOS, FOSB, NR4A2, ZFP36L2, CD69), en la estimulacion y activacion de células B (JUN,
JUNB, FOS, FOSB, DNAJAL1), en la presentacion de antigenos mediante MHC-II y en la
modulacion de respuesta de las células T (HSPAS, HSP90AA1, HSP90AB1), marcadores de
células B ndive y B de memoria (CD69, LTB).

Respecto a los genes expresados en monocitos y/o macrofagos, en los mayores se
encontraron genes relacionados a monocitos (SLC2A3, THBD) que podrian transformarse en

TAM-MO y luego adquirir un fenotipo especifico (dependiendo de las moléculas del TME), y
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TAM-M1 (HSPA1A, HSPA1B, DNAJBI1); un solo gen de los obtenidos en este caso se
relaciond con los TAM-M2 (PLIN2). Sin embargo, ese mismo gen (PLIN2) se encuentra
relacionado con el metabolismo de los lipidos (ver Tabla XXVI), ello se relaciona a que un
enfoque emergente para comprender la respuesta los ICI se basa en las caracteristicas del
metabolismo inmunoldgico (ver Introduccion). Se ha reportado que los tumores sensibles a
ICI tienen mayor fosforilacion oxidativa y metabolismo de lipidos en comparacion con los
tumores resistentes a ICI. Los estudios moleculares demostraron que el aumento del
metabolismo de los lipidos aumenta la presentacion de antigenos (Harel et al., 2019). En los
menores a 62 afios, los genes que se obtuvieron podrian estar relacionados con los TAM-M1
(RSAD2, IFIT3, IFIT2, OAS3), ya que uno de ellos es efectivamente un biomarcador de M1
(RSAD2) y tres de ellos (IFIT3, IFIT2, OAS3) son citoquinas pro-inflamatorias y genes
estimulados por interferon lo que provoca una polarizacion hacia el fenotipo M1 (Yao et al.,

2019).

En las células T CDA4, se vieron genes expresados diferencialmente en los mayores a 62
afios con multiples caracteristicas, como marcadores de células T foliculares (CD69, FOSB),
de células T CD4 de memoria en reposo (CD69, ZFP36L2), de células T-yd (DUSP2,
FAMA46C), de células residentes de tejido (JUN, JUNB, FOS, FOSB, NR4A2, CD69, BTG2,
PPPIR15A), y genes involucrados en la codificacion de factores de transcripcion relacionados
con la inflamacion y respuestas a estrés (JUN, JUNB, FOS, FOSB). Ademas, relacionado a las
inmunoterapias, uno de los genes mencionados (FOS) regula el incremento de la expresion de
PD-1 en TILs durante la progresion tumoral donde se une a la region promotora de PD-1 lo que
facilita su expresion (ello asociado con alta TMB); otro de los genes expresados
diferencialmente promueve la expresion de moléculas de células T regulatorias como ICOS y
CTLA-4 (JUNB). En las células T de memoria de los mayores a 62 afios, se obtuvieron
marcadores de células residentes de tejido para células T CD4 (SLC2A3, PPP1R15A) y uno de
ellos se ha reportado que se encuentra presente en las células T después de la activacion

(SLC2A3).

Respecto a los genes expresados en células T CDS, en los mayores se vieron genes
involucrados en la codificacion de factores de transcripcion relacionados con la inflamacion y
respuestas a estrés, y a su vez actuando como marcadores de células residentes de tejido para

células T CD8 (JUN, FOS, FOSB); se encontraron genes con caracteristicas y funciones
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variadas como marcador de células exhaustas (HSPA1A), involucrados en la migracion de
linfocitos (RGS2) y en la activacion de células T (TAGAP, ETS1). En relacion a los ICI, como
ocurri6 en las células T CD4, se encontro el mismo gen expresado diferencialmente en mayores
de 62 afios (FOS) que regula el incremento de la expresion de PD-1 en TILs durante la
progresion tumoral. Respecto a los menores de 62 afos, el Unico gen expresado
diferencialmente fue IFIT3, citoquina pro-inflamatoria, gen estimulado por interferon. Se ha
reportado que los pacientes con melanoma con mayor expresion pre-tratamiento de genes
inducibles por IFN-y en los TILs, poseen mayores probabilidades de responder a la terapia anti

PD-L1.

En el grupo de células T CDS8 exhaustas, se observaron genes diferencialmente
expresados tanto en mayores como en menores a 62 afios. En el primer grupo se encontraron
genes que se suelen expresar en las células CD8 y células de memoria efectoras (TXNIP,
GZMK, CXCR4), y el gen CXCR4 el cual se ha reportado que el tratamiento combinado con
el nuevo antagonista de este gen (Pep R) mas anti PD-1 redujo el crecimiento tumoral en dos
modelos murinos singénicos de CRC y melanoma. Respecto al grupo de los menores, de los
genes expresados diferencialmente, uno se relaciona con exhaustamiento (HSPA1A), otro
involucrado en funciones efectoras y citotoxicidad (GNLY), y el gen IFI44L inducido por
interferon lo cual se relaciona con lo mencionado en las células T CD8 y su probabilidad de

responder a la terapia anti PD-L1.

