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INTRODUCCIÓN 

El cáncer es un importante problema de salud pública. Según la Organización Mundial 

de la Salud (OMS), en la actualidad, el cáncer es una de las causas más frecuentes de 

morbilidad y mortalidad en el mundo1. Se estima que cada año se producen en el mundo 

entre 18 y 20 millones de nuevos casos de cáncer y más de 9 millones de muertes debidos 

a esta enfermedad2. La prevalencia se estima en unos 44 millones de personas con 

diagnóstico de cáncer en el mundo3 (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Incidencia y mortalidad mundial del cáncer. Globocan 20203.  
Imagen superior varones e inferior mujeres (HDI: Human Development Index). 
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En función de la localización, la incidencia mundial del cáncer la encabeza el cáncer de 

mama, seguido de cáncer de pulmón y, en tercer lugar, se sitúa el cáncer colorrectal 

(Figura 2)4. A nivel de mortalidad, el primer lugar lo ocupa el cáncer de pulmón, seguido 

del cáncer colorrectal y el cáncer hepático5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En Europa, alrededor de 4.2 millones de personas son diagnosticadas de cáncer al año y 

1.9 millones de personas fallecen por el mismo motivo6. La incidencia teniendo en cuenta 

ambos sexos la encabeza el cáncer de mama, seguido por el cáncer colorrectal y el cáncer 

de pulmón (aumentando respecto a años anteriores, superando en tercer lugar al cáncer 

de próstata). En mortalidad, el primer lugar lo ocupa el cáncer de pulmón, seguido del 

cáncer colorrectal y el cáncer de mama7. 

En España, la incidencia para el año 2022 se estima en alrededor de 280.000 casos nuevos 

de cáncer diagnosticados (Figura 3)8. El cáncer con mayor incidencia para ambos sexos 

es el de mama, seguido del pulmón y la próstata. Por sexos, en las mujeres el cáncer con 

mayor incidencia es el de mama seguido de colon y pulmón. En varones, los cánceres 

más incidentes son próstata, pulmón y colon9. 

 

Figura 2. Incidencia a nivel mundial del cáncer. Globocan 20203. 
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La mortalidad en España por cáncer para el año 2022 se estima en unas 75.000 

defunciones al año10. Para ambos sexos, la mortalidad la encabeza el cáncer de pulmón, 

seguido del cáncer colorrectal y el cáncer de páncreas. En las mujeres el cáncer de mama 

es el que más mortalidad origina seguido del cáncer de pulmón y de colon. En varones, 

el primer lugar es para el cáncer de pulmón seguido del cáncer de colon y de próstata. 

  

Figura 3. Incidencia del cáncer en España para el año 20228.  
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1- CÁNCER DE PULMÓN 

CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL CÁNCER DE PULMÓN 

Epidemiología del cáncer de pulmón 

El cáncer de pulmón es uno de los tumores malignos más frecuentes en el mundo. A 

principios del siglo XX era una enfermedad poco frecuente, pero tras el inicio del 

consumo de tabaco en la población, supero con creces en tasas de incidencia y mortalidad 

al resto de tumores malignos11. La gran mayoría a nivel mundial son del subtipo 

adenocarcinoma, cuya incidencia se encuentra en aumento en los últimos años en los 

países occidentales, dado el aumento del tabaquismo entre las mujeres europeas12,13. 

Existe en la actualidad grandes diferencias en la prevalencia, incidencia y mortalidad en 

cáncer de pulmón en ambos sexos en función de las regiones estudiadas, y de la madurez 

en el consumo de tabaco adquirida con el tiempo14,15.  

A nivel mundial, el cáncer de pulmón es el segundo en incidencia, con 2.1 millones de 

nuevos diagnósticos de cáncer de pulmón al año16. Más de la mitad de los casos de cáncer 

de pulmón diagnosticados en el mundo ocurren en países desarrollados, especialmente en 

Asia, Europa y Norteamérica17. Notablemente, las tasas más bajas de incidencia se 

observan en África y Oceanía18,19. La incidencia aumenta de manera importante por 

encima de los 40 años, siendo raro en edades inferiores. La probabilidad de desarrollar 

cáncer de pulmón a lo largo de la vida es del 7% en varones y de 6% en mujeres20.  

En España, según los datos del Instituto Nacional de Estadística (INE), en varones se 

encuentra en el segundo lugar del tumor más diagnosticado con más de 21.000 casos de 

cáncer de pulmón al año diagnosticados en España. En mujeres, el número de casos 

diagnosticados al año de cáncer de pulmón en España es muy inferior al de varones, con 

alrededor de 8.000 nuevos tumores al año21.  

A nivel de mortalidad, un total de 1.8 millones de personas fallecen a nivel mundial a 

causa de tumores de pulmón (representando el 18.4% de las muertes por cáncer). En 

varones es la primera causa de fallecimientos a nivel mundial dentro del cáncer, siendo 

la segunda en mujeres tras el cáncer de mama. Las tasas más elevadas de mortalidad se 

observan en los países occidentales, en contraste con los países africanos que presentan 
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las tasas de mortalidad ajustadas por edad más bajas de todos los países mundiales (Figura 

4)22.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En España, 22.000 personas fallecen a causa del cáncer de pulmón al año, de los cuales 3 

de cada 4 son varones. Es la primera causa de mortalidad por cáncer actualmente en 

España. Haciendo un análisis por comunidades autónomas, Cantabria es la comunidad 

con la tasa de mortalidad más elevada por cáncer de pulmón de España, seguida de 

Extremadura y Asturias. La tasa de mortalidad más baja se encuentra en Islas Baleares. 

Es importante remarcar el importante aumento de la mortalidad en Europa en mujeres 

secundario al cáncer de pulmón. La tasa de mortalidad ajustada por edad aumentó de 

manera significativa entre las mujeres en España desde 1989, con un aumento más 

pronunciado desde 1997 hasta el momento actual24. El incremento en la prevalencia del 

consumo de tabaco es la causa fundamental del aumento. En contraposición con lo 

anterior, se espera que en varones exista un descenso de mortalidad en los próximos años 

que siga a la disminución de la incidencia que actualmente observamos25.  

Figura 4. Incidencia (azul) y mortalidad (morado) por cáncer de pulmón a nivel mundial. 

Globocan 20203. 



 - 12 - 

Etiología del cáncer de pulmón 

El cáncer de pulmón es uno de los cánceres cuya etiología es una de las más estudiadas a 

nivel mundial. En ella, están implicadas multitud de factores ambientales y genéticos 

entre los cuales destaca el más conocido de todos que es el tabaco. Todos estos factores 

pueden interactuar para finalmente dar lugar a un carcinoma de pulmón. 

Tabaco 

El tabaco es el factor de riesgo más importante para el desarrollo del cáncer de pulmón. 

Los datos que relacionan el tabaco y el cáncer de pulmón están bien establecidos y su 

relación es de las más conocidas en oncología. Los reportes de cáncer de pulmón a finales 

del siglo XIX eran anecdóticos26,27. En las primeras décadas del siglo pasado la incidencia 

era de tres casos por cada 100.000 habitantes, y aumentó de manera dramática en la 

década de los setenta a 446 por cada 100.000 habitantes entre varones de 55 a 74 años. 

Este incremento no tiene comparación con otras epidemias secundarias a la conducta 

humana28.  

El potencial carcinogénico del tabaco es muy elevado dado la gran cantidad de 

carcinógenos que contiene. No existe un umbral a partir del cual se aumente el riesgo de 

cáncer de pulmón, sino que el consumo muestra una asociación casi lineal con la cantidad 

de cigarrillos al día29. Los patrones de incidencia y mortalidad por cáncer de pulmón han 

seguido, con una latencia de unos 30 años, el patrón temporal de consumo de tabaco. El 

tabaco puede contribuir a la aparición del 85-90% de los casos de cáncer de pulmón en 

hombres y el 50-80% de los casos en mujeres30.  

El cáncer de pulmón microcítico es mucho más frecuente en quienes han fumado más de 

30 años y durante los primeros 10 años después de haber dejado de fumar. Esto explica 

el porque este subtipo de cáncer de pulmón era más frecuente hace 3 o 4 décadas, dado 

que, si bien la prevalencia del tabaquismo sigue siendo alta, su duración ha disminuido. 

Este efecto es menor para otras histologías como el carcinoma epidermoide o el 

adenocarcinoma31. 

Factores ocupacionales y ambientales 

La exposición a ciertos factores carcinógenos ambientales aumenta el riesgo de padecer 

cáncer de pulmón. Entre los principales factores carcinógenos nos encontramos el 
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asbesto, el radón, el arsénico, el cromo, el formaldehido, los hidrocarburos aromáticos, 

las radiaciones ionizantes o la contaminación atmosférica32,33. 

El asbesto es un factor de riesgo muy conocido para el cáncer de pulmón. El riesgo de 

cáncer por la exposición a asbesto aumenta de manera sinérgica si también existe 

exposición al tabaco34. Actualmente en países occidentales la exposición a asbesto es 

mínima, dado que los gobiernos de los diferentes países han eliminado su uso en el trabajo 

y en los productos del hogar. El cáncer que más se relaciona con este factor es el cáncer 

de pulmón, sin embargo, el tumor más característico es el mesotelioma35.  

Otro factor muy conocido es el radón, que es un gas invisible, inodoro e insípido. Es la 

principal causa de cáncer de pulmón en aquellos pacientes no fumadores y que no tienen 

mutaciones driver. Este gas radioactivo se produce por la semidesintegración natural del 

uranio, emitiendo partículas alfa radiactivas que cuando impactan en las células del 

epitelio pulmonar pueden causa alteraciones genético-moleculares y finalmente un 

cáncer36,37.  

Factores genéticos 

A diferencia de otras neoplasias, no se han establecido alteraciones genéticas de 

transmisión hereditaria involucradas en la génesis del cáncer de pulmón. Únicamente se 

ha especulado con una mayor susceptibilidad relacionada con alteraciones en los 

mecanismos de detoxificación y reparación celular. Se ha calculado que aquellas personas 

con familiares de primer grado afectos de cáncer de pulmón tienen entre 1.5-5 veces más 

riesgo de desarrollar esta neoplasia38. Las enzimas más importantes en la susceptibilidad 

al cáncer de pulmón son: (1) enzima aril-hidrocarbono-hidroxilasa que interviene en el 

metabolismo del benzopireno; (2) glutatión S-transferasa M1 (GSTM1); (3) N-

acetiltransferasa 2 (NAT2)39.  

Enfermedades pulmonares previas 

Determinados subtipos de carcinoma de pulmón derivan de cicatrices pulmonares 

secundarias a enfermedades pulmonares previas40. La proliferación atípica de células 

epiteliales secundarias a lesiones crónicas pulmonares son la causa de este aumento, 

siendo el subtipo adenocarcinoma el más frecuente de todos. Las enfermedades que más 

frecuentemente causan cicatrices en el parénquima pulmonar son la bronquitis crónica, la 

tuberculosis, bronquiectasias, infartos pulmonares con necrosis posterior asociada, 
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fibrosis pulmonar idiopática (un 10% de estos pacientes fallece de cáncer de pulmón) y 

esclerodermia41,42. 

Dieta 

En los últimos años ha crecido un especial interés por el papel que podría jugar la dieta 

como factor protector o de riesgo para el cáncer de pulmón43. Aunque no se ha logrado 

caracterizar el papel de los diferentes alimentos en el cáncer de pulmón los diferentes 

estudios establecen que el consumo de frutas, verduras, grasas y ácido fólico pueden 

variar el riesgo a desarrollar neoplasias pulmonares, disminuyendo el riesgo de desarrollar 

cáncer de pulmón a lo largo de la vida44. 

 

Bases histopatológicas del cáncer de pulmón 

Histopatología 

Entre las diversas clasificaciones nosológicas del cáncer de pulmón, la clasificación 

anatomopatológica más utilizada es la de la OMS de tumores epiteliales pulmonares, y la 

clasificación de adenocarcinomas de la International Association for the Study of Lung 

Cancer (IASLC) /American Thoracic Society/European Respiratory Society45. Más del 

99% de los cánceres de pulmón son de estirpe epitelial, es decir, carcinomas, y se 

distinguen principalmente cuatro variantes de cáncer de pulmón46: 

• Adenocarcinoma 

• Carcinoma epidermoide o escamoso 

• Carcinoma de células grandes 

• Carcinoma de célula pequeña 

El último de ellos tiene un comportamiento clínico diferente que implica un 

planteamiento terapéutico distinto al resto de subtipos de cáncer de pulmón (los cuales se 

denominan cáncer de pulmón no microcítico, CPNM). Dentro del CPNM, el 

adenocarcinoma es el subtipo histológico más frecuente en el mundo occidental (45-50%) 

y está experimentando una elevación significativa, fundamentalmente por un diagnóstico 

más certero por técnicas de inmunohistoquímica (IHQ) en tumores indiferenciados47. El 

carcinoma epidermoide es el segundo subtipo más frecuente, seguido de lejos por el 
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carcinoma de células grandes48. La distribución actual de los diferentes subtipos de cáncer 

de pulmón se encuentra en la Figura 549. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inmunohistoquímica 

Con la llegada de los diferentes tratamientos para los diversos subtipos de cáncer de 

pulmón, se ha vuelto cada vez de mayor importancia un diagnóstico anatomo-patológico 

de certeza. Cuando las características microscópicas de estos tumores no nos permiten 

determinar el subtipo correcto de cáncer de pulmón, la información adicional mediante 

marcadores inmunohistoquímicos es fundamental50. Esta técnica cobra una especial 

importancia en tumores de pulmón de célula no pequeña indiferenciados, en los cuales la 

IHQ nos puede determinar si la muestra analizada es un carcinoma epidermoide o un 

adenocarcinoma51.  

La expresión aumentada de TTF-1 (factor de transcripción 1 del tiroides) y/o napsina A 

en tumores de célula no pequeña indiferenciados, favorece el diagnóstico de 

adenocarcinoma52,53. La expresión elevada de citoqueratina (CK), especialmente la 

citoqueratina 5 y 6, y/o p63 (un miembro de la familia de p53) favorece el diagnóstico de 

un carcinoma epidermoide54. Un porcentaje de CPNM pobremente diferenciado puede no 

mostrar una clara diferenciación de marcadores por IHQ, y por lo tanto tener que ser 

clasificado como un CPNM indiferenciado.  

Figura 5. Distribución mundial de los subtipos de cáncer de pulmón. Inamura K, 201749. 
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La IHQ también puede ser utilizada para confirmar la diferenciación neuroendocrina 

dentro de un tumor. Los marcadores neuroendocrinos incluyen CD56 o la molécula de 

adhesión de células neurales (NCAM), sinaptofisina y cromogranina A55. La mayoría de 

las veces se utiliza una combinación de estas tinciones para establecer un diagnóstico 

certero. Estos marcadores apoyan una diferenciación neuroendocrina, pero no distinguen 

entre tipos específicos de tumores neuroendocrinos. El resumen de los marcadores de 

IHQ más comunes usados en cáncer de pulmón se encuentra en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. – Marcadores de IHQ hallados en los diferentes subtipos de cáncer de pulmón. 

Tipo de tumor Marcador de inmunohistoquímica 

Carcinoma escamoso CK5/6, p63, p40, CK7 

Adenocarcinoma CK7, TTF1, Napsina A 

Carcinoma in situ o adenocarcinoma 
mucinoso invasivo CK7, CK20, cdx-2, raramente TTF-1 

Carcinoma neuroendocrino de célula 
grande 

Diferentes CK, TTF-1, CD56, 
cromogranina A, sinaptofisina 

Tumor carcinoide típico Diferentes CK, TTF-1, CD56, 
cromogranina A, sinaptofisina 

Tumor carcinoide atípico Diferentes CK, TTF-1, CD56, 
cromogranina A, sinaptofisina 

Diferenciación con otros tumores primarios  

• Adenocarcinoma de colon CK20+/CK7- 

• Pulmón, mama, páncreas, tracto 
gastrointestinal superior CK7+/CK20- 

• Urotelial CK7+/CK20+ 

• Próstata CK7-/CK20- 

• Mesotelioma Calretinina, WT1, CK5/6 

• Melanoma S-100, HMB-45, Melan-A 
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Biología molecular 

Los procesos específicos que desencadenan la transformación maligna de las células 

broncoepiteliales se desconocen en la gran mayoría de los casos. La contribución del 

carcinógeno a la transformación está modulada por una serie de variaciones genéticas, las 

cuales afectan a aspectos metabólicos como la conversión de metabolitos inactivos en 

activos con propiedades carcinogénicas56. Esta serie de sucesos dependen de variantes 

polimórficos en los genes de susceptibilidad conocidos al cáncer de pulmón, y por tano 

su contribución al cáncer de pulmón es importante, aunque baja de manera global57. Los 

estudios además sugieren la existencia de una predisposición familiar al cáncer de pulmón 

que es independiente de la exposición a carcinógenos, sin embargo, actualmente se 

desconoce en gran medida58,59.  