Respecto al grupo de linfocitos, se obtuvieron diferencias en los genes expresados en
los menores a 62 afios con diversas cualidades, tal como involucrados en funciones efectoras,
de memoria y citotoxicidad (GNLY, LMNA, GPR183), uno de ellos (GPR183; ver Tabla XXI)
ha sido asociado, en un articulo preliminar, con infiltracion inmune tumoral en melanoma y

otros tipos tumorales.

El hecho de realizar la expresion diferencial dentro de cada grupo celular inmune
permite comprender en mas detalle el rol que cumple cada célula inmune dentro del TME,
estudiar la heterogeneidad que existe, incluso encontrar posibles dianas terapéuticas, es decir
analisis que mediante la tecnologia RNA-seq no serian posibles. Continuando con la linea de
pensamiento de la seccion anterior, en este analisis proveniente de otra cohorte de validacion,
también se observa que el rol de las células T CD4 se encuentra muy presente en los mayores

a 62 afos, otra poblacion a destacar en este grupo de pacientes son las células B, como ocurrid
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en el bulk. Los genes expresados en las células B corresponden a un fenotipo de células B
activas, y no regulatorias, lo cual es favorable al momento de recibir los ICI (Willsmore et al.,
2021). Respecto a los macrofagos ninguno de los dos grupos mostr6 una tendencia al fenotipo
M2, lo cual se ve favorecido al recibir ICI. Otro aspecto a sefialar, son las células T CDS8
exhaustas, las cuales parecen estar mas relacionadas con el grupo de los menores a 62 afos. Es
importante mencionar que, si bien la cantidad de células fue suficiente y los criterios para el
analisis de expresion diferencial fueron estrictos (ver Materiales y Métodos), hubiese sido
notable realizar el mismo con un niimero superior de células, ergo mas pacientes, para llevar a
cabo la expresion diferencial en los grupos que no se pudo debido a la escasa cantidad de

células.

6.6.1.3. La actividad de la via NF-kf se encuentra incrementada en los pacientes mayores

a 62 arios con melanoma

Tanto en el analisis funcional de GSEA de la cohorte de descubrimiento (Gide et al.,
2019 pre-PD-1+CTLA-4) como la de validacion (Gide et al., 2019 pre-PD-1) en los mayores
de 62 afos, se vieron enriquecidos términos relacionados principalmente al sistema inmune, lo
cual podria corresponder a un infiltrado inmune alto en estos pacientes. En el analisis de
actividad de vias de sefializacion (PROGENYy) se observaron solo diferencias significativas en
la cohorte de descubrimiento (Gide ef al., 2019 pre-PD-1+CTLA-4), en la actividad de la via
NF-kf, incrementada en los mayores a 62 afios; el resto fueron resultados no significativos,
aunque en las actividades de las vias JAK-STAT y TNF-a se observo una tendencia a estar

incrementadas en los mayores también.

El factor nuclear k8 (NF-kf) es uno de los factores de transcripcion mas importantes
que vinculan la inflamacion con el cancer. E1 NF-«kf se activa en las células tumorales al igual
que en el TME. El papel de NF-kf} en la respuesta inmunitaria antitumoral es ambivalente y
depende del tipo de células inmunitarias que se infiltran en el tumor y del TME en general,
puede ser activado por citoquinas producidas por células inmunes que se infiltran en el tumor.
A su vez, NF-kp induce la produccion de quimioquinas y citoquinas que atraen células inmunes
e inflamatorias adicionales, lo que da como resultado una retroalimentacion positiva para
mantener la inflamacion asociada al tumor. Sin embargo, NF-«xf tiene un papel clave en el
desarrollo y funcion de las células T reguladoras, lo que explica por qué la expresion de NF-«kf3

puede asociarse con la inhibicién de las respuestas inmunitarias antitumorales, si la mayoria de
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las células que infiltran el tumor son células reguladoras. La via de sefalizacion de NF-xf3
también esta involucrada en la regulacion de la expresion de puntos de control inmunolégico
en células tumorales, ya que NF-«f3 puede inducir la expresion de PD-L1. Dado que el promotor
de PD-L1 abarca numerosos sitios de union potenciales de NF-kf, se sugirié una participacion
de NF-«xf en la regulacion del gen de PD-L1, y se ha demostrado que lo regula de manera
transcripcional y post-traduccional a través de diferentes mecanismos que dependen de las
moléculas que regulan la activacion de NF-kf3; los mecanismos pueden ser la expresion del gen
PD-L1 directa o aumentar su expresion mejorando la estabilidad de PD-L1. La presencia de
citoquinas inflamatorias, como IFN-y, IL-17 o TNF-qa, al igual que oncogenes o genes
supresores tumorales pueden activar la via dependiente de NF-kf que conduce a la expresion

de PD-L1 (Betzler et al., 2020).

Aunque ciertos IFNs (IFN-o, IFN-f3, IFN-y) pueden activar la via NF-xf y provocar la
expresion de PD-L1, se ha descrito que los interferones inducen principalmente la expresion de
PD-L1 através de la via JAK/STAT (Betzler et al., 2020). En un estudio, se identifico a JAK1
como el mediador principal de la sefalizacion JAK/STAT asociada con la expresion inducida
por IFN-y de moléculas presentadoras de antigeno MHC-1 y MHC-II, asi como PD-L1 (Luo et
al., 2018). Gowrishankar y colegas demostraron que la expresion inducible por IFN-y de PD-
L1 depende de NF-kf en células de melanoma humano. Otro grupo de investigadores
informaron que el bloqueo profilactico de TNF-a previo al inicio de la inhibicidon combinada
de PD-1 y CTLA-4 puede prevenir efectos adversos autoinmunes y, ademas, mejorar la eficacia
del tratamiento antitumoral en modelos de raton (Betzler et al., 2020). PD-L1 se ha validado
clinicamente en tres grandes estudios de fase III como un biomarcador predictivo para los
pacientes que pueden beneficiarse de la monoterapia anti PD-1/PD-L1. Tanto IFN-y, MHC-I
como MHC-II son predictivos del beneficio clinico de pembrolizumab (Luo et al., 2018).
Ademas, se ha propuesto a NF-kf3 y STATI como las dos vias principales involucradas en la

polarizacion de macrofagos M1 (Yao et al., 2019).

Es importante resaltar que este analisis habria sido mas enriquecedor si se realizaba con
las demas cohortes de validacion utilizadas en el analisis del infiltrado inmune, pero como se
explico seccion 5.2.2.1.1.2.C. s6lo la cohorte de Gide ef al. pre-PD-1 contaba con las counts

para hacer un analisis 6ptimo y valido.
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6.6.2. El rol de los biomarcadores predictivos y prondsticos intrinsecos del tumor en

pacientes menores y mayores a 62 afos con melanoma estadio IV

6.6.2.1. NF1-mut previo y BRCA2-mut posterior a anti PD-1+CTLA-4 se encuentran

presentes en los pacientes con melanoma mayores a 62 afios

Utilizando el panel de genes MSK-IMPACT se obtuvieron diferencias significativas en
el analisis de mutaciones antes (TCGA) y después (Samstein ef al., 2019) del tratamiento con
combinacion anti PD-1/PD-L1 y anti CTLA-4. En las biopsias pre-tratamiento se vio que los
mayores a 62 afios tienen mas mutado el gen NF1 que los menores. Se ha reportado que el
subtipo de melanoma mutado en NF1 tiene una carga mutacional mas alta y una firma de
mutacion UV mas marcada. Ademads, se encontrd que una mayor proporcion de los tumores
mutantes NF1 provenian de pacientes con edad mas avanzada al momento del diagnostico. En
ese mismo estudio, destacaron que encontraron un mayor riesgo de muerte por melanoma y una
sobrevida global deficiente en el subtipo NF1, y que este resultado desfavorable observado en
el subtipo NF1 destaca la necesidad de una mejor caracterizacion de este grupo (Cirenajwis et
al., 2017). Si bien es un marcador de pronostico adverso, una mutacion de NF1 puede ser un
biomarcador de prediccion de tratamiento favorable, en virtud de su asociacion con una mayor
carga mutacional que también actua como biomarcador predictivo de respuesta a ICI
(Le et al., 2015; Rizvietal., 2015; Van Allen et al., 2015). En linea con lo anterior, los
subtipos NF1 tienen mayor TMB que los subtipos BRAF, NRAS y WT, y més mutaciones en
TP53 (LoRusso et al., 2020). Los melanomas BRAF-mut se asocian tipicamente con la
exposicion solar intermitente, mientras que los melanomas NRAS-mut o NF1-mut se asocian

con la exposicion solar cronica (Rose et al., 2021).

Respecto a las mutaciones observadas post-tratamiento, se obtuvieron diferencias
significativas en BRCA2 encontrandose mas mutado en los pacientes mayores a 62 afios. Hugo
et al. hallaron que BRCA2 sufri6 mutacion significativamente mas frecuente en los tumores de

melanoma que respondieron a anti PD-1 (Hugo et al., 2016).
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6.6.2.2. La carga mutacional tumoral (TMB) y la carga de neoantigenos se encuentra
incrementada en los pacientes mayores a 62 afios con melanoma previo al