Los factores ambientales, modificados por la herencia genética, probablemente afecten a 

genes específicos que regulan vías de crecimiento y desarrollo celular, para 

posteriormente habilitar las características moleculares de los tumores60. Las mutaciones 

somáticas más importantes en cáncer de pulmón se encuentran en los genes RAS, RB, 

TP53, AKT, LKB1 y BRAF61. Sin embargo, las alteraciones más importantes en la clínica 

en cáncer de pulmón son las mutaciones en el receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR), en la kinasa de linfoma anaplásico (ALK) y en el gen ROS162. Las 

mutaciones en EGFR varían en función de la población a estudio, de esta manera en el 

mundo occidental alrededor del 10% de los cánceres de pulmón son EGFR mutado, 

elevándose hasta un 35% en poblaciones asiáticas (Figura 6)63,64. Las mutaciones de este 

gen se localizan fundamentalmente en los exones 19 (mutaciones por desplazamiento del 

marco de lectura) y 20 (la más frecuente L858R), que dan como resultado una activación 

constitutiva de AKT65. Estas variantes presentan unas tasas de respuesta muy altas (del 60 

al 90%) a los inhibidores específicos de la tirosina quinasa (ITK) como gefinitib o 

erlotinib66,67. Las fusiones de los genes ALK y ROS1 se ha medido su prevalencia en 

cáncer de pulmón en alrededor al 3-7% la primera de ellas y 2% la segunda68. Estas 

mutaciones junto con las de EGFR se asocian a pacientes con tumores en una edad más 

joven, sin antecedentes de tabaquismo y con un subtipo histológico de adenocarcinoma. 

Las respuestas a estos fármacos son muy elevadas con respuestas duraderas en el tiempo. 

Sin embargo, a lo largo de los meses o años estos pacientes desarrollan resistencias a los 

tratamientos de primera línea. El mecanismo más común de resistencia adquirida a EGFR 

es la mutación del exón 20 que resulta en la sustitución de treonina por metionina en la 
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posición 790 (T790M). Esta mutación provoca resistencia primaria a los ITK en un 1% 

de los pacientes, pero aumenta hasta el 50% en resistencias secundarias o adquiridas69.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Además de las mutaciones en EGFR, ALK y ROS1, se han descubierto otras mutaciones 

conductoras o “driver”, las cuales son clave en el desarrollo tumoral. Las mutaciones en 

BRAF, PI3KCA, NRAS, AKT1, MET, NRAS, MEK1 y fusiones del gen NTRK, ocurren en 

menos del 1-3% de los tumores de pulmón, fundamentalmente subtipo adenocarcinoma 

(Tabla 2)70,71. Actualmente se encuentran en desarrollo multitud de estudios para el 

desarrollo de inhibidores específicos de estas mutaciones, algunos de los cuales ya se 

encuentra comercializados.  

Tabla 2. – Alteraciones moleculares más comunes en cáncer de pulmón 

Tipo de tumor Alteraciones moleculares 

Carcinoma escamoso TP53, p16, 3p, EGFR 

Adenocarcinoma 
TP53, p16, KRAS, EGFR, HER2/neu, 

COX2  

Carcinoma de células grandes KRAS, TP53, p16 

Carcinoma microcítico 
RB, TP53, BCL-2, 3p21, FHIT, 3p22-24 

5q21, 9p21 

 

Figura 6. Mutaciones conductoras o “driver” halladas en cáncer de pulmón 
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Bases clínicas del cáncer de pulmón 

Manifestaciones clínicas 

La mayoría de los pacientes con cáncer de pulmón suelen tener síntomas clínicos al 

momento del diagnóstico, siendo los diagnósticos casuales poco frecuentes en esta 

enfermedad72. Es importante tener en cuenta que hasta el 90% de los pacientes con cáncer 

de pulmón han sido fumadores, y por tanto presentan enfermedades relacionadas con el 

tabaquismo como enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), siendo difícil 

diferenciar los síntomas propios del tumor de los basales del paciente73.  

Las manifestaciones clínicas del cáncer de pulmón pueden depender de diversos aspectos 

como son: el subtipo histológico, localización anatómica del tumor, diseminación 

locorregional, metástasis a distancia, síndromes paraneoplásicos o ser el resultado de una 

combinación de estos mecanismos (Tabla 3). Más del 90% de los pacientes con cáncer de 

pulmón presentará síntomas en el momento del diagnóstico, siendo la tos el síntoma más 

frecuente74.  

Tabla 3. – Frecuencia de aparición de síntomas en el cáncer de pulmón 

Síntomas y signos Frecuencia (%) 

Tos 

Pérdida de peso 

Disnea 

Dolor torácico 

Hemoptisis 

Dolor óseo 

Fiebre 

Síndrome de vena cava superior 

Disfagia 

Estridor 

75 

70 

60 

50 

35 

30 

20 

5 

2 

2 

 

La diseminación metastásica del cáncer de pulmón es bastante frecuente tanto por vía 

hematógena como por linfática. Casi un 50% de los pacientes con cáncer de pulmón van 
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a tener enfermedad diseminada al diagnóstico, y un tercio de ellos tendrá clínica asociada 

a estas metástasis. Los lugares más frecuentes donde asientan las metástasis son el 

pulmón, suprarrenales, hígado, hueso y sistema nervioso central (Tabla 4)75. 

Tabla 4. – Frecuencia de aparición de metástasis en el cáncer de pulmón 

Localización Frecuencia (%) 

Suprarrenales 

Hígado 

Huesos 

Sistema nervioso central 

Adenopatías supraclaviculares 

Corazón 

Riñón 

Pleura 

20-45 

20-35 

20-30 

15-20 

15-20 

20 

10-15 

10-15 

 

Estadificación del cáncer de pulmón 

La estadificación del cáncer de pulmón pretende establecer la situación del tumor de 

acuerdo con el patrón habitual de diseminación de esta neoplasia, y para ello se utiliza el 

sistema TNM. Inicialmente, la clasificación TNM fue propuesta en 1946 por Denoix, y 

desde ese momento ha sufrido múltiples reclasificaciones realizadas en diferentes 

consensos76. La estadificación del cáncer de pulmón se incorporó al sistema de 

estadificación TNM en 1966. Sin embargo, fue en 1973 cuando se hizo una revisión 

profunda del sistema de estadificación en cáncer de pulmón por el Dr. Mountain et al., 

con una publicación titulada “A Clinical Staging System for Lung Cancer”77. Durante los 

25 años siguientes, el sistema de estadificación sufrió tres modificaciones importantes, 

todas basadas sobre la realizada en 1973. Entre 1997 y 2009, IASLC desarrolló una base 

de datos de más de 81.000 pacientes con cáncer de pulmón, la mayoría de ellos europeos 

y estadunidenses. Mediante estos datos ha realizado las últimas clasificaciones del 

sistema de estadificación en sus 7º y 8º ediciones. Esta última es la última actualización 

que data del año 201578.  
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Actualmente, la mayoría de los pacientes con cáncer de pulmón se diagnostican en 

estadios avanzados. Se calcula que aproximadamente el 50% de los pacientes lo hacen 

con una masa irresecable o metastásica. El estadio al diagnóstico actualmente en cáncer 

de pulmón es: estadio I 24%, estadio II 7%, estadio III 31% y estadio IV 38%. La actual 

clasificación del cáncer de pulmón en su 8º edición se resume en el anexo 4 y 579. 

Existen tres puntos en esta clasificación los cuales la diferencian de otras clasificaciones 

en otros tumores diferentes. El primer punto tiene en cuenta la peculiaridad en cáncer de 

pulmón que establece que sus principales metástasis son en el propio pulmón. Los 

“nódulos satélites”, situados en el mismo lóbulo que el tumor primario, se clasifican con 

T3. Sin embargo, los nódulos que se localizan en cualquier otro lóbulo del mismo pulmón 

deben considerarse T4 y en el pulmón contralateral como metástasis y, por lo tanto, M1a. 

El segundo punto tiene en cuenta la existencia de derrame pleural o pericárdico, que debe 

considerarse de entrada como M1a. A pesar de que la citología del líquido sea negativa 

se debe tener una elevada sospecha diagnóstica. Únicamente puede considerarse negativo 

el líquido pleural o pericárdico cuando el estudio citológico sea negativo para malignidad 

y hubiera datos clínicos para considerar una etiología no neoplásica del derrame80.  

Existen estructuras en el mediastino que por su importancia fisiológica presentan una 

categoría especial en el estadiaje del cáncer de pulmón y es importante tenerlas en cuenta. 

Así, la parálisis de las cuerdas vocales, por afectación de la rama recurrente del nervio 

laríngeo, la obstrucción de la vena cava superior, la compresión de la tráquea o del 

esófago pueden producirse por la extensión directa del tumor primario o de los ganglios 

linfáticos. Dada su importancia, la afectación de estas estructuras debe clasificarse como 

T4 o N2-N3, y por lo tanto, se incluyen dentro del estadio IIIB. El hecho de estar incluido 

en este estadio hace que el abordaje de elección no sea el quirúrgico, sino una intención 

neoadyuvante con quimiorradioterapia81.  
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TRATAMIENTO DEL CÁNCER DE PULMÓN 

El tratamiento de los tumores de pulmón puede dividirse en dos categorías, por un lado, 

los CPNM y por otro los cánceres de pulmón de célula pequeña. Dado que el tema de la 

tesis actual versa sobre factores predictivos de resistencia a la inmunoterapia en CPNM, 

el tratamiento aquí expuesto es únicamente para el CPNM, no abordando los tumores de 

célula pequeña al ser tumores de origen, pronóstico y tratamiento no comparable al 

anterior. 

 

Tratamiento en estadios localizados 

Alrededor de un tercio de los pacientes diagnosticados de cáncer de pulmón lo son en 

estadios I y II. El tratamiento estándar inicial de los pacientes con cáncer de pulmón no 

microcítico estadio I y II y un buen estado funcional es la cirugía82. La lobectomía con 

linfadenectomía hiliomediastínica constituye el tratamiento quirúrgico estándar, 

reservando la neumonectomía cuando no sea posible la lobectomía83. En tumores T1 la 

segmentectomía o resección en cuña es una opción valorable con tasas de supervivencia 

similares a cirugías más agresivas84. Aproximadamente en el 25-30% de los pacientes con 

CPNM se puede realizar un abordaje curativo de inicio, con una supervivencia a 5 años 

que oscila entre el 25-67%85.  

Tras la cirugía es fundamental plantear un tratamiento adyuvante en función de las 

características del tumor primario y los factores de riesgo asociados tras la cirugía. En el 

año 1998 se publicó un meta-análisis (estudio PORT), de referencia actualmente, que 

incluía antiguos estudios randomizados que evalúan el papel de la radioterapia 

postoperatoria en cáncer de pulmón. El estudio demostró que la radioterapia 

postoperatoria incrementa el riesgo relativo de muerte en un 21% en aquellos pacientes 

que la recibieron (Figura 7)86. 
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Por lo tanto, en la actualidad no se recomienda la radioterapia postoperatoria en aquellos 

pacientes con tumores en estadio I y II.   

La quimioterapia adyuvante en estadios localizados de cáncer de pulmón, sobretodo en 

estadio II o presencia de factores de riesgo ha mostrado un beneficio más consistente que 

la radioterapia postoperatoria.  

El estudio más grande publicado hasta la actualidad que evalúa la adyuvancia es el estudio 

IALT (International Lung Cancer Collaborative Group Trial), en el año 200487. En este 

estudio, se reclutaron 1867 pacientes con cáncer de pulmón, estadio I al III y con 

resección quirúrgica completa. Los pacientes se aleatorizaron a recibir quimioterapia 

adyuvante frente a no tratamiento (Figura 8). 

 

 

El objetivo primario fue la supervivencia global (SG). Los pacientes que estuvieron en el 

brazo de tratamiento recibieron tratamiento con cisplatino (80-100mg/m2) más etóposido 

más vinorelbina, vinblastina o vindesina88,89. Aproximadamente el 25% de los pacientes 

Figura 7. Resultados de meta-análisis PORT. PORT Meta-analysis Trialist Group, 199886 

Figura 8. Aleatorización realizada en el estudio IALT. Arriagada R et al., 200487 
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a mayores recibieron radioterapia postoperatoria. Los resultados mostraron que los 

pacientes que recibieron tratamiento adyuvante tenían una supervivencia a 5 años del 

44.5%, respecto a un 40.4% de los pacientes tratados con cirugía exclusivamente (HR 

0.86; p < 0.03). Además, la supervivencia libre de enfermedad (SLE) fue del 39.4% en 

pacientes que recibieron adyuvancia frente a 34.3% en pacientes con cirugía 

exclusivamente (p < 0.003). En el análisis por subgrupos, el beneficio fue mayor para 

aquellos pacientes en estadio III. Por tanto, las recomendaciones actuales establecen la 

quimioterapia adyuvante de manera estándar en estadios II-IIIA y únicamente si existen 

dudas en pacientes con estadio IB (factores de riesgo asociados)90. Recientemente, se ha 

demostrado el beneficio de la inmunoterapia en la adyuvancia del CPNM en estadios I-

III. En mayo de 2022 la Food and Drug Administration (FDA) ha aprobado el uso de 

atezolizumab para el tratamiento adyuvante del CPNM en estadios II-IIIA con expresión 

de PD-L1 ≥1% en base a los resultados del estudio IMpower010. Su indicación en Europa 

está pendiente de estudio por las autoridades la Agencia Europea del Medicamento 

(EMA)91. 

 

Tratamiento en estadios localmente avanzados 

Más de un tercio de los pacientes con CPNM debuta con enfermedad localmente 

avanzada92. El estadio III constituye un grupo heterogéneo de pacientes definido por 

diferentes subestadios (IIIA, IIIB y IIIC), siendo su tratamiento un verdadero reto dadas 

las diferencias existentes entre la presentación de los tumores en los diferentes pacientes 

pese a tener el mismo estadio. Hoy en día, es sabido que todos los pacientes se benefician 

de un manejo multidisciplinar que incluya quimioterapia y un tratamiento local en forma 

de cirugía, radioterapia o ambos. El principal factor a tener en cuenta en el tratamiento es 

la afectación ganglionar en mediastino93. El estudio realizado por Andre et al., demostró 

la gran diferencia en pronóstico entre aquellos pacientes con estadio IIIA que eran N2 

frente a los N194. Por tanto, en todos los pacientes con CPNM estadio III es recomendable 

la realización de un PET a mayores de un TC95. Una vez confirmado el estadio y 

subestadio exacto del paciente se debe hacer una valoración en comité multidisciplinar 

del caso para evaluación de la mejor estrategia terapéutica a seguir.  

El resumen del tratamiento que tradicionalmente se ha seguido en los pacientes es96-98: 
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o Estadio IIIA resecable: manejo mediante quimioterapia neoadyuvante seguido de 

cirugía. Sin embargo, existen algunos datos que avalan el papel de la cirugía de 

entrada en subgrupos de pacientes con estadio IIIA (sobretodo pacientes con 

tumores T3N1 o T4N0-1), así como del papel de la quimioterapia o de 

quimioterapia más radioterapia concurrente previa a la cirugía en algunos estadios 

IIIA con afectación N2 en una única estación ganglionar. Asimismo, el papel de 

la inmunoterapia en la neoadyuvancia de estos pacientes cada vez presenta un 

papel mayor desde la presentación de los datos del estudio CheckMate 816, que 

muestra un claro beneficio del tratamiento neoadyuvante con inmunoterapia en 

términos de supervivencia libre de progresión y respuestas completas 

patológicas99,100. 

o Estadio IIIA irresecable o estadios IIIB/C: manejo mediante quimioterapia y 

radioterapia concurrente, y si no es posible secuencial.  La quimiorradioterapia 

concurrente radical sin cirugía se considera el estándar de tratamiento Este 

esquema se basa en un modelo conceptual que se dirige a dos compartimentos. 

Por un lado, mediante la radioterapia se trata la enfermedad locorregional en el 

tórax, y por otro un compartimento sistémico mediante la quimioterapia. Además, 

la quimioterapia puede ejercer un efecto radiosensibilizante y conseguir la 

citorreducción de una enfermedad locorregional voluminosa. Inicialmente los 

estudios aleatorizados mostraron que la quimioterapia secuencial basada en 

platino seguida de radioterapia era superior en supervivencia que la radioterapia 

sola (Tabla 5)101-103 y, estudios posteriores, que la quimiorradioterapia 

concurrente es superior a los esquemas secuenciales, de modo que hoy en día el 

tratamiento estándar para los pacientes con CNMP estadio III irresecable es la 

administración de quimiorradioterapia concurrente (Figura 9)104. Posteriormente, 

en estos pacientes juega un papel clave la inmunoterapia de mantenimiento, cuya 

indicación actual es para pacientes tras este tratamiento con PD-L1 ≥ 1% en 

células tumorales (estudio PACIFIC)105. 
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Tabla 5. – Resultados de los ensayos clínicos fase III comparando radioterapia con 

quimiorradioterapia secuencial. 