tratamiento

En el analisis de la TMB pre-tratamiento de la cohorte de validacion (Snyder et al.,
2014; Van Allen et al., 2015; Hugo et al., 2016) se observd una carga mutacional tumoral
significativamente superior en los mayores a 62 afios. Al igual que la TMB, la carga de
neoantigenos (Snyder ef al., 2014; Van Allen et al., 2015; Hugo et al., 2016) en los pacientes
mayores a 62 afios previo al tratamiento fue significativamente mas elevada que en los menores
al punto de corte. La hipotesis de que la TMB influiria en la respuesta tumoral a los ICI surge
directamente del concepto de neoantigenos derivados de mutaciones que pueden ser
reconocidos por las células inmunitarias. Durante el desarrollo del cancer, las mutaciones
genéticas pueden, si se expresan y procesan, dar como resultado la formacion de nuevas
secuencias de péptidos que se pueden presentar a través de MHC-I a las células T, que luego
pueden provocar una respuesta inmune citotoxica. Cuanto mayor sea el nimero de mutaciones
somaticas no sinonimas, mayor sera la probabilidad de generar neoantigenos que puedan ser
reconocidos por el sistema inmunoldgico y, por lo tanto, mayor probabilidad de atacar al tumor
cuando se lo trate con ICI. Los primeros estudios que apoyaron esta hipotesis fueron los de
Snyder et al. y Rizvi et al., donde mostraron que un mayor nimero de mutaciones no sinénimas
se asociaron con mas respuesta y una mayor sobrevida libre de progresion en pacientes con
melanoma tratados con anti CTLA-4 al igual que NSCLC tratado con anti PD-1,
respectivamente. Luego, esta hipotesis ha sido apoyada por otros autores en el contexto del
melanoma, el cancer de pulmén y de vejiga (Lee et al., 2020). Respecto a la combinacion de
ICI, en un estudio de NSCLC tratado con anti PD-1+CTLA-4, propusieron a la TMB como
biomarcador predictivo de respuesta de ese tratamiento (Hellmann et al., 2019). Actualmente,
la. TMB es un biomarcador agnostico de la histologia tumoral para el tratamiento con
Pembrolizumab de tumor solidos (adultos o pediatricos) irresecable o metastasicos que han
progresado al tratamiento previo o que no tienen otra alternativa terapéutica (U.S. Food and

Drug Administration, 2020).
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6.6.3. Los niveles de la enzima LDH previo al tratamiento son superiores en los pacientes

con melanoma menores a 62 afos que en los mayores a este punto de corte

Al analizar los niveles de LDH de los pacientes previo a ser tratados (Snyder et al.,
2014), nos encontramos con que el nivel de esta enzima catalizadora en los menores a 62 afios
es significativamente elevado respecto de los mayores al punto de corte. En un meta-analisis se
ha demostrado que el melanoma tratado con inhibidores de puntos de control inmunolégico o
iBRAF e iMEK, el nivel de LDH elevado al inicio del tratamiento representa un factor de
prondstico malo. Sin embargo, los pacientes con bajos niveles de LDH y tratados con estos
farmacos obtienen beneficios significativos en términos de sobrevida global y sobrevida libre

de progresion (Petrelli et al., 2019).

6.7. Laimportancia de los efectos adversos en los pacientes luego del tratamiento con

inhibidores de punto de control inmunolégico

No se encontraron datos individuales de los efectos adversos de pacientes tratados con
la combinacion de terapias, pero esta desventaja por parte de los ICI merece lugar a discusion
debido a que se ha demostrado que los efectos adversos que provoca la combinacion de ICI es
mas elevada que la monoterapia, de modo que se realizo la busqueda en literatura de evidencias
respecto a esta cuestion y su influencia en los pacientes con edades avanzadas. En los pacientes
tratados con anti PD-1, los efectos adversos relacionados al sistema inmunologico (immune
related adverse events, irAE) mas comunes son fatiga, erupciones cutaneas y picazon que se
presentan en el 20-35% de los pacientes. Las toxicidades de alto grado mas comunes son
diarrea, elevacion de la alanina aminotransferasa (ALT) o aspartato aminotransferasa (AST);
afortunadamente, estos irAE de grado 3-4 son raros en pacientes que reciben monoterapia anti
PD-1 (<2%). Para los pacientes que reciben anti CTLA-4, los efectos adversos mas comunes
son similares con un mayor riesgo de diarrea (aproximadamente del 30% al 40%). También se
observan endocrinopatias en hasta el 10% de los pacientes tratados con anti CTLA-4, que
incluyen hipofisitis (inflamacion pituitaria), hipotiroidismo e insuficiencia suprarrenal. La
neumonitis es un irAE poco frecuente (<10%), pero potencialmente mortal, que se observa en
pacientes tratados con anti CTLA-4 y anti PD-1. Sin embargo, a pesar de las tasas de toxicidad
de grado 3-4, los efectos adversos que conducen a la muerte relacionada con el tratamiento son

extremadamente raros (< 2%) (Friedman y Wolchok, 2017).
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La incidencia de irAE en los adultos mayores no parece ser sustancialmente diferente a
la de los adultos mas jovenes. En CheckMate 069 (Hodi ef al., 2016), se notificaron reacciones
adversas de alto grado tanto en los menores de 65 afios (54%) como en los mayores de 65 afios
(52%) (Friedman y Wolchok, 2017). En el grupo de monoterapia anti PD-1, el 15% de los
pacientes mayores de 65 afios experimentaron efectos adversos de alto grado en comparacion
con el 26% de los pacientes menores de 65 afios. En Checkmate 067 (Larkin et al., 2019) ocurrié
lo mismo, no hubo diferencias entre los grupos de edad y los irAEs. Kapoor ef al. presentaron
los resultados de un estudio que evalu6 a 108 pacientes con melanoma avanzado que recibieron
anti PD-1, anti CTLA-4 o ambos. Los autores demostraron una tolerancia segura de la
inmunoterapia tanto en pacientes mayores a 65 afios como en aquellos menores a 65 afios, pero
con un aumento de dermatitis relacionada con el sistema inmunolégico en el primer grupo
(61,4% frente a 24,1%). No se han observado diferencias estadisticamente significativas en
otros irAE entre los dos grupos (lacono et al., 2021). El 6érgano més afectado por los irAE en
inmunoterapia combinada es la piel, seguida del tracto gastrointestinal, el tracto respiratorio y
los 6rganos endocrinos. La mayoria de estos irAE ocurren dentro de los 3 a 6 meses posteriores
al inicio del tratamiento con ICI. Dado que la mayoria son leves y reversibles, si se detectan a
tiempo se pueden tratar adecuadamente; los biomarcadores para predecir la aparicion de efectos

adversos son esenciales (Nakamura, 2019).

Se debe considerar seriamente el tratamiento con inhibidores de puntos de control
inmunolédgico para todos los pacientes mayores con melanoma avanzado, incluidos aquellos
que son muy ancianos (80 afios 0 mas). En la reunién anual de la ASCO (American Society of
Clinical Oncology) en 2016 se mostré la sobrevida a largo plazo de los pacientes muy ancianos
con melanoma avanzado tratados con ipilimumab, y el 20% de los pacientes sobrevivieron al
menos 3 afios. Cabe sefialar que los datos de sobrevida global atin son tempranos cuando se
intenta comparar la monoterapia con la combinacion de ICI, ya que la implementacion de esta
ultima es muy reciente. Es fundamental destacar que, si un paciente no tiene facil acceso a la
atencion médica, es posible que la terapia combinada no sea una opcion adecuada. Si bien la
terapia combinada se ha utilizado en personas de 80 afios o mas, debe reservarse para aquellos
pacientes con un excelente estado funcional, comorbilidades médicas minimas y excelente

apoyo social (Friedman y Wolchok, 2017).
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7. Conclusiones

En los ultimos afios ha ocurrido un avance sustancial en el &mbito de la salud a través
de las ciencias 6micas, que permiten estudiar un gran nimero de moléculas implicadas en el
funcionamiento de un organismo, utilizando como herramienta fundamental a la
bioinformatica. La mayor parte de este proyecto final se centrd en este campo de estudio, la
bioinformatica, la cual es indispensable para estudiar, entender, interpretar y analizar lo que se
conoce como la big data. Esta ciencia utiliza computacion avanzada, estadistica, matematica y
diferentes plataformas tecnoldgicas para almacenar, administrar, analizar y comprender los
datos con el fin de buscar y obtener una interpretacion biologica valida y coherente. El hecho
de contar con bases de datos publicas que contengan biopsias e informacion individual de cada
paciente es un beneficio enorme al momento de responder preguntas y validar hipotesis.
Ademas, permite explorar grandes volimenes de datos que serian imposibles de crear en un

laboratorio por motivos técnicos y econdémicos.

El concepto de big data o el manejo de grandes volumenes de datos en el &mbito de las
ciencias de la salud nos lleva a otro concepto ligado, el meta-andlisis. Las cuestiones médicas
importantes, como lo es el cancer, se estudian mas de una vez y por diferentes equipos de
investigacion en distintos lugares del mundo. En muchos casos, los resultados de estos multiples
estudios pequefios sobre un tema especifico son diversos y contradictorios, lo que dificulta la
toma de decisiones clinicas. La necesidad de tomar decisiones seguras en la practica clinica
impulso el desarrollo hacia lo que se conoce como "medicina basada en la evidencia" (Haidich,
2010). La medicina basada en evidencias puede definirse como el enfoque sistematico,
cuantitativo y preferentemente experimental para obtener y utilizar informacion médica
dirigido a optimizar la toma de decisiones por parte de los médicos. Por tanto, el meta-analisis,
un procedimiento estadistico que integra los resultados de varios estudios independientes, juega
un papel central en la medicina basada en la evidencia al igual que en la medicina de precision.
Ambas surgieron con la intenciéon de brindar mejores respuestas a espacios de incertidumbre
referido a problemas clinicos, a través de las ciencias Omicas, como la gendmica,
transcriptomica, protedmica, metabolémica, glicomica, entre otras. Tanto la medicina basada
en la evidencia como la medicina de precision incrementan la capacidad de ofrecer el

tratamiento mas adecuado para obtener el mejor resultado posible en términos de sobrevida,
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respuesta, efectos adversos y costo-efectividad para cada paciente especifico en funcion de sus

caracteristicas singulares.