Investigadores n 
SLE (meses) 

QT/RT frente RT 

SG 3 años QT/RT 

frente RT 

Dillman CALGB 8433 1990, 1996 180 13.8 frente 9.7 24 frente 10 

Sause Intergroup 1987, 2000 58 13.8 frente 11 15 frente 6 

Le Chevalier 1991 353 12 frente 10 11 frente 5 

 

 

 

 

Tratamiento en estadios avanzados 

Dados los actuales avances en el tratamiento del CPNM avanzado, junto con los objetivos 

marcados para esta tesis, en este apartado se habla de todos los diferentes tratamientos 

basados en inmunoterapia y que se encuentran estandarizados en los protocolos de 

tratamiento en España. Se excluyen de este apartado debido a estas razones tratamientos 

de inmunoterapia en CPNM como cemiplimab en primera línea para PD-L1 ≥50% o la 

combinación de ipilimumab más nivolumab y quimioterapia en primera línea 

independiente de la expresión de PD-L1. 

• Inmunoterapia en primera línea de tratamiento 

Figura 9. Resultados del metanálisis realizado por Hung MS y sus colaboradores en valores de 

SLE. Hung MS et al., 2019104. 
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El estudio KEYNOTE-024 estableció el papel de pembrolizumab como tratamiento de 

primera línea en pacientes con CPNM avanzado sin mutación de EGFR o ALK106, cuyo 

tumor presenta una expresión de PD-L1 ≥ 50%, detectado mediante IHQ con el 

anticuerpo 22C3107. Este estudio aleatorizó a 305 pacientes con CPNM avanzado con 

expresión de PD-L1 ≥ 50% a recibir pembrolizumab en monoterapia (200mg intravenoso 

cada 3 semanas) hasta un máximo de 2 años, frente a 4-6 ciclos de quimioterapia estándar   

con un doblete de platino. 

Con una mediana de seguimiento de 11.2 meses, se objetivó un beneficio en SLP de 10.3 

frente 6 meses (HR 0.50) y una tasa de respuesta objetiva (TRO) de 45 frente 28% (Figura 

10). La mediana de duración de respuesta fue de 12.1 y de 5.7 meses respectivamente. 

Con un seguimiento de 25 meses, se objetivó un aumento de SG de 30 frente 14.2 meses 

(HR 0.63). La toxicidad grado 3 o mayor fue menor con pembrolizumab que con 

quimioterapia (27 frente 53%) y los resultados de calidad de vida también beneficiaron a 

pembrolizumab. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente se realizaron dos estudios de combinación de quimioterapia más 

inmunoterapia en función de la histología del tumor. El ensayo KEYNOTE-189108,109, 

aleatorizó a pacientes con CNMP avanzado de histología no escamosa, ECOG 0-1, sin 

mutación de EGFR o translocación de ALK, con independencia de expresión de PD-L1 

a recibir tratamiento de quimioterapia con cisplatino o carboplatino más pemetrexed más 

Figura 10. Resultados del ensayo clínico KEYNOTE-024106. Reck M et al., 2016. 
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pembrolizumab (200mg dosis total) o placebo cada 3 semanas por 4 ciclos, seguido de 

mantenimiento hasta 35 ciclos con pemetrexed más pembrolizumab o placebo. Se 

demostró un beneficio significativo en SLP (8.8 frente 4.9 meses; HR 0.52 IC 95% 0.43 

– 0.64) y en SG (HR 0.49 IC 95% 0.38 – 0.64) en el brazo de pembrolizumab. En un 

análisis de estratificación por subgrupos se observó que el beneficio en SLP era para el 

grupo con expresión de PD-L1 entre 1 y 49% (HR 0.55 IC 95% 0.37 – 0.81) y con PD-

L1 ≥ 50% (HR 0.42 IC 95% 0.26-0.68), y no mostrando diferencias de SLP ni SG la 

combinación de quimioterapia más Pembrolizumab respecto a la no combinación para 

PD-L1 <1% (HR 0.75 IC 95% 0.53 – 1.05) (Figura 11). La combinación con 

pembrolizumab no ha mostrado un aumento de los efectos secundarios en ninguno de los 

grados de toxicidad.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Junto con el estudio anterior, se realizó el ensayo clínico KEYNOTE-407110-111, el cual 

aleatorizó pacientes con CNMP avanzado con histología escamosa a recibir tratamiento 

con quimioterapia con carboplatino más paclitaxel trisemanal o nab-paclitaxel semanal 

en combinación con placebo o pembrolizumab por cuatro ciclos seguido de placebo o 

pembrolizumab de mantenimiento cada tres semanas hasta un máximo de 35 ciclos. La 

combinación de quimioterapia más pembrolizumab se asoció a una mayor respuesta 

tumoral (58.4 frente 35%, p = 0.0004) y a una mayor SG (15.9 frente 11.3 meses, HR 

0.64, p = 0.0008) así como SLP (6.4 frente 4.8 meses, HR 0.56, p < 0.001). El beneficio 

en SG fue estadísticamente significativo para los subgrupos con PD-L1 <1% (HR 0.61 

IC 95% 0.38 – 0.98) y PD-L1 1-49% (HR 0.57 IC 95% 0.36 – 0.90), sin embargo, no se 

Figura 11. Resultados del ensayo clínico KEYNOTE-189108 por subgrupos en función de los 

valores de PD-L1. Gandhi L et al., 2018. 
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observó en el subgrupo con PD-L1 ≥ 50% (HR 0.64 IC 95% 0.37 – 1.10) (Figura 12). En 

términos de SLP si se observó beneficio para todos los subgrupos analizado independiente 

de la expresión de PD-L1.  

En base a estos resultados se pudo establecer el nuevo estándar de tratamiento de primera 

línea para CPNM avanzado. La combinación de quimioterapia basada en doblete de 

platino con pembrolizumab es la elección para todos aquellos tumores con expresión de 

PD-L1 <50%. En caso de tumores con expresión mayor o igual al 50%, pembrolizumab 

en monoterapia ha mostrado similares tasas de respuesta y supervivencia que la 

combinación con quimioterapia por lo que la elección entre ambas terapias dependerá de 

las características del paciente (estado general, índice de proliferación tumoral o 

comorbilidades).  

 

 

 

Dados los resultados de los estudios mencionados se puede resumir el tratamiento del 

CPNM avanzado o metastásico en primera línea de la siguiente manera:  

• En base a los resultados del estudio KEYNOTE-024 actualmente pembrolizumab 

en monoterapia constituye el tratamiento estándar en primera línea en pacientes 

con CNMP avanzado sin mutaciones diana y expresión de PD-L1 ≥ 50%. 

• En base al estudio KEYNOTE-189, pembrolizumab en combinación con 

quimioterapia con platino y pemetrexed está aprobado como tratamiento de 

primera línea en CNMP avanzado no escamoso sin mutaciones diana. 

Figura 12. Resultados del ensayo clínico KEYNOTE-407110 por subgrupos en función de los 

valores de PD-L1. Paz-Ares L et al, 2018.  
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• En base al estudio KEYNOTE-407, pembrolizumab en combinación con 

carboplatino y paclitaxel o nab-paclitaxel está aprobado como tratamiento de 

primera línea en CNMP avanzado de histología escamosa. 

• Existen otras opciones recomendadas en primera línea como las combinaciones 

de quimioterapia con nivolumab e ipilimumab, sin embargo, las recomendaciones 

en primera línea con pembrolizumab presentan una mayor evidencia. 

 

• Inmunoterapia en segunda línea de tratamiento 

Hasta finales de 2015 solo había 3 fármacos aprobados para el tratamiento en segunda 

línea y sucesivas: docetaxel, pemetrexed y erlotinib112. Sin embargo, en los últimos años 

se ha incorporado nuevos fármacos en segunda línea. Tres moléculas de inmunoterapia 

han sido aprobadas para el tratamiento de segunda línea del CPNM avanzado que son 

nivolumab, atezolizumab y pembrolizumab por la EMA. Los tres fármacos han sido 

aprobados en base a resultados de estudios fase III que han demostrado una mejoría en 

SG en comparación con docetaxel.  

Nivolumab fue el primer agente autorizado en este contexto, en pacientes que ya habían 

recibido una primera línea de tratamiento. Dos ensayos pivotales, CheckMate 057113 en 

histología no escamosa, y CheckMate 017114 en histología escamosa, han sido los que han 

conseguido la aprobación del fármaco, ambos en comparación con docetaxel. Estos 

estudios mostraron la superioridad de nivolumab frente a docetaxel en segunda línea de 

tratamiento tanto en términos de supervivencia como en respuesta. Posteriormente, 

atezolizumab y pembrolizumab también fueron aprobados para el tratamiento del CPNM 

en segunda línea en base a los resultados de los estudios OAK y KEYNOTE-024106. 
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2- inmunoterapia y cáncer 

Los primeros trabajos que vinculan el sistema inmune con la actividad antitumoral se 

pueden remontar a finales del siglo XIX. Fue William Coley quien, en 1891, realizando 

una inyección intratumoral de bacterias, logró la regresión del tamaño tumoral en un 

paciente afectado de un sarcoma, sentando las bases de los tratamientos inmunoterápicos 

en cáncer115. Posteriormente, las evidencias han ido acumulándose desde la mitad del 

último siglo. El análisis histológico de tumores humanos ha revelado la presencia de 

infiltrados inmunitarios muy heterogéneos entre diferentes tumores y entre pacientes. 

Estos infiltrados incluyen células de la inmunidad innata (macrófagos, células dendríticas, 

polimorfonucleares, células naturas killer “NK”) y adaptativa que incluyen a diferentes 

subpoblaciones de células T (linfocitos T citotóxicos, T helper o T reguladores 

“Treg”)116,117. Se ha sugerido que algunos de estos infiltrados constituyen un intento del 

huésped por detectar y destruir células tumorales emergentes. A partir de estas 

observaciones, a finales de la década de 1950, Burnet y Thomas formularon la teoría de 

la inmunovigilancia del cáncer, según la cual el sistema inmunitario puede reconocer y 

eliminar células transformadas y tumorales antes de que puedan desarrollarse en tumores 

clínicamente detectables118. Estas evidencias se fundamentan en observaciones tales 

como que, en individuos con inmunodeficiencias adquiridas o hereditarias y pacientes 

con tratamiento inmunosupresor, presentan un riesgo significativamente mayor de 

desarrollar cáncer que la población general119.  

A pesar de estos datos, es un hecho que los tumores continúan desarrollándose en 

presencia de un sistema inmunitario completamente funcional120. Esto revela la 

complejidad que existe en la interacción del sistema inmunitario y el tumor. Así, ciertas 

respuestas inmunitarias pueden ser protectoras contra el desarrollo de tumores, mientras 

que otras, como la inflamación crónica, pueden promover el inicio y contribuir a la 

progresión del cáncer121. De esta manera, el tumor consigue beneficiarse de las células 

inflamatorias infiltrantes, modificando el comportamiento de estas para crear un 

microambiente que favorezca el crecimiento y la supervivencia celular. Ante estas 

evidencias, se ha sugerido que la teoría de la inmunovigilancia es parte de un proceso más 

general denominado inmunoedición, que consta de tres fases: eliminación o 

inmunovigilancia, equilibrio y escape (Figura 13)122. 
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La teoría de la inmunoedición propone que, durante la fase de eliminación, los efectores 

de la inmunidad ejercen una vigilancia tumoral, suprimiendo el crecimiento del tumor en 

las etapas más tempranas123. En la fase de equilibrio, el sistema inmune del hospedador y 

las células tumorales que han sobrevivido a la fase de eliminación, entran en un estado 

temporal de equilibrio dinámico. En esta fase las células tumorales permanecen latentes 

o acumulan cambios (mutaciones o cambios de expresión génica) que alteran su fenotipo. 

Finalmente, llega la fase de escape, donde las variantes tumorales que han sobrevivido 

comienzan a expandirse progresivamente, eludiendo el control del sistema inmune. A 

nivel clínico esto se acaba traduciendo en el desarrollo maligno de la enfermedad124. 

En la fase de escape o inmunosubversión, el tumor despliega una serie de estrategias para 

evitar el ataque del sistema inmune. Estas tácticas se basan tanto en evitar la activación 

de una respuesta inmunitaria como en reducir la inmunidad celular (inducción de 

tolerancia)125. Estas estrategias se pueden agrupar en cuatro mecanismos: alteración en 

los procesos de presentación de antígenos, expresión de factores de inmunosupresión, 

vías de coestimulación negativa en el microambiente tumoral e inducción y reclutamiento 

de células inmunoreguladoras (células Treg, macrófagos asociados a tumor o TAMs, 

células mieloides supresoras o MDSCs)126.  

Figura 13. Teoría de la inmunoedición. Rondón R et al., 2014122. 
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Dentro del tratamiento de los tumores sólidos mediante la inmunoterapia, el mecanismo 

más importante y a través del cual actúan los diferentes fármacos de inmunoterapia es la 

vía de coestimulación negativa en el microambiente tumoral. La inhibición de las células 

T por parte de las células tumorales se realiza a través de dos de las vías inhibitorias mejor 

descritas en las células T, el receptor proteico Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA-

4)127 y la proteína de muerte programada 1 o programmed cell death-1 (PD-1)128. Estas 

dos vías representan en la actualidad los mecanismos fundamentales a través de los que 

actúan los fármacos de inmunoterapia para tumores sólidos.  

• Receptor CTLA-4 

Uno de los primeros receptores de los puntos de control de inhibición del sistema inmune 

estudiado fue CTLA-4129. La principal función de este receptor es la de actuar 

disminuyendo la funcionalidad de las células T después de su activación. Entre los 

mecanismos utilizados se encuentran la coestimulación de la molécula CD28, para que se 

una con su ligando B7 provocando la detención del ciclo celular. Primero de todo, para 

que se pueda dar una activación de las células T, además de producirse una interacción 

con el antígeno mediante las células presentadoras de antígeno (APCs), se necesitan otras 

señales secundarias para que puedan responder correctamente, entre las cuales se 

encuentran la expresión de la molécula CD28, más dependientes de las células T CD4+ 

que las CD8+130. Las células T Helper o las también denominadas CD4+ tienen la 

capacidad de secretar citoquinas al darse el reconocimiento entre el receptor de células T 

(TCR) y el Antígeno presentado por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad II 

(CMHII), provocando una estimulación en la secreción de anticuerpos por parte de las 

células T y B y macrófagos, que se encargan de eliminar sustancias extrañas. Sin 

embargo, en el caso de las T citotóxicas o las denominadas CD8+, reconocen mediante 

su receptor de célula T (TCR) a los antígenos presentados por el Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad I (CMHI) y tienen la capacidad de lisar, para poder protegerse de los 

efectos negativos de estos131,132. 

La molécula CD28 se trata de un receptor con una gran importancia a la hora de llevar a 

cabo la activación de los linfocitos T, ya que al unirse con sus ligandos B7-1 (CD80) y 

B7-2 (CD86)133, glucoproteínas homólogas de la cadena lateral sencilla presentadas por 

las APCs, se da lugar a la activación de las señales de supervivencia (Figura 14)134. Estas 

señales se accionan debido a la activación de los genes antiapoptóticos que conllevan a 
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una proliferación de las células T, además de un aumento en su supervivencia y 

diferenciación gracias a la liberación de citoquinas como la IL-2 (secretada por los 

linfocitos T Helper. Esta IL-2, además de estimular la proliferación y la expansión clonal, 

provoca una diferenciación de las células T a Th1135. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La molécula CTLA-4 es homóloga del receptor CD28, pero con una afinidad mayor por 

su respectivo ligando B7, sin embargo, una de las principales diferencias, es que al darse 

la unión de CTLA-4 con su ligando B7, la señal estimuladora se ve inhibida, al contrario 

de lo que sucede con la unión de CD28 con B7136. Es por eso por lo que se considera 

CTLA-4 una molécula competitiva, cuya finalidad es la de producir la muerte celular137.  

En una situación fisiológica, normalmente después de darse la activación de las células T 

mediante la unión de CD28 con su ligando, se produce una retroalimentación gradual 

provocando una mayor translocación de CTLA-4 en la superficie de la célula para así 

conseguir mantener una homeostasia inmunológica normal138. Al producirse una mayor 

Figura 14. Figura ilustrativa de la expresión del receptor CTLA-4 en las células del 

sistema inmune. Sury K et al., 2018134. 
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expresión de CTLA-4 en la superficie se evita la interacción de CD28 con su ligando B7 

y por lo tanto se evita una sobre-activación de las células T139. El sistema inmunitario 

intenta mantener un equilibrio, por eso la presencia de CTLA-4 ejerce un papel esencial 

en situaciones fisiológicas, tal como se ha podido demostrar en estudios realizados con 

ratones, en los que al provocar una deficiencia de la molécula CTLA-4 las células T no 

pueden ser inactivadas y por lo tanto el ciclo celular no se detiene provocando una 

enfermedad fatal linfoproliferativa140. 

No obstante, las células cancerígenas utilizan estos mecanismos para hacerse resistentes 

al ataque del sistema inmunológico. Por lo tanto, consiguen mantener su proliferación 

mediante su capacidad de sobreexpresar de manera descontrolada CTLA-4 en su 

superficie, de manera que al competir por el ligando B7 con CD28, evitan la acción de 

las células T y por tanto su función141. Es por eso por lo que, gracias a la gran cantidad 

de ensayos llevados a cabo en los últimos años, primero en modelos animales y luego en 

humanos, se usan actualmente los inhibidores de CTLA-4 en la clínica como terapia con 

anticuerpos, dentro del campo de la inmunoterapia142. Al bloquear el efecto de CTLA-4 

mediante anticuerpos anti-CTLA4 se da lugar a una disminución en la activación de 

células T y por tanto permite que más clones puedan participar en la respuesta antitumoral 

debido a la unión del ligando con la molécula CD28. Los dos anticuerpos anti-CTLA4 

más utilizados en la clínica habitual son actualmente el ipilimumab (aprobado para su uso 

en Europa)143 y tremelimumab (no aprobado para su uso en Europa)144. 

• Receptor PD1 

Uno de los primeros hallazgos clínicos en el campo de la inmunoterapia fue la molécula 

PD-1 (programmed cell death 1), descubierta por el inmunólogo Tasiku Honjo en el año 

1942, en la Universidad de Kioto en Japón145. Se trata de una molécula del sistema 

inmunológico con capacidad de coestimular la inhibición de las células T, actuando en 

contra de las propias defensas146. Esta molécula se expresa en una gran variedad de células 

inmunes, como las células B, células T, células dendríticas y monocitos. Estas células se 

protegen de la muerte celular cuando se produce la unión con los ligandos PD-L1 

(presentes en células hematopoyéticas y no hematopoyéticas) o PD-L2 (presente en 

células hematopoyéticas como células dendríticas, células B y ciertas células 

epiteliales)147. La expresión del ligando PD-L1 es menor que la del ligando PD-L2 a pesar 

de que éste último presenta mayor afinidad por su receptor148. PD-1 regula la activación 



 - 36 - 

de las células T mediante la unión a su ligando (PD-L1 o PD-L2)149. Cuando se une al 

ligando PD-L1 se produce una disfunción y un agotamiento de las células T, haciendo 

que las respuestas adaptativas de las células T CD4 disminuyan y se de un aumento en la 

producción de IL-10, cuya función principal es la de disminuir y regular las respuestas 

inmunes provocadas por las células dendríticas y macrófagos (Figura 15)150.  

 
 

 

La expresión de PD-1 en la superficie de las células T se activa cuando tiene lugar la 

unión de la célula T con el antígeno, dando lugar a una estimulación en la liberación de 

citoquinas inflamatorias, de manera que al tener en el tejido PD-1 activado, se une con su 

ligando produciendo una tolerancia inmunitaria151. La reducción en la activación de las 

células T se produce debido a la unión de PD-1 y su ligando, que provoca la fosforilación 

de los motivos de tirosina, como el immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif 

(ITIM), causando el reclutamiento de la tirosina fosfatasa-2 (SHP2), encargada de 

desfosforilar moléculas implicadas en la señalización de TCR, disminuyendo su señal152. 

Además, la expresión de PD-L1 se encuentra regulada positivamente por las quinasas 

PI3K-AKT o por la secreción de IFN-gamma, produciéndose dos tipos de resistencias 

inmunitarias, la resistencia inmune innata y la resistencia inmune adaptativa. En cuanto a 

Figura 15. Mecanismo de acción de los fármacos anti-PD1 sobre el receptor PD-1 

modulando la respuesta inmune antitumoral. Bellmunt J et al., 2017150. 
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la resistencia inmune innata, la expresión de PD-L1 está regulada debido a la inhibición 

del supresor tumoral PTEN, por parte de PI3K-AKT, que a su vez están activadas por 

STAT3 y que a su vez está modulada por la liberación de citoquinas inflamatorias como 

la IL-6153. En cuanto a la resistencia inmune adaptativa, la expresión de PD-L1 se induce 

debido a la secreción por parte de las células tumorales del IFN-gamma (pro-inflamatoria 

de las células tumorales), que tiene la capacidad de neutralizar las respuestas inmunes 

antitumorales inducidas por las células T citotóxicas CD8. Por tanto, para evitar que el 

tejido normal en situaciones inflamatorias se de una sobreactivación de la vía PD-1/PD-

L1 y se produzca daño, se produce un bloqueo de esta vía154.  

Sin embargo, pese a lo anterior, las células cancerígenas pueden hacer que la expresión 

de PD-L1 en la superficie se aumente, debido a la acción de citoquinas inflamatorias y 

vías de señalización inmunólogicas, aprovechando esta unión del receptor PD-1 con su 

ligando PD-L1 para escapar de la acción de las células T CD8155. Todo ello, deriva en un 

aumento de la supervivencia y un crecimiento tumoral. Es por lo anterior, que se empezó 

a investigar vías de actuación sobre estos niveles, para evitar la activación de la vía PD-

1/PD-L1 en las células tumorales mediante el uso de anticuerpos con afinidad por estas 

moléculas. En el año 2006 aparecieron los primeros anticuerpos contra PD-1 y no fue 

hasta 2009 cuando se empezaron a usar en clínica los anticuerpos contra PD-L1156. La 

principal función de estos anticuerpos es unirse al tanto al receptor como al ligando 

impidiendo una interacción entre ambos, impidiendo que la señal de TCR disminuya, y 

por tanto, permitir que las células T realicen su función de ataque contra las células 

tumorales. Aunque se ha podido demostrar la capacidad de los anticuerpos de bloquear la 

molécula PD-1 con su ligando PD-L1, no se ha conseguido evitar la interacción con el 

ligando PD-L2 ya que se desconoce el efecto de dicha interacción157.  

Tras la realización de diferentes ensayos clínicos con una respuesta satisfactoria, el 22 de 

diciembre de 2014 se aprobó por la FDA el tratamiento con el anticuerpo anti-PD1 

nivolumab para el tratamiento del melanoma metastásico158. Posteriormente este fármaco 

se aprobó en otras indicaciones como cáncer de pulmón, riñón o cáncer de cabeza y 

cuello159. Otras moléculas, posteriormente fueron aprobándose para los diferentes 

tratamientos de tumores sólidos como pembrolizumab (anti-PD1), cemiplimab (anti-

PD1), atezolizumab (anti-PDL1), durvalumab (anti-PDL1), avelumab (anti-PDL1) o 

relatlimab (anti-LAG3)160.  
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FACTORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA A INMUNOTERAPIA 

Establecer marcadores de respuesta a inmunoterapia es esencial para un mejor 

conocimiento de la enfermedad que se está tratando, y así mismo, permite la adecuada 

selección de los pacientes a estudio. La inmunoterapia actual no beneficia a todos los 

pacientes, y, por lo tanto, se deben identificar aquellos marcadores los cuales identifiquen 

a aquellos pacientes que mejor respuesta a inmunoterapia vayan a realizar. Hay tres 

grandes grupos de marcadores: dependientes del tumor, del tumor y de la relación entre 

ambos, que se desarrollan a continuación, excepto los marcadores genómicos de respuesta 

a inmunoterapia que por su importancia se desarrollan en el punto 9. 

• Estado general del paciente 

El estado general del paciente es importante a la hora de la decisión terapéutica, y ha sido 

factor pronóstico para todos los tipos tumorales (especialmente cáncer de pulmón) y para 

prácticamente cualquier tipo de tratamiento161. La inmunoterapia no presenta 

citotoxicidad inmediata sobre el tumor, sino que precisa de una latencia, por lo que el 

estado y características del paciente pueden ser muy importantes a la hora de la decisión 

terapéutica, ya que el paciente ha de ser capaz de mantener el buen estado general en 

espera de la respuesta a la inmunoterapia162. Se calcula mediante los diferentes ensayos 

clínicos, que la aparición de la respuesta a los tratamientos anti CTLA-4 o anti PD1 es de 

alrededor de tres meses, y por tanto, el estado general del paciente debe permitir esperar 

esta latencia. Esto hace que, si el paciente se encuentra muy sintomático o presenta 

alteraciones orgánicas importantes como metástasis cerebrales, la inmunoterapia no será 

la mejor opción terapéutica. En conclusión, la inmunoterapia requiere de un buen estado 

general de los pacientes para poder realizar su efecto citotóxico, siendo un factor 

predictivo fundamental de respuesta a los diferentes inhibidores de los puntos de control 

del sistema inmune163. 

• Lactato deshidrogenasa 

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima catalítica que se encuentra en muchos 

tejidos del cuerpo, con funciones en el metabolismo anaerobio. La LDH se encuentra 

elevada en sangre ante toda destrucción de tejidos (traumática, infecciosa o neoplásica 

principalmente), por lo que es un índice de proliferación en el seguimiento de tumores164. 

Diferentes estudios han relacionado los niveles de LDH con una respuesta inversamente 
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proporcional a los inhibidores de los puntos de control del sistema inmune. En caso de 

los anticuerpos anti CTLA-4, la posibilidad de beneficio es muy baja en pacientes que 

presentan LDH mayor a dos veces el límite superior de la normalidad. Con los anticuerpos 

anti PD1 se observa en los estudios un fenómeno similar. Algunos autores han sugerido 

que en los pacientes en que se observa una reducción de la LDH durante el tratamiento, 

es en los que se obtienen mejores resultados. Se necesitarán en el futuro nuevos estudios 

que aclaren el papel de la LDH como factor predictivo de respuesta a inmunoterapia165. 

• Microbioma 

Los gérmenes comensales que colonizan el intestino se consideran fundamentales para la 

homeostasis del aparato digestivo. No solo intervienen en los procesos de digestión, 

síntesis de vitaminas o defensa de la colonización de patógenos, sino que tienen una 

función reguladora del sistema inmunológico. La función reguladora es 

fundamentalmente a nivel antiinflamatorio, a través de la estimulación de las células T 

reguladoras. Diferentes estudios han demostrado, recientemente, que el tratamiento con 

antibióticos podría comprometer el resultado terapéutico de la inmunoterapia166. La 

administración de antibióticos conduce a una disminución de las especies Bacterioides y 

de Burkholderianas, y su posterior restablecimiento puede conducir a un aumento de la 

respuesta a la inmunoterapia (especialmente en los inhibidores de CTLA-4)167. De la 

misma forma, la introducción en la flora o el restablecimiento de la especie 

Bifidobacterias en tracto digestivo de ratones, predecía un aumento de la respuesta a los 

tratamientos con agentes anti-PD1168.  

El efecto de la Microbioma actualmente se encuentra en investigación, no solo desde un 

punto de vista predictivo a la respuesta al tratamiento, sino también como un factor 

modificable de respuesta que podría mejorar la supervivencia en pacientes no 

respondedores (Figura 16)169. 
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• Carga mutacional y deficiencia de reparación de errores MMR 

La carga mutacional es muy variable entre los diferentes tumores. Existen tumores con 

una muy elevada carga mutacional, entre los que se encuentran fundamentalmente 

aquellos tumores que dependen de agentes exógenos carcinogénicos (melanoma con la 

luz ultravioleta o cáncer de pulmón con el tabaco). La elevada carga mutacional se ha 

correlacionado con la respuesta a fármacos anti-PD1170. En el caso de los anticuerpos 

anti-CTLA4, el número de mutaciones se correlacionaba con el beneficio clínico, siendo 

este mayor en los pacientes que presentaban una carga de mutaciones más elevada, sin 

embargo, no se correlacionaba directamente con la respuesta al tratamiento171.  

Dado que la determinación del número de mutaciones no es práctica desde el punto de 

vista asistencial, es diversos estudios se desarrolló una firma génica que caracterizaba los 

pacientes entre aquellos que presentaban mayor cantidad de neoepitopos y los que 

presentaban menor cantidad. Esta firma génica, de nuevo, fue predictiva de la 

supervivencia y el beneficio terapéutico a los anticuerpos anti-CTLA4172. Por lo tanto, 

aunque no es una relación directa, la elevada carga mutacional es un importante factor 

predictivo de respuesta a la inmunoterapia. En la Figura 17 se observa una imagen clásica 

Figura 16. Esquema que muestra el efecto regulatorio de diferentes especies de bacterias sobre el 

sistema inmunológico. Dai Z et al., 2020169. 
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que define los tumores de menor a mayor por carga mutacional173. Los tumores con mayor 

carga mutacional son melanoma y cáncer de pulmón, los cuales presentaban importantes 

indicaciones para el tratamiento de inmunoterapia. Por el contrario, el astrocitoma 

pilocítico (tumor típico en la infancia) presenta una escasa carga mutacional, lo cual nos 

da un valor predictivo importante en la respuesta a la inmunoterapia (la cual no se 

encuentra indicada para esta tumoración). 

 

 

Dentro de la carga mutacional, realmente el primer biomarcador predictivo de respuesta 

a inmunoterapia que se ha descubierto es la deficiencia del sistema de reparación de 

errores mismatch repair (MMR)174. El sistema de reparación MMR, se encarga de la 

reparación de pequeños errores en los procesos de reparación del ácido 

desoxirribonucleico (ADN), de entre 1 y 4 pares de bases. Cuando, durante la copia de la 

hebra molde de ADN, se incorpora un nucleótido erróneo, se produce un error de 

apareamiento (mismatch) entre las hebras madres e hija. Este error provoca una alteración 

en la estructura de la doble hebra que puede ser reconocida y reparada por las enzimas 

del sistema MMR175.  

Las deficiencias en MMR pueden dar lugar a la acumulación de un mayor número de 

mutaciones, lo que generaría neoantígenos y un mejor reconocimiento de la célula 

tumoral por el sistema inmune. Todo ello conlleva a una mejor respuesta a los 

tratamientos de inmunoterapia. El defecto de MMR está presente en un porcentaje 

importante de tumores, calculándose que hasta el 20% de los tumores de colon lo 

presentan176. El ensayo clínico KEYNOTE-177177, evaluó la eficacia de pembrolizumab 

en primera línea de tratamiento en 307 pacientes con cáncer colorrectal metastásico y 

Figura 17. Carga mutacional por tumores (menor a mayor). Boyiadzis MM et al., 2018173. 
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deficiencia del sistema MMR. Los pacientes fueron asignados a recibir pembrolizumab 

(200mg cada 3 semanas) frente a quimioterapia (terapias basadas en 5-fluoraciclo con o 

sin bevacizumab o cetuximab) cada 2 semanas. Los objetivos primarios del estudio fueron 

la SLP y la SG (Figura 18).  

 

 

Con una mediana de seguimiento de 32.4 meses, pembrolizumab presentó una SLP de 

16.5 meses frente 8.2 meses de la quimioterapia (HR 0.60, IC 95% 0.45-0.80) (Figura 

19). Los datos en SG actualmente se encuentran en cálculo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

En el análisis de subgrupos, no existieron diferencias de SLP en función del estado de 

BRAF, sin embargo, aquellos pacientes que presentaban mutaciones en los genes NRAS 

o KRAS no mostraron beneficio con el tratamiento de pembrolizumab (HR 1.19, IC 95% 

Figura 18. Protocolo del estudio KEYNOTE-177. André T et al., 2020177. 

Figura 19. Resultados del estudio KEYNOTE-177 en SLP. André T et al., 2020177. 
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0.68-2.07). Así mismo los pacientes con tumores en colon izquierdo tampoco mostraron 

beneficio (HR 0.81, IC 95% 0.46-1.43). Estos resultados presentados en el congreso 

ASCO 2020 (American Society of Clinical Oncology), han hecho que el actual estándar 

de tratamiento en primera línea de los pacientes con tumores colorrectales metastásicos y 

déficit del sistema MMR sea la inmunoterapia.  

• Expresión de PD-L1 

El ligando más importante estudiado como factor pronóstico es el ligando de PD1, PD-

L1. No es el único ligando de PD-1, ya que existe un segundo ligando (PD-L2), cuya 

función en el desarrollo de la neoplasia y en la respuesta a este tipo de fármacos aún no 

está claramente establecida178. La expresión de PD-L1 por parte del tumor, se considera 

que es uno de los mecanismos de evasión al sistema inmunológico que utiliza la neoplasia 

para poder desarrollarse y evitar el efecto de los linfocitos T citotóxicos. Al ser el punto 

en el que los fármacos anti PD1 ejercen su efecto, se ha explorado su expresión desde el 

inicio de los ensayos con estos fármacos, con la esperanza de poder identificarlo como 

marcador de respuesta al tratamiento. Se han encontrado numerosos obstáculos que han 

dificultado el establecimiento de este marcador como marcador pronóstico, que se 

indicación a continuación179. 

El primero de ellos, es que la expresión de PD-L1 es inducible por el interferón gamma y 

puede ser expresado tanto en las células tumorales como en las células inmunitarias. Esto 

supone una complicación importante a la hora de saber cuál es el valor pronóstico de la 

expresión de PD-L1, ya que dependerá de la célula donde esté expresado180. Por otra 

parte, los métodos de evaluación también han sido distintos y se dispone de diferentes 

metodologías para la determinación, con diferentes puntos de corte; estas metodologías 

han sido desarrolladas por las diferentes compañías farmacéuticas durante la 

investigación de sus productos, y el hecho de ser heterogéneas ha contribuido aún más a 

complicar la interpretación de los resultados181. 