Los ensayos clinicos individuales generalmente no tienen el poder estadistico suficiente
para explorar si las variables clinicas de los participantes, como la edad, el sexo, el sitio
metastasico o el estado de fumador, determinan la respuesta de un paciente al tratamiento. Un
meta-analisis de multiples ensayos clinicos, preferentemente si se dispone de datos de pacientes
individuales, proporciona mayor poder para investigar las interacciones entre las caracteristicas
de los participantes, también llamadas covariables, y los efectos del tratamiento. Existen tres
enfoques que se pueden aplicar para realizar un meta-analisis. Fisher et al. utilizan tres términos
descriptivos para que sean memorables y para evitar ambigiiedad: enfoque daft (que significa
absurdo) se refiere a la estimacion de la interaccion entre ensayos por si sola sin considerar las
covariables, s6lo considera los brazos de tratamiento. Por otra parte, el enfoque deluded (que
significa engafioso) se refiere a una estimacion de las interacciones entre ensayos y dentro de
los ensayos combinados, es decir los datos del ensayo se dividen por las covariables de los
participantes, los efectos del tratamiento se combinan dentro de estos subgrupos y luego se
comparan entre subgrupos. El enfoque deft (que demuestra habilidad o astucia, mejor conocido
como enfoque habil) se refiere a la estimacion de la interaccion dentro del ensayo inicamente
como se explico en la seccion de Materiales y Métodos, debido a que este enfoque se utilizo
para los analisis del presente trabajo. Como sugieren sus apodos, los enfoques daft y deluded
poseen un riesgo de sesgo o bias, cuyo alcance generalmente se desconoce, mientras que los

enfoques deft no (Fisher et al., 2017).

Lo que ha evolucionado a grandes pasos los tltimos afios no sélo fue la bioinformatica
aplicada a las ciencias de la salud, sino también el descubrimiento de nuevas terapias, diferentes
a las convencionales, para el tratamiento del cdncer. Las terapias basadas en la inhibicion de
puntos de control inmunoldgico fueron un avance sustancial para el tratamiento contra el cancer
en los ultimos afios. Hasta el momento, los ICI aprobados por la FDA se dirigen principalmente
a los puntos de control CTLA-4, PD-1 y PD-L1. A pesar de sus impresionantes beneficios
terapéuticos a largo plazo, su eficacia se limita a un pequefio conjunto de pacientes que padecen
cancer. Otra desventaja de los ICI es que pueden llegar a inducir efectos adversos relacionados
con el sistema inmunitario (irAE por su nombre en inglés immune related adverse events)

inadvertidos, y pueden ser costosos para su uso a largo plazo. Para superar estas limitaciones,
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existen actualmente dos estrategias fundamentales: la identificacion de biomarcadores
predictivos de la respuesta clinica a estos agentes y el uso de los ICI en combinacion con otros
agentes terapéuticos, como pueden ser las terapias epigenéticas, entre otras. Los biomarcadores
permiten a los oncoélogos practicar un enfoque de medicina personalizada o medicina de

precision en busqueda del tratamiento éptimo para cada paciente.

Lo mencionado en parrafos anteriores destaca la importancia e implicancia del manejo
de grandes volimenes de datos biomédicos en el area de la salud, los cuales no serian posibles
de analizar sin la bioinformatica. Estos enfoques multi-Omicos prometen mejorar el diagnostico,
el prondstico y el tratamiento personalizado. Hemos utilizado todas las herramientas
estadisticas e informaticas citadas en el presente trabajo con el objetivo de buscar y encontrar
biomarcadores de alcance clinico predictivos de la respuesta a inhibidores de puntos de control
inmunologico en distintos tipos de cancer, utilizando diferentes bases de datos publicas que

tenian informacion de interés.

Nos encontramos a lo largo del proyecto con que las respuestas varian no s6lo, como es
evidente, por tipo tumoral sino también por el agente inmunoterapéutico utilizado. En el caso
del cancer colorrectal avanzado, vimos que los pacientes mayores a 61 afios de edad tienen una
sobrevida global mas prolongada que los menores a esa edad tratados con inhibidores de PD-

1/PD-L1 (Fig. 36).
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Figura 36: Esquema representativo de los resultados obtenidos para pacientes con CRC
que reciben la monoterapia anti PD-1/PD-L1. Representa el microambiente tumoral de los
pacientes mayores a 61 aiios con mCRC. TMB: carga mutacional tumoral; MSI: inestabilidad

de microsatélite; EPHAS5-mut: EPH receptor A5 mutado.