Sumado a todo lo anterior, hay que tener en cuenta el fenómeno de heterogeneidad 

tumoral, por el que diferentes zonas del tumor pueden tener diferentes niveles de 

expresión y en un solo tumor haber zonas fuertemente positivas entremezcladas con zonas 

negativas, por lo que el valor de pequeñas biopsias será muy limitado. Todo lo previo 

explicado, permite dar una idea de lo complejo que es interpretar este marcador en la 
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práctica clínica, y es que hay pacientes con expresión negativa de PD-L1 que responden 

a inmunoterapia, lo que invalida este biomarcador para la selección de pacientes182.  

Pese a las limitaciones de PD-L1, la expresión de este ligando hoy se considera el 

predictor más fuerte de respuesta al tratamiento, y una elevada expresión de PD-L1 puede 

permitir detectar que pacientes es posible respondan mejor a inmunoterapia. En la Tabla 

6 se recoge un pequeño resumen de los diferentes estudios que han intentado hacer una 

relación entre PD-L1 y la respuesta a la inmunoterapia en tumores sólidos. 

Tabla 6. – Tasas de respuesta a inmunoterapia en tumores sólidos (no seleccionado por 

tumores) en función de la expresión de PD-L1183. 

Estudio Topolian et al., 2015 Herbst et al., 2013 Segal et al., 2014 

Pacientes 42 94 179 

RO PD-L1+ 36% 36% 22% 

RO PD-L1- 0% 13% 4% 

Tratamiento Anti-PD1 Anti-PDL1 Anti-PDL1 

*Abreviaturas: RO respuestas objetivas. 

 

• Linfocitos infiltrantes de tumores 

Mucho antes de la llegada de las nuevas terapias inmune, se había identificado el valor 

pronóstico de la infiltración de linfocitos en el tumor, considerándose que aquellos 

pacientes que tenían tumores con un rico infiltrado linfocitario tenían mejor pronóstico 

que los que no tenían infiltración184. Los pacientes con tumores con gran número de 

linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), de alguna forma que en la actualidad no se 

comprende del todo, han puesto en marcha el sistema inmunológico y tienen mejores 

respuestas a la inmunoterapia que los pacientes que no presentan TIL185. Hay un grupo 

de tumores en que las células TIL se disponen en forma de corona de infiltración alrededor 

de la neoplasia, y se ha podido comprobar que este tipo de células TIL son linfocitos CD8 

y se asocian a unos niveles elevados de expresión de PD-L1 y a mejor pronóstico. Por 
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tanto, no solo se trata de la existencia de células TIL, sino, también, de cómo se disponen 

estas en torno al tumor186. 

En la actualidad, se pueden distinguir dos tipos de tumores simplemente por la histología: 

los inflamados, en los que hay infiltración por linfocitos y en los que se han activado vías 

de escape inmunológico, y, por tanto, presentarán mejores posibilidades de respuesta a 

inmunoterapia, y los no inflamados, que no tienen infiltración linfocitaria y en los que las 

vías inmunosupresoras no tienen esa activación, y que, a priori, responderán peor al 

tratamiento con inmunoterapia187. 

Esta infiltración por linfocitos en el seno del tumor es, en realidad, el resultado de la 

expresión de citoquinas en el microambiente tumoral188. La indolamina deoxigenasa 

(IDO), la presencia de células T reguladoras y la presencia de células mieloides 

inmunosupresoras, están inducidas por la secreción de citoquinas y se han relacionado 

con la inmunosupresión que ocurre en el microambiente tumoral; todas ellas se han 

relacionado de una forma u otra con el pronóstico de las neoplasias y con las posibilidades 

de respuesta a los tratamientos con inmunoterapia. 

Por tanto, el estudio de este microambiente es fundamental para valorar nuevos 

biomarcadores predictivos de respuesta a la inmunoterapia, siendo en el futuro un punto 

clave para la selección de aquellos pacientes con mayor respuesta a estos tratamientos. 
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MARCADORES GENÓMICOS DE RESPUESTA A INMUNOTERAPIA 

La principal hipótesis propuesta por la que diferentes alteraciones génicas en el tumor 

pueden producir interacciones con la respuesta a la inmunoterapia radica en la producción 

de neoantígenos que condicionan una mayor activación del sistema inmune. Sin embargo, 

no se conoce del todo los mecanismos dado que diferentes mutaciones conductoras en 

tumores no conllevan a menudo una mayor inmunogenicidad189. Dado lo anterior, es 

importante los perfiles moleculares de los tumores para intentar hallar futuros marcadores 

predictivos de respuesta a inmunoterapia condicionados por mutaciones.  

Los primeros ensayos realizados en este campo en cáncer de pulmón valoraron pacientes 

con tumores de pulmón y no fumadores que tenían mutaciones conductoras como EGFR 

o ALK190,191. En estos pacientes se observó que la inmunoterapia no funcionaba bien y 

por tanto no debían recibir inmunoterapia en primera línea de tratamiento, independiente 

del valor de PD-L1, que en muchos casos es elevado en estos pacientes. De echo, existe 

una regulación positiva del receptor PD-L1 por parte de los oncogenes EGFR o ALK en 

los tumores de pulmón, sospechándose que esta regulación se basa en la inducción o 

activación de ERK o mTOR sobre la señalización de las vías oncogénicas del tumor192. 

Por tanto, la mayoría de los ensayos clínicos en inmunoterapia han excluido EGFR, ALK 

y ROS1 mutados y la literatura es escasa en este sentido en este pequeño subgrupo de 

pacientes. La poca información que tenemos procede de los ensayos CheckMate 057113 y 

KEYNOTE-010193, que probaron el beneficio de nivolumab y pembrolizumab sobre 

docetaxel en segunda línea de tratamiento del CPNM. En estos casos no se observó 

beneficio de la inmunoterapia frente a la quimioterapia en los pacientes con EGFR 

mutado o fusión de ALK. En los pacientes con CPNM EGFR mutado que han progresado 

a los inhibidores de EGFR, se debe ofrecer en primer lugar tratamiento de quimioterapia 

frente a inmunoterapia.  

Parece claro que en pacientes con CPNM que tienen mutaciones conductoras, se debe 

ofrecer terapia dirigida en primer lugar antes que tratamientos basados en inmunoterapia. 

Esta falta de eficacia podría deberse entre otras hipótesis a niveles bajos de linfocitos T 

CD8 infiltrantes de tumores en el microambiente, lo cual limita el efecto de la 

inmunoterapia194. En el futuro, se determinará si efectivamente estos pacientes no 

presentan buenas respuestas a la inmunoterapia. 
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En los pacientes fumadores, otras mutaciones han sido estudiadas dado que estos 

pacientes presentan una mayor carga mutacional que los no fumadores. En los fumadores, 

KRAS y TP53 están mutados con frecuencia y diversos estudios han considerado su valor 

predictivo sobre la respuesta a inmunoterapia, siendo los resultados obtenidos 

contradictorios195,196. La respuesta a estas mutaciones ha venido secundada por otras 

comutaciones en el tumor como pueden ser las de STK11 o EGFR197, que se han asociado 

a una mayor densidad de linfocitos T CD8 y de expresión de PD-L1 en el tumor. Por 

tanto, el valor predictivo de las mutaciones de KRAS y TP53 en el tumor actualmente es 

controvertido.  

Otras mutaciones han sido estudiadas de manera no muy extensamente por lo que los 

datos actuales no permiten inferir conclusiones de importancia. Las mutaciones en BRAF 

en los CPNM se han asociado a una mayor respuesta a inmunoterapia198. Un artículo 

basado en un análisis retrospectivo de 39 pacientes postuló que la mutación de BRAF se 

asociaba a una elevada expresión de PD-L1 y que la inmunoterapia tenía una actividad 

favorable en estos pacientes con una tasa de respuesta objetiva de 25 y 33% en mutaciones 

de BRAF V600E y no V600E respectivamente199. Al contrario que BRAF, las mutaciones 

de LKB1/STK11 en asociación o no con KRAS se relacionan con una falta de respuesta a 

la inmunoterapia. Esto podría estar relacionado con el entorno inmune vinculado a 

LKB1/STK11 mutado200. Posteriormente a estos estudios, Hellmann et al., mostró que 

ninguno de los tumores con alteraciones STK11/LKB1 en su serie respondió al 

tratamiento. Este grupo hizo una observación similar con mutaciones de PTEN, aunque 

no alcanzaron significación estadística201.  

Otro punto clave en la respuesta a la inmunoterapia es la presencia como se ha nombrado 

en el punto anterior de las deficiencias del sistema de reparación mismatch. Los defectos 

del sistema MMR y de las polimerasas de replicación (POLE o POLD1) se han 

demostrado en diversos estudios asociadas a la mayor respuesta a la inmunoterapia202. La 

base de datos AACR (American Association for Cancer Research) muestra que los 

tumores de pulmón presentan deficiencia del sistema MMR en el 2.1%, 1.09%, 1.65% y 

el 1.87% de las veces en los genes MSH2, MLH1, PMS2 y MSH6 respectivamente203. Sin 

embargo, estos tumores son difícilmente enmarcables dentro del fenotipo del síndrome 

de Lynch u otros síndromes asociados a alteraciones familiares. Por lo tanto, en la clínica 

habitual no está justificado el estudio de este sistema reparación en los pacientes con 

CPNM ni microcítico, aunque es cierto que el estudio de las ADN polimerasas o del 
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sistema MMR podría ser considerados como sustitutos de otros marcadores como PD-L1 

o el tumour mutational burden (TMB). 

En resumen, los perfiles moleculares de las células tumorales pueden impactar 

significativamente en el microambiente tumoral (densidad de células T, macrófagos y 

neutrófilos), sin embargo, se necesitan todavía estudios con grandes muestras que validen 

estas conclusiones. Ahora se exponen más detenidamente los dos marcadores moleculares 

principales que se estudian en este proyecto mediante inmunohistoquímica (TP53 y 

sistema de reparación MMR) 

• Gen TP53 

Mientras que las funciones supresoras del gen TP53 son extensamente conocidas y 

estudiadas, apenas se sabe sobre el impacto de este gen sobre la respuesta inmune contras 

las células tumorales204. Las alteraciones en el gen TP53 contribuyen a la capacidad de 

las células tumorales para escapar de la vigilancia inmune y así promover un ambiente 

inmunosupresor205. La pérdida o mutación de p53 en las células tumorales se ha 

demostrado que influye en el reconocimiento inmune a través de mecanismos como la 

presentación por el complejo de histocompatibilidad 1 o el reclutamiento de células 

mieloides supresoras o linfocitos Treg206.  

No solo es importante a nivel regulatorio directo, sino que tiene un papel clave en el 

establecimiento del microambiente tumoral, donde puede jugar diversas funciones en la 

inhibición o apoyo del crecimiento y supervivencia de las células tumorales. Las 

funciones de p53 en células epiteliales, mesenquimales o inmunes se estudia actualmente 

no en tumores sólidos o hematológicos, sino en otro tipo de enfermedad inmunes207. Por 

ejemplo, la actividad de p53 en células T es necesario para prevenir la proliferación 

inadecuada en ausencia de señalización de TCR, que permita una regulación y expansión 

estricta de las células T específicas de antígeno. 

Dado lo anterior, es lógico el atractivo que tiene actualmente el estudio de TP53 como 

factor predictor de respuesta a tratamientos que aumentan la capacidad del sistema 

inmune. Hasta ahora, sin embargo, no se ha demostrado en ningún estudio que la 

respuesta a inmunoterapia se vea condicionada por estas alteraciones en tumores sólidos. 

Los diversos estudios no logran a discernir si la respuesta a la inmunoterapia aumenta en 

los casos de tumores con p53 mutado, ni tampoco si la expresión de PD-L1 se encuentra 
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aumentada en estos tumores. En el estudio de Xu et al., se observa como la expresión de 

PD-L1 se correlaciona con las mutaciones de TP53 de una manera inversa en cáncer de 

pulmón (p = 0.010), y junto con ello se observa que en estos pacientes la inmunoterapia 

no es un tratamiento adecuado al no mostrar buenos resultados en términos de 

supervivencia y respuestas objetivas208. Y a mayores en estos pacientes, se observa que 

una mayor expresión de PD-L1 junto con una expresión conservada del ácido 

ribonucleico (ARN) mensaje de p53 se asocia a una mayor supervivencia en pacientes 

con CPNM (Figura 20).  

 

 

Otros estudios, como el realizado por Assoun et al., muestran como las mutaciones o 

pérdida de TP53 se asocian en pacientes con CPNM a una mayor supervivencia global 

cuando se realizan tratamientos de inmunoterapia206. Este estudio que constaba con 65 

pacientes se observa que la SG de los pacientes con p53 mutado es de 18.1 meses por 

15.2 meses en los pacientes sin pérdida o mutación del gen (p = 0.04). Por lo tanto, 

concluyen que las mutaciones de TP53 son un factor independiente predictivo de 

respuesta a la inmunoterapia.  

En base a estos estudios, no se pueden sacar conclusiones exactas sobre cual es el papel 

de TP53 en la respuesta a los tratamientos de inmunoterapia, sin embargo, en el futuro se 

determinará con más exactitud su papel y si existen factores adyuvantes que determinen 

esta cuestión. 

Figura 20. Efecto de las mutaciones o pérdida de p53 en el microambiente tumoral. 

Blagih et al., 2020209. 
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• Deficiencias del sistema MMR en cáncer de pulmón 

Como se ha indicado anteriormente, alrededor del 1-2% de los CPNM presenta 

mutaciones de los genes que componen el sistema MMR. El papel de los defectos de 

MMR en la respuesta a inmunoterapia es bien conocido y ha sido ampliamente estudiado 

en diferentes tumores, fundamentalmente a nivel del tracto gastrointestinal. Diferentes 

estudios basados en series de pacientes o de nivel retrospectivo han mostrado que la 

expresión disminuida de MSH2 o MLH1 en adenocarcinomas de pulmón se ha asociado 

a una mala supervivencia de estos pacientes debido a resistencias en los tratamientos a 

inmunoterapia210. La deficiencia de este sistema de reparación se ha observado mayor en 

tumores de estirpe adenocarcinoma o escamosa respecto a la histología microcítica. En la 

mayoría de los casos el silenciamiento de los genes del sistema MMR se debe a 

alteraciones epigenéticas y no tanto a mutaciones211.  

Las mutaciones de los genes MMR se han visto que se asocian en pacientes con CPNM 

a las mutaciones del gen KRAS, sin embargo, esta asociación no se ha podido traducir en 

una implicación pronostica o predictiva de respuesta a quimioterapia o inmunoterapia212. 

No existen estudios que valoren la respuesta a inmunoterapia en CPNM y tumores con 

deficiencia MMR. Únicamente existen datos basados en reportes de casos únicos o series 

de casos y otros datos basados en extrapolaciones de estudios más grandes que incluyen 

más tumores como los realizados por Viale G et al., o Zhao P et al213,214.  

Por tanto, aunque el sistema MMR y sus implicaciones en el tratamiento de inmunoterapia 

en el CPNM no han sido estudiadas con claridad, es de suponer que al igual que en otros 

tumores como el cáncer de colon, su presencia sea un factor predictivo favorable de 

respuesta a estos tratamientos, y por tanto se pueda plantear su inicio en una línea previa 

a la prevista o en pacientes con mutaciones conductoras. En el futuro nuevos estudios 

determinarán como la presencia de estas alteraciones en los genes MMR pueden afectar 

al tratamiento con inmunoterapia en CPNM. 
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TÉCNICAS DE DETECCIÓN DE ALTERACIONES GENÓMICAS EN ONCOLOGÍA 

El actual conocimiento que se ha obtenido del genoma humano y de los tumores, ha 

permitido el desarrollo de la investigación de nuevos fármacos y dianas moleculares en 

diversos tumores sólidos y hematológicos215. La aparición de estos nuevos fármacos ha 

conllevado un aumento en la calidad de vida de los pacientes oncológicos, así como de la 

supervivencia y de la respuesta antitumoral216. Tradicionalmente, el diagnóstico 

molecular del cáncer se ha basado en la detección de mutaciones en uno o varios genes 

mediante técnicas de inmunohistoquímica o de secuenciación Sanger217,218. Sin embargo, 

en los últimos años, dado el conocimiento de la gran cantidad de genes que intervienen 

en el cáncer, se necesita un abordaje más amplio de la genética tumoral, apareciendo las 

nuevas técnicas de secuenciación genética masiva (“next-generation sequencing” NGS) 

que han supuesto una revolución en el diagnóstico genómico de los tumores. Además, 

estas técnicas de secuenciación masiva han sufrido un desarrollo en los últimos años que 

ha permitido que sean baratas, sencillas de realizar y con una relación coste-efectividad 

muy favorable219. 

Pese a lo anterior, las técnicas clásicas siguen siendo fundamentales en el estudio 

genómico de los tumores, y en particular la inmunohistoquímica representa el pilar 

fundamental de diagnóstico de los tumores sólidos como es el caso del cáncer de pulmón. 

Diferentes mutaciones conductoras en cáncer de pulmón se identifican mediante 

inmunohistoquímica, siendo una técnica de eficacia probada, bajo coste y fácil acceso en 

todos los centros hospitalarios. Por ello, tanto las técnicas clásicas como noveles tienen 

un lugar clave en el diagnóstico genómico en oncología, y su uso permite un mayor 

conocimiento de los tumores respecto a lo que se puede conseguir por separado. 