En el caso de los pacientes con melanoma en estadio avanzado son los mayores a 62
afios los que se encuentran beneficiados respecto de la sobrevida libre de progresion al ser
tratados con la combinacion anti PD-1+CTLA-4, es decir que responden mucho mejor a esta
terapia, mientras que los menores a 62 anos podrian ser candidatos para la monoterapia anti
PD-1/PD-L1 (Fig. 37). En ambos casos, cancer colorrectal y melanoma, la diferencia observada
en la sobrevida de los pacientes se respaldd con biomarcadores tanto predictivos como
prondstico, es decir posterior a la terapia, ya propuestos y establecidos por diferentes autores

como se observan en las Figuras 36 y 37.
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Figura 37: Esquema representativo de los resultados obtenidos para pacientes con

melanoma avanzado que reciben inhibidores de puntos de control inmunologico.
Representa el microambiente tumoral de los pacientes menores y mayores a 62 anos con
melanoma. TMB: carga mutacional tumoral;, CYT: indice citolitico;, NFkf: nuclear factor xf3;

NFI-mut: Neurofibromin 1 mutado;, LDH: lactato deshidrogenasa; firma UV: firma ultravioleta;

BRCA2-mut: breast cancer type 2 susceptibility protein mutado.

Por otro lado, hemos encontrado diferencias significativas en genes mutados con mayor
frecuencia luego de las monoterapias, anti CTLA-4 o anti PD-1/PD-L1, en los pacientes con
melanoma metastasico en pulmon. Surgiendo el resultado anterior del beneficio observado, y
esperado, en la sobrevida global de los pacientes con melanoma metastasico en ganglios
linfaticos (estadio IIT) respecto de los pacientes con metastasis pulmonar o hepatica (estadios

IV), siendo esos ultimos lo de peor sobrevida (Fig. 38).
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Figura 38:. Esquema representativos de los resultados obtenidos para pacientes con
melanoma metastasico que reciben anti PD-1 o anti CTLA-4. Los sitios metastdsicos no se
dan todos en el mismo paciente, sino que son excluyentes. Se detallan las modificaciones que
sufre el ADN luego de cualquiera de las dos monoterapias utilizadas en pacientes con
melanoma metastasico en pulmon. Las biopsias fueron obtenidas del tumor primario en todos
los casos. MDC1: mediator of DNA damage checkpoint 1; TP53: tumor protein p53; NRAS: NRAS

proto-oncogene, GTPase.

Es importante distinguir que, aunque los analisis bioinformaticos son indispensables
para la busqueda de biomarcadores predictivos y aplicar la medicina de precision, los resultados
obtenidos en esta area deben validarse tanto in vitro como in vivo para comprobar lo observado
in silico.

Finalmente, nuestro objetivo general para el presente trabajo, basado en la expansion
del conocimiento acerca de la respuesta a inmunoterapia en pacientes con cancer identificando
variables clinicas capaces de predecir el éxito de estos tratamientos en combinacidon con
biomarcadores establecidos que lo respalden, se ha cumplido concluyendo que existen

variables, como el sitio metastdsico en melanoma o la edad en cancer colorrectal y melanoma
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metastasicos, que pueden actuar como biomarcadores predictivos de terapias basadas en
inhibidores de puntos de control inmunologico. Esto siempre y cuando los biomarcadores
predictivos ya establecidos lo acompafien. Ademas, en el caso de la edad, se demostrd que el
punto de corte comunmente utilizado, 65 afos, para estratificar a los pacientes de cualquier tipo
de cancer deberia erradicarse como punto de corte de edad, ya sea con el fin de brindar una
terapia a pacientes o incluirlos/excluirlos de un ensayo clinico, debido a que no posee evidencia
significativa que demuestre lo contrario. Por tanto, considerando todo lo citado en parrafos
anteriores, los resultados obtenidos tienen una gran importancia en la medicina personalizada
y la medicina basada en evidencias debido a que contribuye al fin de estas dos areas. Ambas se
complementan en busca del beneficio de los pacientes reduciendo los margenes de
incertidumbre y errores al momento de otorgar una terapia determinada al paciente, en este

caso, con cancer.
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8. Perspectivas Futuras

Como se menciono en la seccion anterior, los resultados encontrados in silico deben ser
validados en modelos bioldgicos para el tipo de cancer de interés, tanto in vivo e in vitro en el
laboratorio. En el caso de los resultados obtenidos respecto a la edad, tanto en melanoma como
en cancer colorrectal, se podrian utilizar modelos murinos PDX (por su nombre en inglés
Patient-Derived Xenograft models), donde los ratones inmunodeprimidos pueden humanizarse
con células mononucleares de sangre periférica (PBMC) o células madre hematopoyéticas
(HSC) para luego trasplantar las células tumorales del humano menor o mayor al punto de corte
de edad de interés, o modelos singénicos de raton (Syngeneic Tumor models), los cuales se
logran trasplantando lineas celulares tumorales de raton en animales inmunocompetentes en un
corto periodo de tiempo (Chulpanova et al., 2020). Para el ultimo caso se deberan tener en
cuenta los meses de vida del raton. Segun The Jackson Laboratory, los ratones de 3 a 6 meses
de edad equivalen a los 20 a 30 afios de edad en humanos, los de 10 a 14 meses de edad
equivalen a 38 a 47 afos de edad humana y, por tltimo, la edad murina de 18 a 24 meses
equivale al rango de 56 a 69 afios de edad en humanos. A partir del mes 28 de vida
aproximadamente, la probabilidad de sobrevida de los ratones es menor al 50%. Por lo tanto, si
se quisiera estudiar el rol de la edad en melanoma (62 afios como punto de corte de edad) o
cancer colorrectal (61 afios como punto de corte de edad) tratados con la combinacion anti PD-
1+CTLA-4 y la monoterapia anti PD-1, respectivamente, se deberian utilizar ratones menores
y mayores al tiltimo rango mencionado (18-24 meses), ya que 61 afios y 62 afios (equivalente a
~ 20 meses) se encuentran dentro de este rango. Es importante destacar que el hecho de utilizar
modelos murinos tan ancianos, sumado al cancer que desarrolle y el tratamiento otorgado, la
probabilidad de sobrevida del animal podria ser mucho menor, mas aun conociendo que a partir