• Inmunohistoquímica 

La IHQ es un procedimiento que permite la identificación de una molécula específica a 

nivel tisular o celular. Es una técnica basada en la utilización de anticuerpos que se unen 

específicamente a otra molécula que se quiere identificar. Los inicios de la IHQ se hallan 

en el desarrollo de la metodología de anticuerpos marcados con fluoresceína realizado 

por Albert Coons, Hugh Creech, Norman Jones y Ernst Berlinier, en la Universidad de 

Harvard en 1941220. Posteriormente la evolución de esta técnica ha permitido llegar hasta 

lo que actualmente conocemos como IHQ, y dentro de ella su utilización para el 

diagnóstico y caracterización de tumores221.  
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La IHQ se fundamenta en la reacción antígeno-anticuerpo. Los anticuerpos pertenecen al 

grupo de las inmunoglobulinas y se encuentran dirigidas hacía un antígeno que se 

pretende identificar en la muestra a estudio222. Esta reacción es incolora y para poder 

hacerla visible se utilizan diferentes métodos de fluorescencia, lo que permite identificar 

el lugar donde se depositan los anticuerpos utilizados y valorar el nivel de expresión y la 

localización de la molécula que se presente estudiar. Multitud de tumores necesitan de la 

IHQ para su caracterización, cuyas aplicaciones permiten valorar tanto el pronóstico 

como la predicción de respuesta a diferentes tratamientos. Entre las principales 

aplicaciones de la IHQ en la oncología se encuentran los tumores de mama con la 

determinación de expresión del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano 

(HER2) o los receptores hormonales, y los tumores de pulmón en la valoración de PD-

L1, EGFR o ALK (Figura 21)223.  

 

 

En el campo de la inmuno-oncología existen múltiples biomarcadores que se pueden 

determinar mediante inmunohistoquímica, tanto genómicos como marcadores propios del 

sistema inmune. El principal y más conocido es PD-L1, sin embargo, en los últimos 

Figura 21. Ejemplo de determinación de la expresión de EGFR mediante inmunohistoquímica 

(ausencia arriba a la izquierda, intensa abajo a la derecha). Shia et al., 2005223. 
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tiempos nuevos biomarcadores se han desarrollado como predictivos de respuesta a 

inmunoterapia como los TIL224. Otros nuevos marcadores se encuentran en desarrollo en 

diferentes fases de investigación. Por ejemplo, la determinación de los niveles de 

expresión de IDO y de FoxP3 se han asociado a respuestas a inmunoterapia, estando 

unidos unos niveles elevados de proteína con una mejor respuesta a los tratamientos225. 

Por tanto, hoy en día, la IHQ tiene un papel clave en la determinación de biomarcadores 

predictivos a inmunoterapia. La combinación de estas nuevas determinaciones junto con 

marcadores genómicos permitirá en el futuro la identificación más precisa, con un coste 

menor a medida que se implementen las diferentes técnicas.  

• Secuenciación genética masiva 

En el año 1975, los investigadores Sanger y Coulson publicaron el primer método 

enzimático para secuenciar ADN a través de la incorporación de dideoxinucleótidos 

terminales226. Este procedimiento marcó la base para el posterior desarrolló de las 

diferentes técnicas de secuenciación masiva que conocemos hoy en día y que se utilizan 

tanto en investigación como en práctica clínica. En la última década, se ha evolucionado 

desde la secuenciación de un máximo de 96 secuencias de 800 nucleótidos con 

secuenciadores de primera generación (método Sanger) a la secuenciación de millones de 

fragmentos de ADN con equipos de nueva generación (NGS)227. Esta técnica se basa en 

la amplificación de ADN inmovilizando en una superficie sólida y la lectura en paralelo 

de millones de secuencias. La secuenciación masiva permite detectar, además de 

mutaciones puntuales, inserciones, deleciones, variaciones en el número de copias y 

translocaciones. Hoy en día, la NGS es fundamental para el estudio del cáncer, mediante 

la detección de variantes somáticas en subpoblaciones de células tumorales, que permiten 

el desarrollo de la medicina de precisión tanto en tumores sólidos como hematológicos228. 

En muchos casos estas subpoblaciones, que son indetectables mediante la secuenciación 

Sanger, son responsables en algunos casos de las recaídas tumorales o del desarrollo de 

metástasis. Las subpoblaciones tumorales se pueden analizar de diferentes muestras. 

Tanto el análisis de subpoblaciones dentro de las tumoraciones sólidas, como del ADN 

circulante tumoral (ctDNA) permite conocer la genómica tumoral al completo para la 

realización de una medicina de precisión. 

Las principales aplicaciones del NGS en el campo de la oncología son los siguientes:  



 - 54 - 

- Secuenciación de paneles de genes229: contienen cebadores o sondas para un 

grupo conocido de genes y permiten la secuenciación dirigida a una determinada 

patología. Permiten secuenciar mutaciones conocidas (hot spots), genes 

completos, detectar variaciones en el número de copias y translocaciones.  

- Secuenciación del exoma230: el exoma corresponde a la parte codificante del 

genoma, representando el 1.5% del genoma, siendo su parte funcional (aunque 

este término esta cada día más en desuso por las implicaciones de los intrones en 

el genoma). Para poder conocer el exoma, existen diferentes métodos como los 

realizados mediante reacciones en cadena de la polimerasa o su captura mediante 

sonda específicas.  

- Secuenciación del genoma231: consiste en abarcar la secuenciación del genoma 

completo, incluyendo el ADN cromosómico y mitocondrial, permitiendo la 

identificación de variantes no codificantes que puedan estar asociadas a procesos 

tumorales, aunque su principal campo de acción es a nivel de investigación.  

- Secuenciación del transcriptoma232: permite obtener la información cuantitativa 

de los genes expresados en momento determinado, mediante el estudio de los 

transcritos de ARN. 

Todas estas aplicaciones del NGS, tienen un campo amplio de aplicación dentro del uso 

de la inmunoterapia, mediante la detección de alteraciones en genes que predispongan a 

una mayor respuesta o resistencia a estos tratamientos. Mediante su uso tanto en 

investigación como en práctica clínica es posible determinar que pacientes son 

beneficiarios de determinados tratamientos, que a larga redundan en una mayor 

supervivencia, respuesta y calidad de vida en los pacientes oncológicos. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

La principal hipótesis que se ha establecido para esta tesis doctoral es la búsqueda de 

biomarcadores predictores de respuesta o resistencia al tratamiento con inmunoterapia, 

mediante la expresión de marcadores genómicos. Dados los conocimientos adquiridos 

sobre la genética tumoral, se han realizado estudios actualmente en modelos in vitro e in 

vivo con animales que muestran la existencia de mutaciones en tumores sólidos que 

condicionan la respuesta a los tratamientos de inmunoterapia. 

Por ello, aumentar el conocimiento existente sobre los condicionantes de la respuesta a la 

inmunoterapia en los diferentes pacientes es clave para la mejor selección de estos. 

Mediante una mejor selección, se evitará tratar a pacientes con inmunoterapia de manera 

innecesaria (retrasando tratamientos de quimioterapia), y por el contrario existirán 

pacientes con elevadas tasas de respuesta a los inhibidores de los puntos de control del 

sistema inmune, disminuyendo la toxicidad de los tratamientos y condicionando 

aumentos de supervivencia, en muchos casos de larga duración de respuesta.  

Tal y como se indica en el apartado introductorio, los genes TP53, MLH1, MSH2, MLH6 

y PMS2, son los que en modelos preclínicos han mostrado un mayor valor predictivo de 

respuesta a inmunoterapia en pacientes con cáncer de pulmón, pero su implicación en 

modelos clínicos no ha sido validada. Estos genes, a mayores de otros mencionados, pero 

más conocida su implicación en la respuesta a inmunoterapia en la práctica clínica como 

KRAS, STK11/LKB1 o PTEN, pueden ser fundamentales para comprender los perfiles de 

respuesta de los pacientes tratados con inmunoterapia en CPNM. Por esta razón, dentro 

de todos los genes que actualmente se están investigando como biomarcadores 

predictivos a inmunoterapia, TP53 y los genes del sistema MMR son los que tienen un 

futuro más prometedor y su comprensión más puede ayudar a discernir los patrones de 

respuesta o resistencia a inmunoterapia en determinados pacientes.  

Además, estos genes tienen la facilidad de ser accesibles en cualquier centro hospitalario 

mediante el uso de la IHQ, por lo que su estudio es más apremiante por su sencillez de 

diagnóstico en pacientes con CPNM. De igual forma a los genes anteriores, existen 

multitud de genes que actualmente desconocemos, pero que su investigación también es 

esencial para comprender la inmunoterapia en CPNM. La accesibilidad para el 

descubrimiento e investigación de estos genes la tenemos gracias a las técnicas de NGS, 

por ende, junto con el desarrollo de genes ya conocidos como TP53 o los del sistema 
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MMR, se debe hacer uso de estos recursos cada vez más asequibles para entender la 

inmunoterapia y su eficacia o resistencia en los pacientes. 

Es por ello, que los objetivos propuestos en esta tesis doctoral han sido los siguientes: 

1. Objetivo primario: determinar una firma genómica en tejido tumoral y por biopsia 

líquida asociada a respuesta o resistencia al tratamiento con inmunoterapia en 

pacientes con CPNM. 
 

2. Objetivos secundarios: 

a. Analizar las características clínicas y moleculares del espectro de 

pacientes con CPNM metastásico tratados con inmunoterapia en segunda 

línea en el Hospital Clínico Universitario de Salamanca. 

b. Correlación de la expresión por IHQ de PD-L1, TP53 y los genes del 

sistema MMR con la eficacia del tratamiento con inmunoterapia en 

segunda línea en términos supervivencia (SG y SLP) y respuesta (TRO) 

en pacientes con CPNM. 

c. Caracterización y correlación de genes determinados por análisis del 

exoma en muestra tisular que condicionen respuesta o resistencia a 

inmunoterapia en pacientes con CPNM.  

d. Caracterización y correlación de genes determinados por análisis del 

exoma en muestra de ctDNA obtenido por biopsia líquida que condicionen 

respuesta o resistencia a inmunoterapia en pacientes con CPNM. 

e. Análisis comparativo de las pruebas de diagnóstico principales en 

oncología (IHQ y NGS) en base a los resultados hallados en el análisis de 

los pacientes de la muestra con CPNM y tratamiento de inmunoterapia.  
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1- PACIENTES, PROTOCOLO DE ESTUDIO Y MUESTRAS 

Se incluyeron para el estudio un total de 90 pacientes diagnosticados de cáncer de pulmón 

en el Complejo Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA), todos ellos tratados 

con nivolumab en segunda línea. Los pacientes seleccionados debían haber sido 

diagnosticados de CPNM metastásico o avanzado. De los 90 pacientes, un total de 73 

fueron analizados mediante estudio de IHQ y 15 pacientes lo fueron mediante 

secuenciación masiva para el estudio del exoma del tumor primario y del ctDNA extraído 

mediante biopsia líquida.  

Los pacientes debían haber recibido o iniciado tratamiento de inmunoterapia durante el 

periodo de tiempo del 1 de enero de 2016 al 31 de diciembre de 2021 según las guías 

clínicas actuales.  

Los criterios de inclusión del estudio fueron los siguientes: 

o Pacientes mayores de 18 años en plenas facultades mentales que hubieran recibido 

y firmado el consentimiento informado para la inclusión en el proyecto de 

investigación.  

o Pacientes diagnosticados de cáncer de pulmón no microcítico en estado 

metastásico o avanzado. 

o Los pacientes debían haber sido tratados con nivolumab según los estudios 

pivotales CheckMate 057113 y CheckMate 017114.  

o Muestra adecuada en el Servicio de Anatomía Patológica del Hospital 

Universitario de Salamanca para los estudios de IHQ y del exoma, así como 

muestra de sangre periférica para análisis del exoma del ctDNA. 

Los criterios de exclusión del estudio fueron los siguientes: 

o Negativa para la inclusión por parte del paciente. 

o Carcinoma microcítico de pulmón. 

o Tratamiento con inmunoterapia en primera línea. 

o Ausencia de muestra para los estudios mediante IHQ o secuenciación del exoma 

por NGS. 

Para el análisis del estudio, y la detección de los marcadores genómicos, los pacientes 

han sido divididos en dos subgrupos principales en función de la respuesta obtenida al 
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tratamiento de inmunoterapia. Los criterios de buena o mala respuesta se han basado en 

los que se escogieron en los diferentes ensayos clínicos con inmunoterapia en cáncer de 

pulmón113,114, siendo el factor diferencial la SLP. Se ha recogido este valor debido a que 

es el objetivo primario de los ensayos clínicos en CPNM con inmunoterapia en segunda 

línea. Los pacientes que se han reunido en el grupo de buena respuesta son aquellos que 

tuvieron una SLP ≥ 8 meses. Los pacientes con mala respuesta presentan una SLP < 8 

meses. 

La obtención de las muestras se ha realizado en dos partes diferencias:  

o Estudio por IHQ: las muestras corresponden a lesiones primarias tumorales o 

adenopatías patológicas secundarias al tumor del diagnóstico de los pacientes. Las 

muestras se tomaron mediante punciones con aguja fina, biopsias con aguja gruesa 

o de piezas quirúrgicas. Las muestras se han obtenido previamente al inicio de 

cualquier tratamiento oncológico.  

o Estudio mediante secuenciación: 

§ Exoma del tumor primario: extracción del ADN de la tumoración 

primaria en bloques de parafina por parte del Servicio de Anatomía 

Patológica. Las muestras analizadas son las utilizadas para el estudio por 

IHQ, y por tanto de pacientes que no habían recibido ningún tratamiento 

oncológico. 

§ Exoma del ctDNA (biopsia líquida): muestras de sangre periférica 

recogidas en tubos con ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) de los 

pacientes diagnosticados. Las muestras de los pacientes se han obtenido 

en tiempo real, siendo de pacientes en tratamiento con inmunoterapia por 

el CPNM. 

Las principales variables clínicas que se recogieron se registran a continuación: 

o Variables demográficas: 

§ Sexo 

§ Edad al diagnóstico 

o Variables clínicas: 

§ Estadio clínico 

§ Lugar de las metástasis 

§ Líneas de tratamiento recibidas 
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§ SG (meses desde el inicio de tratamiento hasta diciembre de 2021 o 

fallecimiento). 

§ SLP (meses desde el inicio de tratamiento con inmunoterapia hasta la 

progresión del tumor a este tratamiento o fallecimiento). 

§ Fecha de muerte del paciente. 

§ Número de dosis de inmunoterapia administradas. 

§ Mejor respuesta obtenida del tumor (clasificada en progresión, 

estabilización de la enfermedad, respuesta parcial y respuesta completa en 

función de los criterios de la clasificación de la “Response evaluation 

criteria in solid tumors” RECIST 1.1). 

§ Toxicidad asociada a inmunoterapia. 

o Variables histológicas: 

§ Subtipo histológico 

§ Expresión de PD-L1 

§ Análisis de mutaciones diana 

Tras la recogida o identificación de las muestras, la realización del estudio se ha llevado 

a cabo según el protocolo resumido en la figura 22. 

 

 
Figura 22. Algoritmo del estudio. 
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Consentimiento informado y leyes 

Todos los pacientes reclutados para el estudio han firmado un consentimiento informado 

y han sido debidamente informados del estudio y las finalidades de este (Anexo 6) tanto 

si su muestra de tumor primario fue procesada por IHQ o análisis del exoma como si se 

obtuvo sangre periférica para estudio de biopsia líquida. El consentimiento informado fue 

firmado personalmente por cada paciente y el médico responsable del tratamiento 

oncológico del paciente.  

Los pacientes han sido reclutados por los miembros clínicos que han iniciado el 

tratamiento sistémico de los pacientes (Dr. Edel del Barco y Dra. Lorena Bellido). El 

estudio ha sido revisado y aprobado por el Comité de Ética del CAUSA (códigos de los 

estudios PI 2021 10 878 y PI 2022 10 1155). Este estudio se realizará de acuerdo con la 

última versión de la Declaración de Helsinki (última versión actualizada en 2013), a la 

Ley 14/2007 de Investigación Biomédica y el Real Decreto 1716/2011. Las muestras de 

pacientes se identificaron mediante un código único para cada paciente (uso exclusivo del 

investigador principal). La confidencialidad de los datos está garantizada de acuerdo con 

la Ley de Protección de Datos de Carácter Personal 3/2018. 
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2- ANÁLISIS MEDIANTE INMUNOHISTOQUÍMICA 

Análisis de expresión de PD-L1 

La determinación o ausencia de expresión de PD-L1 en las membranas celulares tanto 

tumores como células inmunes asociadas se ha realizado mediante técnicas 

inmunohistoquímicas efectuadas sobre tejido fijado en formol e incluido en parafina (el 

anticuerpo monoclonar utilizado fue Rabbit anti-PDL1, Clone 28-8). La evaluación del 

resultado se ha basado en la valoración del porcentaje de células tumorales positivas para 

dicho marcador.  