de los 28 meses de vida, sana, la probabilidad de sobrevida de los murinos es menor al 50%.

Ademas de realizar las validaciones en laboratorio de mesada, estudiando la sobrevida
de los modelos murinos, se deberian hacer los estudios y andlisis correspondientes a los
biomarcadores pre- y post-tratamiento de interés, ya establecidos, comparando los dos grupos
propuestos, como puede ser el analisis del infiltrado inmune mediante citometria de flujo. Seria
apropiado también estudiar los posibles efectos adversos que el tratamiento pueda llegar a

inducir en los murinos.
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Respecto a los sitios metastasicos en melanoma, no se ha sido posible realizar analisis
transcriptomicos con las biopsias de pacientes con metastasis en higado, ganglios linfaticos y
pulmon. A través de analisis transcriptomicos se podrian haber evaluado el infiltrado inmune
de los pacientes, pero no se encontraron datos disponibles, al igual que no se encontraron datos
pre-tratamiento de pacientes con melanoma metastasico en los 6rganos mencionados. Por tanto,
estos andlisis podrian realizarse en un futuro, si es que los datos se encontraran al alcance. En
nuestro trabajo, hemos obtenido resultados post anti PD-1/PD-L1 y anti CTLA-4 comparando
las mutaciones presentes en ambos casos, siempre dentro del tumor primario, no en la
metastasis. Las mutaciones presentes en melanoma metastasico de pulmén luego del
tratamiento con anti PD-1/PD-L1 se vieron relacionadas mayoritariamente a reguladores
epigenéticos, ergo sabiendo que el campo de estudio de la epigenética se encuentra en auge y
que la evidencia sugiere que los inhibidores epigenéticos pueden aumentar la eficacia de la
inmunoterapia, podria estudiarse el rol de los genes mutados hallados relacionado a melanoma
metastasico en pulmon. Ademas, respecto de las mutaciones presentes en melanoma
metastasico en pulmon luego del tratamiento con anti CTLA-4, hemos encontrado que NRAS
se encuentra mutado en este caso, y acorde a lo leido en literatura la terapia con iMEK antes o
después de la terapia con ICI podria ser beneficiosa para los pacientes con melanoma NRAS-
mut. Este hallazgo de la diferencia en la sobrevida global de los pacientes con melanoma en
diferentes sitios metastasicos especificos quizas es mas dificultoso si se lo quisiera estudiar en

modelos biolégicos, como por ejemplo en murinos.

El presente proyecto, ademas de aportar evidencia para el campo de la inmuno-
oncologia a través de todos los analisis realizados, deja un claro mensaje para decisiones a
futuro, que no se deben excluir de los ensayos clinicos ni decidir no brindarle la opcion de
ciertas terapias a pacientes en edades muy avanzadas ni tampoco desconsiderar las variables
clinicas de los pacientes al momento de tratarlos. Hemos encontrado que existen covariables de
los pacientes que pueden explicar la respuesta a los inhibidores de puntos de control
inmunologico, pero el analisis podria haber sido aun mas exhaustivo si se contara con mas datos
de pacientes con diferentes tipos de cancer, su sobrevida, las lineas de tratamiento, edad, sexo,
y deméds, es decir, variables que son de facil alcance en el &mbito clinico. Nos encontramos en
una era donde las ciencias dmicas en conjunto se encuentran en constante crecimiento con el

fin de aportar respuestas a espacios de incertidumbre en el &mbito médico, y para que continte
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ese crecimiento se deberia contar con mas cantidades de datos publicados, como informacion
de los pacientes, datos crudos gendmicos, transcriptdmicos, protedmicos, entre otros, con el fin

de contribuir a la medicina de precision y la medicina basada en la evidencia.

Personalmente, la experiencia de realizar mi tesina de Licenciatura en Biotecnologia
basada principalmente en el campo de la bioinformatica me ha impulsado a continuar mis
estudios para finalizar la Licenciatura en Bioinformatica en la Universidad Argentina de la

Empresa (UADE).
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