 

Análisis de expresión de TP53 y genes del sistema MMR 

El análisis de la expresión de los genes del sistema MMR (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) 

y de la proteína p53 se ha realizado con la técnica de inmunohistoquímica peroxidasa 

anti-peroxidasa, con los kits de revelado BOND POLYMERO de LEICA. Posteriormente 

se utilizó una máquina automática BOND III de LEICA. El nivel de expresión de p53 se 

cuantificó en números porcentuales siendo 0% una expresión negativa y 100% una 

expresión completa de la proteína en la célula. En función de la literatura existente de la 

IHQ como marcador subrogado de mutaciones del gen TP53, se ha considerado que la 

expresión ≥5% de la proteína p53 es el punto de corte fiable para considerar el gen TP53 

mutado. La expresión de los genes reparadores se midió de manera binaria, siendo 

positiva o negativa, sin nivel de expresión cuantitativo. 

 

Análisis informático de los resultados obtenidos por IHQ 

Se ha realizado un análisis de la supervivencia mediante los diferentes resultados 

obtenidos de la expresión de los genes del sistema MMR, TP53 y PD-L1. Se han 

categorizado en diferentes subgrupos en función de expresión, calculando los resultados 

en términos de SG y SLP en función de la expresión de los genes mediante el método de 

Kaplan-Meier y regresión de Cox. También se ha analizado la relación de los genes 

mencionados con la respuesta mediante la prueba de Chi-cuadrado. Para evitar los 

factores de confusión se ha realizado una regresión logística de las diferentes variables 
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clínicas y epidemiológicas que podían hacer de variables de confusión. El análisis 

estadístico se realizará empleando el software estadístico SPSSâ versión 25. 
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3- ANÁLISIS DEL EXOMA  

Obtención del ctDNA y ADN del tumor primario  

Tras la información y firma del consentimiento informado por parte del paciente, se 

procedió al análisis del ADN del tumor primario, así como la obtención de las muestras 

de sangre periférica de los pacientes seleccionados para el estudio. Para el estudio del 

ctDNA, se extrajo un tubo de sangre de EDTA de 50mL. Las muestras se conservaron en 

frío y posteriormente se procesaron mediante doble centrifugación de la sangre, la primera 

durante 10 minutos a 1000g (separación del plasma) y posteriormente otro centrifugado 

durante 10 minutos a 2000 g y conservado a −80 °C. La sangre tras lo anterior se purificó 

utilizando el kit de ácido nucleico circulante QIAamp (Qiagenâ, Hilden, Alemania).  

Las muestras de tumor primario de CPNM almacenadas en el Servicio de Anatomía 

Patológica se utilizaron para el análisis del ADN del tumor primario. Se extrajo el ADN 

de tejido embebidos en parafina utilizando el kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagenâ, 

Hilden, Alemania). 

El flujo de trabajo de preparación y secuenciación de bibliotecas de exomas se realizó 

mediante el kit de captura posterior SureSelect V6 (Agilentâ, Santa Clara, California, 

Estados Unidos) e Illumina (Illumina Incâ, San Diego, California, Estados Unidos). Tras 

ello, se utilizó el dispositivo NovaSeq6000 150PE (150X2bp) con una profundidad 

promedio de 18 Gb /muestra. Previo al análisis, se comprobó la calidad de las lecturas 

contenidas en los archivos FASTQ (Quality Tool for High Throughput Sequence Data) 

obtenidos del secuenciador a través de la herramienta FASTQC (Quality Control Tool for 

High Throughput Sequence Data). Esta herramienta está disponible en la página web: 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/. A continuación, se realizó el 

proceso de recortado o trimming de las lecturas eliminando las secuencias contaminantes 

procedentes de los adaptadores, así como los nucleótidos que presentaron valores de 

calidad bajos. Este proceso de recortado de lecturas se efectuó con la herramienta 

Trimmomatic (v.0.39)233. Las lecturas pareadas supervivientes fueron mapeadas con el 

programa de alineamiento BWA-MEM (v.0.7.17) contra el genoma humano en su versión 

GRCh37 descargado desde el servidor de la Universidad de California – Santa Cruz234. 

La descarga está disponible y se puede realizar en la siguiente página web: 

https://hgdownload.soe.ucsc.edu/downloads.html#human. Los archivos formato SAM 
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resultantes fueron subsecuentemente procesados para mejorar la eficacia de los sucesivos 

pasos en el análisis. 

 

Análisis bioinformático de los exomas 

Para el inicio del análisis bioinformático, se utilizó la herramienta MarkDuplicatesSpark 

de GATK (Genome Analysis Toolkit)235 para el marcaje de secuencias duplicadas debidas 

a la amplificación por PCR (reacción en cadena de polimerasa) en la generación de la 

biblioteca de lecturas. En un segundo paso fueron añadidos los grupos de lectura a los 

archivos formato BAM, que son archivos formato SAM con codificación binaria, 

empleando la herramienta AddOrReplaceReadGroups de Picardâ (v.2.9.0-1).  

Seguidamente, se llevó a cabo la recalibración de los puntajes de calidad de los archivos 

BAM para eliminar errores cometidos por el secuenciador a la hora de estimar la calidad 

de cada base nitrogenada. Este último paso se realizó combinando las herramientas 

BaseRecalibrator y ApplyBQSR de GATK. Con los archivos BAM ya recalibrados se 

procedió a la determinación del estado mutacional de cada una de nuestras muestras. Así, 

las variantes de un único nucleótido (SNV, Single Nucleotide Variants) y las mutaciones 

por inserciones y deleciones (INDEL) fueron llamadas a nivel somático con la 

herramienta Mutect2 de GATK en su modo pareado. Se estimó la posibilidad de 

contaminación cruzada con la muestra control empleando la herramienta 

CalculateContamination y finalmente, tanto SNV como INDEL a nivel somático, fueron 

filtrados con la opción FilterMutectCall. Por su parte, las variantes germinales tanto a 

nivel de SNV como INDEL fueron llamadas con la herramienta HaplotypeCaller y se 

sometieron a un proceso de filtrado mediante “filtros duros”. Tanto a nivel somático como 

germinal las variantes filtradas fueron sometidas a un siguiente proceso de filtrado 

considerando válidas aquellas que presentasen una profundidad de lectura global de al 

menos 20 lecturas, con al menos 10 lecturas que validasen el alelo alternativo y una 

frecuencia alélica mayor al 10%. Las variantes seleccionadas fueron anotadas con la 

herramienta Funcotator. La patogenicidad de cada una de las variantes fue estimada con 

la herramienta Varank (v.1.4.3)236. 

La frecuencia y la distribución de las SNV e INDEL detectadas en las cohortes fueron 

comparadas con dos bases de datos de muestras de donantes sanos como son NHLBI-
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ESP (Exome Variant Server, NHLBI GO Exome Sequencing Project, Seattle, 

Washington, Estados Unidos y disponible en http://evs.gs.washington.edu/EVS/) y 

gnomAD empleando la herramienta ANNOVAR (último acceso en junio de 2022)237. El 

proceso se ilustra en la Figura 23.  

 

 

 

  

Figura 23. Ilustración del proceso de análisis de los exomas del ctDNA y del ADN del 

tumor primario. 
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1- CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LA MUESTRA 

Se estudiaron para la realización de esta tesis a 90 pacientes con CPNM metastásico o 

irresecable y que fueron tratados con inmunoterapia (nivolumab en segunda línea). Del 

total, 73 pacientes fueron estudiados mediante IHQ, al existir muestra completa 

disponible para la realización de todas las técnicas de IHQ necesarias y que finalmente 

conformaron la muestra de estudio por IHQ.  

En el caso del estudio del exoma por secuenciación genética masiva, un total de 15 

pacientes con cáncer de pulmón y tratados con nivolumab en segunda línea se han 

estudiado. En este total de 15 pacientes se ha realizado tanto estudio del exoma del ADN 

del tumor primario, como del ctDNA extraído mediante biopsia líquida (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Algoritmo resumen del protocolo del estudio con el número de muestras 

disponibles para cada grupo. 
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Características generales de la muestra estudiada por inmunohistoquímica 

Un total de 90 pacientes han sido incluidos para el estudio de resistencia a inmunoterapia 

por inmunohistoquímica. De las 90 biopsias obtenidas para estudio de 

inmunohistoquímica se pudo hacer determinación de PD-L1 en el 100% de los pacientes 

y se pudo determinar la expresión de p53 y genes reparadores en 73 (81,1%).  

La mediana de edad de los pacientes fue de 67 años [44-84], de los cuales 70 eran varones 

y 20 mujeres. La histología más frecuente el adenocarcinoma en 43 pacientes, seguido de 

la epidermoide en 41 e indiferenciado en 6 pacientes. El lugar más frecuente de afectación 

metastásica fue la ganglionar en 85 pacientes, seguida de la pulmonar en 65 pacientes. La 

afectación ósea se observó en 30 pacientes y la hepática en 20 pacientes. La totalidad de 

los pacientes fueron tratados con nivolumab en segunda línea o posteriores, siendo en 75 

pacientes la utilización de nivolumab tras el uso de una primera línea con doblete de 

platino. El número medio de dosis que los pacientes recibieron fue de 7. El paciente que 

más dosis había recibido fue un total de 94. El paciente que menos una única dosis. Las 

respuestas obtenidas fueron completas en 6 pacientes (6.7%), parcial en 17 pacientes 

(18.9%), estabilización en 16 pacientes (17.8%) y en 51 progresión de la enfermedad 

tumoral (56.7%).  

La mediana de expresión de PD-L1 fue 1.5%. En 36 pacientes la expresión de PD-L1 fue 

negativa o del 0% y en 54 pacientes fue positiva o ≥ 1%. La expresión fue mayor o igual 

al 10% en 25 pacientes y < 10% en 65 pacientes. La mediana de expresión de la proteína 

p53 fue del 2% (73 pacientes analizados), siendo considerada positiva (≥ 5%) en 32 

pacientes y negativa en 41 pacientes (< 5%). Se observó pérdida de expresión de los genes 

reparadores en 6 pacientes. En 5 pacientes la pérdida de expresión fue del gen PMS2 y en 

1 pacientes fue de PMS2 y MLH1.  

En el análisis de la SG se observó una mediana de supervivencia de 22 meses [IC 95% 

14-30 meses] (Figura 25). No se observaron diferencias en la SG en cuanto a la edad 

estratificando a los pacientes en mayores o menores de 70 años (p = 0.828) o al sexo (p = 

0.539). Tampoco se observaron diferencias en la muestra en cuanto al subtipo histológico 

entre los pacientes con subtipo adenocarcinoma y epidermoide (p = 0.327). Los pacientes 

con tumores que tenían PD-L1 positivo presentaron una SG de 25 meses [IC 95% 16-34 

meses] frente a los que tenían PD-L1 negativo que fue de 21 meses [IC 95% 11-31 meses] 

(p = 0.718). Tampoco se observó diferencias si se estratificó en PD-L1 mayor al 10% o 
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menor o igual al 10% (p = 0.273). En la estratificación entre aquellos pacientes con 

toxicidad grado ≥3 (grave) frente a aquellos pacientes con toxicidad grado menor o igual 

a 2 no se observaron diferencias estadísticas (p = 0.149). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La SLP de la muestra global fue de 4 meses [IC 95% 3-5 meses] (Figura 26). No se 

observó diferencia en la SLP en función de la edad (p = 0.272) o del sexo (p = 0.084). 

Tampoco se observaron en función del subtipo histológico (p = 0.343).  

 

Figura 25. Curva de Kaplan-Meier en donde se observa la SG de los pacientes de la 

muestra que fueron estudiados sus tumores por IHQ. 
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Hubo diferencias estadísticamente significativas en la SLP en función de los valores de 

PD-L1. La SLP de los pacientes con PD-L1 positivo fue de 6 meses [IC 95% 3.5-8.5 

meses] frente a 4 meses [IC 95% 3-5 meses] (HR = 0.651; p = 0.049) (Figura 27). En 

pacientes con PD-L1 ≥10% la SLP fue de 8 meses [IC 95% 3-13 meses] frente a 4 meses 

[IC 95% 3-5 meses] (HR 0.539; p = 0.018) (Figura 28). No se observaron diferencias en 

SLP en función de los tratamientos previos del paciente. Los pacientes que recibieron 1 

única línea de tratamiento previo presentaron una SLP de 5 meses [IC 95% 4-6] frente a 

4 meses [IC 95% 1.5-6.5] en pacientes que habían recibido 2 o más líneas (p = 0.817). Se 

observaron diferencias de la SLP estadísticamente significativas en función de la 

toxicidad observada (grado ≥ 3 frente 2 o menor) con 11 meses frente 4 meses (p = 0.037) 

En la Tabla 7 se resumen las características generales de los pacientes con tumores 

estudiados por IHQ. 

 

 

Figura 26. Curva de Kaplan-Meier en donde se observa la SLP de los pacientes de la 

muestra que fueron estudiados sus tumores por IHQ. 
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Figura 27. Kaplan-Meier comparativo de SLP entre pacientes con PD-L1 ≥10% (rojo) 

frente a pacientes con PD-L1 <10% (azul). 

Figura 28. Kaplan-Meier comparativo de SLP entre pacientes con PD-L1 ≥1% (rojo) 

frente a pacientes con PD-L1 0% (azul). 
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HR 0.539; p = 0.018 



 - 78 - 

Tabla 7. – Características generales de la muestra estudiada mediante inmunohistoquímica para los genes del sistema MMR y el gen TP53. 

Muestra Global, 90 (100%) Adenocarcinoma, 43 (%) Escamoso, 41 (%) 

Edad 67 [44-84] 67 [44-84] 67 [53-83] 

Sexo (Varón/Mujer) 70/20 (77.8 / 22.2%) 28/15 (65.1 / 34.9%) 36/5 (87.8 / 12.2%) 

PD-L1 

• Negativo 

• Positivo 

 

36 (40%) 

54 (60%) 

 

23 (53.5%) 

20 (46.5%) 

 

12 (29.7%) 

28 (68.3%) 

Respuesta obtenida 

• Completa 

• Parcial 

• Estabilización 

• Progresión 

 

6 (6.7%) 

17 (18.9%) 

16 (17.8%) 

51 (56.7%) 

 

3 (7%) 

3 (7%) 

8 (18.6%) 

29 (67.4%) 

 

3 (7.3%) 

11 (26.8%) 

8 (19.5%) 

19 (46.3%) 

Expresión de p53 

• < 5% 

• ≥ 5% 

Obtenida en 73 pacientes 

41 (56.2%) 

32 (43.8%) 

Obtenida en 36 pacientes 

24 (55.8%) 

19 (44.2%) 

Obtenida en 34 pacientes 

20 (58.8%) 

14 (41.2%) 
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Expresión genes sistema MMR 

• Pérdida 

• Conservada 

Obtenida en 73 pacientes 

6 (8.2%) 

67 (91.8%) 

Obtenida en 36 pacientes 

4 (11.1%) 

32 (88.9%) 

Obtenida en 34 pacientes 

2 (5.9%) 

32 (94.1%) 

Supervivencia global 

• PD-L1 negativo 

• PD-L1 positivo 

22 meses [IC 95% 14-30] 

21 meses [IC 95% 11-31] 

25 meses [IC 95% 16-34] 

31 meses [IC 95% 14.5-47.5] 

37 meses [IC 95% 11.5-62.5] 

25 meses [IC 95% 8-42] 

21 meses [IC 95% 16.5-25.5] 

17 meses [IC 95% 12-22] 

6.5 meses [IC 95% 9.5-34.5] 

Supervivencia libre de progresión 

• PD-L1 negativo 

• PD-L1 positivo 

4 meses [IC 95% 3-5] 

4 meses [IC 95% 3-5] 

6 meses [IC 95% 3.5-8.5] 

4 meses [IC 95% 3-5] 

4 meses [IC 95% 3-5] 

4 meses [IC 95% 2-6] 

6 meses [IC 95% 3-9] 

4 meses [IC 95% 2.5-5.5] 

8 meses [IC 95% 3-13] 

Toxicidad 

• Grado 0-1 

• Grado ≥ 2 

29 pacientes (grado ≥ 1) 

69 pacientes (76.7%) 

21 pacientes (23.3%) 

14 pacientes (grado ≥ 1) 

16 pacientes (37.2%) 

27 pacientes (62.8%) 

13 pacientes (grado ≥1) 

32 pacientes (78%) 

9 pacientes (22%) 

*Se excluye de la tabla los 6 pacientes con tumores indiferenciados debido a su escasa representación en la muestra. 
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Características generales de la muestra estudiada por secuenciación genética masiva 

Un total de 15 pacientes han sido incluidos para el estudio mediante análisis del exoma 

(Tabla 8), tanto en ctDNA extraído por biopsia líquida como del ADN obtenido del tumor 

primario. Todos los pacientes al igual que en la muestra anterior, presentaban cáncer de 

pulmón no microcítico avanzado o irresecable tratados en segundas líneas con nivolumab. 

La mediana de edad de los pacientes fue de 65 años [49-80], de los cuales 10 eran varones 

y 5 mujeres. La histología más frecuente el adenocarcinoma en 11 pacientes, seguido de 

la epidermoide en 3 e indiferenciado en 1 paciente. El lugar más frecuente de afectación 

metastásica fue la ganglionar en 14 pacientes, seguida de la pulmonar en 7 pacientes. La 

afectación ósea se observó en 5 pacientes y la hepática en 3 pacientes. Únicamente 1 

paciente presentaba afectación metastásica a nivel cerebral. El número medio de dosis 

que los pacientes recibieron fue de 9. El paciente que más dosis había recibido de 

inmunoterapia fue un total de 101 con nivolumab. El paciente que menos una única dosis 

debido al fallecimiento tras la administración de la primera dosis de tratamiento con 

inmunoterapia. 

La mediana de expresión de PD-L1 fue 1%. En 7 pacientes la expresión de PD-L1 fue 

negativa o del 0% y en 8 pacientes fue positiva o ≥ 1%. La expresión fue mayor o igual 

al 10% en 4 pacientes y < 10% en 11 pacientes. Las respuestas del grupo global de 

pacientes fueron de 1 respuesta completa (6.7%), 6 respuestas parciales (40%), 4 

estabilizaciones de la enfermedad (26.7%) y 4 progresiones (26.7%). Se observó 

inmunotoxicidad en 7 pacientes (46.7%). La toxicidad fue grado 1-2 en todos los 

pacientes excepto en un paciente que presentó toxicidad renal grado 3 (asimismo este fue 

el paciente que tuvo la respuesta completa y que en la actualidad sigue manteniendo a 

pesar de haber sido necesario la suspensión del tratamiento inmune). 

Con el fin de facilitar el análisis del exoma y su posterior interpretación se han dividido 

los pacientes en dos subgrupos de respuesta en función de los criterios de respuesta y 

supervivencia descritos en el punto 1 de la sección de material y métodos (basados en la 

SLP). Los pacientes que presentaron respuesta fueron los mismos que tuvieron una 

supervivencia favorable basada en la SLP. Un total de 7 (46.7%) presentaron respuesta 

favorable y en 8 pacientes (53.3%) no se objetivó respuesta. 
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La SG de la muestra estudiada mediante el exoma fue de 14 meses [IC 95% 12-16 meses] 

(Figura 29) con una SLP de 8 meses [IC 95% 2-14 meses]. No se observaron diferencias 

en un análisis estadístico en cuanto a valores de PD-L1, histología, edad, sexo o presencia 

de toxicidad.  
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Figura 29. Supervivencia global en la muestra estudiada por secuenciación genética masiva. 

14 meses [IC 95% 12-16 meses] 
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Tabla 8. – Características generales de la muestra estudiada mediante NGS. 

Muestra Características generales 

Número de pacientes 15 (n = 100%) 

Edad 65 [49-80] 

Sexo (Varón/Mujer) 10/5 (66.7 / 33.3%) 

Media de dosis recibidas 9 [1-101] 

Pacientes por grupo de 
respuesta 

7 buena respuesta/ 8 mala respuesta 
(46.7 / 53.3%) 

PD-L1 

• Negativo 

• Positivo 

 

7 (46.7%) 

8 (53.3%) 

Respuesta obtenida 

• Completa 

• Parcial 

• Estabilización 

• Progresión 

 

1 (6.7%) 

6 (40%) 

4 (26.7%) 

4 (26.7%) 
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2- RESULTADOS del análisis por inmunohistoquímica 

De las 90 muestras tumorales de pacientes con CPNM avanzado y tratamiento de 

inmunoterapia en segunda línea se ha podido realizar la IHQ en 73 pacientes (81.1%). 

 

Estudio de la expresión proteica de p53 

La expresión proteica de p53 por IHQ fue del 0% en 35 pacientes (Figura 30). En total 

32 pacientes tenían una expresión < 5% y en 41 pacientes fue ≥ 5%. De estos pacientes 

la expresión de PD-L1 fue negativa en 27 pacientes y ≥ 1% en 46 pacientes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Del análisis global de los 73 pacientes, la SG de la muestra fue de 13 meses [IC 95% 8.5-

17.5] (Figura 31). La SLP fue de 5 meses [IC 95% 3.5-6.5] (Figura 32). La SG de la 

histología adenocarcinoma fue de 16 meses [IC 95% 3.5-28.5] con una SLP de 4 meses 

[IC 95% 2.5-5.5]. La SG de la histología escamosa fue de 12 meses [IC 95% 9-15] con 

una SLP de 5 meses [IC 95% 2-8]. La SLP del subgrupo con PD-L1 negativo fue de 4 

meses [IC 95% 3-5] frente a 6 meses [IC 95% 3-9] en el subgrupo con PD-L1 positivo (p 

= .097). La respuesta obtenida global fue de: (1) respuesta completa 4 pacientes (5,4%); 

(2) respuesta parcial 13 pacientes (17,8%); (3) estabilización 16 pacientes (21,9%); 

progresión 40 pacientes (54,8%). El número medio de dosis administradas fue de 7. 

Figura 30. Expresión proteica de p53 mediante IHQ. Arriba a la izquierda 0% de expresión, arriba a la 

derecha 30%, abajo a la izquierda 50% y abajo a la derecha 100%. 
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En el análisis de supervivencia por expresión proteica de p53 la SG de p53 para un punto 

de corte de expresión proteica de < 5% fue 12 meses [IC 95% 7.5-16.5] frente a 20 meses 

[IC 95% 3.5-36.5] (HR = 0.590 [CI 95% 0.327-1.064]; p =.070) en p53 ≥ 5% (Figura 33). 

Figura 31. Gráfica de la SG de la muestra estudiada para la expresión de p53. 

Figura 32. Gráfica de la SLP de la muestra estudiada para la expresión de p53. 
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La SLP fue de 4 meses [IC 95% 3.0-5.0] frente 7 meses [IC 95% 3.5-10.5] (HR = 0.630 

[CI 95% 0.370-1.072]; p =.064). En el análisis por histología, se observan diferencias 

estadísticamente significativas en la histología adenocarcinoma, no así para tumores 

escamosos. En adenocarcinomas la SG 8 meses [IC 95% 0.0-16.0] en p53 < 5% frente 

una mediana no alcanzada al momento del estudio en p53 ≥ 5% (HR = 0.173 [CI 95% 

0.049-0.616]; p =.002) (Figura 34). La SLP fue de 3 meses [IC 95% 2-4] en p53 <5% 

frente a 8 meses [IC 95% 4.5-11.5] en p53 ≥ 5% (HR = 0.372 [CI 95% 0.155-0.894]; p 

=.013). En escamosos no se observaron diferencias en SG (p=.247) ni SLP (p=.860). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Curva de Kaplan-Meier que muestra la comparativa de SG en función de los 

valores de p53. En azul la expresión < 5% y en rojo la expresión ≥ 5%. 

Figura 34. Curva de Kaplan-Meier que muestra la comparativa de SG en adenocarcinomas 

en función de los valores de p53. En azul la expresión < 5% y en rojo la expresión ≥ 5%. 
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Las únicas diferencias estadísticamente significativas en cuanto al sexo se observaron en 

la SLP en pacientes mujeres. La SLP fue de 3 meses [IC 95% 2-4] en p53 < 5% frente 5 

meses [IC 95% 0.5-11.5] en p53 ≥ 5% (HR = 0.233 [CI 95% 0.056-0.975]; p =.020). No 

se observaron diferencias estadísticamente significativas en cuanto a la SG (p=.123). 

Tampoco se observaron diferencias en SG (p=.247) o SLP (p=.239) en pacientes varones. 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas en el estudio por subgrupos 

en función de toxicidad o lugar de afectación metastásica. 

El análisis de la respuesta asociada a la expresión de p53, se objetivó un mayor porcentaje 

de respuestas en aquellos pacientes con expresión proteica de p53 ≥ 5%. Todos los 

pacientes que presentaron respuesta completa pertenecían al subgrupo de expresión ≥ 5%. 

En contraste, los pacientes con progresión como mejor respuesta pertenecían en su 

mayoría al subgrupo con expresión < 5% (61% de pacientes) frente al subgrupo con 

expresión ≥ 5% (46.9% de los pacientes). Estos hallazgos no fueron estadísticamente 

significativos por la prueba estadística de chi-cuadrado (p = .103). Se muestran los 

resultados de manera gráfica en la Figura 35.  

 

 

 

 

Figura 35. Porcentaje de respuestas en función de la expresión de p53.  

*CR: respuesta completa; PD: respuesta parcial; PR: progresión; SD: enfermedad estable, **Response: respuesta 
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Cuando se ha realizado un análisis de la muestra en función de la positividad o 

negatividad de la expresión de PD-L1, las diferencias estadísticamente significativas se 

han hallado en el subgrupo de pacientes con PD-L1 negativo. Para este subgrupo de 

pacientes, la SG fue de 13 meses [IC 95% 11.0-15.0] en p53 < 5% frente 39 meses [IC 

95% 0.0-78.5] en p53 ≥ 5% (HR = 0.298 [CI 95% 0.093-0.950]; p =.024) (Figura 36). La 

SLP fue de 3 meses [IC 95% 2-4] en p53 < 5% frente 7 meses [IC 95% 1.5-12.5] en p53 

≥ 5% (HR = 0.478 [CI 95% 0.186-1.231]; p =.070. En PD-L1 positivo no se hallaron 

diferencias ni en SG (p=.449) ni SLP (p=.525). Se realizaron análisis exploratorios con 

puntos de corte diferentes de PD-L1 (10%, 25% y 50%) sin hallarse diferencias de SG ni 

SLP entre las diferentes cohortes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dentro del subgrupo de pacientes con adenocarcinoma y PD-L1 negativo, se observó que 

una SG de 14 meses [IC 95% 5-30] en p53 < 5% frente a una mediana no alcanzada de 

SG en p53 ≥ 5% (HR = 0.096 [CI 95% 0.011-0.806]; p =.010) (Figura 37). La SLP fue 

de 3 meses [IC 95% 2-4] en p53 < 5% frente a 7 meses [IC 95% 2-11] en p53 ≥ 5% (HR 

= 0.392 [CI 95% 0.122-1.262]; p =.078. En el subgrupo epidermoide y PD-L1 negativo, 

no se hallaron diferencias estadísticamente significativas ni en SG (p=.894) ni SLP 

(p=.624).  

Figura 36. Curva de Kaplan-Meier que muestra la comparativa de SG en tumores PD-L1 

negativo en función de p53. En azul la expresión < 5% y en rojo la expresión ≥ 5%. 
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Para validar el punto de corte elegido, pese a lo mostrado previamente en la literatura, se 

ha realizado una curva ROC que muestre cual es el punto de corte de la expresión proteica 

de p53 con la sensibilidad y especificidad más homogénea. En la realización de esta se 

han dividido a los pacientes en dos subgrupos en función de la respuesta obtenida (véase 

material y métodos, punto 1), como un marcador subrogado de la SLP que ha marcado si 

existía una respuesta favorable o desfavorable. Se objetiva en la Figura 38 la gráfica de 

curva ROC donde el punto de corte del 5% es el que presenta la sensibilidad y 

especificidad más homogénea de toda la muestra.  

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Curva de Kaplan-Meier que muestra la comparativa de SG en adenocarcinomas 

PD-L1 negativo en función de p53. En azul la expresión < 5% y en rojo la expresión ≥ 5%. 
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Estudio de expresión de los genes del sistema MMR 

Se estudió la expresión mediante IHQ de los genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 

(sistema MMR). Las muestras en las que se pudo analizar la expresión de los genes del 

sistema MMR fueron las mismas que las de p53 (73 de 90, 81.1%). En total se observó 

la pérdida de expresión de los genes reparadores en 6 pacientes de los 73 analizados 

(8.2%).  

En los 6 pacientes en los que se observó pérdida de expresión el gen afecto fue PMS2. A 

mayores, en uno de los pacientes se observó doble pérdida de expresión, con déficit de 

MLH1 y PMS2. Dado que los 73 pacientes que se estudiaron fueron los mismos que los 

del apartado anterior, la SG y la SLP fueron las que se indican en el punto previo. En la 

comparativa entre la SG de los pacientes con expresión conservada frente a pérdida se 

observó una SG de 12 meses frente a 14 meses respectivamente (p = 0.598) (Figura 39). 

La SLP de los pacientes con expresión conservada del sistema MMR fue de 4 meses 

frente a 8 meses de los pacientes con pérdida de expresión (p = 0.661) (Figura 40).  
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Figura 38. Curva ROC para la validación del punto de corte de p53 que subdivida los 

pacientes con buena respuesta frente a mala respuesta. 
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Se analizó la existencia de la relación entre la pérdida de expresión del sistema MMR y 

la mejor respuesta obtenida (4 grupos en función de criterios RECIST 1.1) con el 

tratamiento de inmunoterapia mediante una Chi-cuadrado de Pearson obteniéndose una 

significación de p = 0.045 (Figura 41).  

Figura 39. Curva de Kaplan-Meier que muestra la comparativa de SG entre pacientes con 

expresión de genes del sistema MMR perdida (rojo) frente conservada (azul).  

Figura 40. Curva de Kaplan-Meier que muestra la comparativa de SLP entre pacientes con 

expresión de genes del sistema MMR perdida (rojo) frente conservada (azul).  
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No se observaron diferentes estadísticas en SG en función de la expresión de MMR por 

factores como sexo (solo varones presentaron pérdida de expresión, p = 0.595), histología 

(grupo adenocarcinoma p = 0.359, grupo epidermoide p = 0.271) o 

positividad/negatividad de PD-L1 (grupo PD-L1 negativo p = 0.744, positivo p = 0.641). 

Tampoco se observaron diferencias en SLP en grupos de conservación o expresión de 

MMR en función de factores como sexo (p = 0.668), histología (adenocarcinoma p = 

0.399, epidermoide p = 0.556) o PD-L1 (grupo negativo p = 0.753, positivo p = 0.346).  

Se analizó si la presencia de una toxicidad grave (grado ≥ 3) se correlacionaba con la 

pérdida de expresión de los genes reparadores. Se realizó una comparativa mediante la 

prueba exacta de Fisher en donde se observó una p = 0.022 (Odds Ratio = 10.167 [IC 

95% 1.669-61.919]) (Figura 42). Por lo tanto, existió una asociación estadísticamente 

significativa entre toxicidad ≥ 3 y la pérdida de expresión de los genes del sistema MMR. 

Se ajustó posteriormente el calculo en función de la mejor respuesta obtenida como factor 

de confusión, dividiéndose los grupos de respuesta en función de respuesta si/no. Se 

observó como la asociación entre toxicidad e IHQ del sistema MMR se centraba en 

aquellos pacientes con respuesta favorable (estabilización, respuesta parcial o completa) 

(Figura 43). 

Figura 41. Prueba de Chi-cuadrado entre las variables cualitativas de expresión del sistema 

MMR frente a la respuesta obtenida.  
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Figura 42. Prueba exacta de Fisher entre las variables IHQ del sistema MMR y la toxicidad 

presentada por los pacientes.  

Figura 43. Ajuste de la prueba exacta de Fisher en función del posible factor de confusión 

respuesta obtenida.  
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3- RESULTADOS DEL ANÁLISIS POR SECUENCIACIÓN MASIVA 

Un total de 15 pacientes con CPNM que recibieron tratamiento con nivolumab en segunda 

línea se estudiaron mediante secuenciación masiva de su exoma tanto del tumor primario 

como del ctDNA extraído mediante biopsia líquida. 

Exoma del ADN extraído del tumor primario 

Al analizar el exoma del ADN del tumor primario se han hallado los resultados expuestos 

a continuación. 

- Estudio de las mutaciones genómicas por inserciones y deleciones. 

- En el grupo de respuesta el número total de mutaciones INDEL halladas en el 

exoma fue de 3459 variantes, con una mediana de variantes por caso de 107. Estas 

alteraciones se han localizado en 2742 genes.  

- En el grupo de no respuesta el número total de mutaciones INDEL halladas en el 

exoma fue de 2342 variantes, con una mediana de variantes por caso de 60. Estas 

alteraciones se han localizado en 1875 genes.  

El número de genes que se encuentran alterados y que son compartidos entre ambos 

grupos es de 458 (11%) (Figura 44). 

 Figura 44. Número de genes con mutaciones tipo INDEL por grupos de respuesta (azul grupo de 

buena respuesta y amarillo grupo de no respuesta) en el tumor primario. 
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Cuando se han estudiado los genes compartidos entre ambos grupos de respuesta no se 

ha hallado ningún gen que se asocie de manera estadísticamente significativa con alguno 

de los dos grupos. El 11% de los genes que presentaban mutaciones INDEL y se 

encontraban en al menos alguno de los pacientes de los grupos de respuesta no han 

presentado ningún tipo de asociación estadística con algún grupo. 

Para el grupo de respuesta, un total de 38 de los 2742 genes (1.4%) se encuentran con una 

frecuencia de al menos el 50% en los pacientes (p > 0.05). Estos genes son los siguientes: 

ADAMTS20, ANKAR, ATP2C1, C10orf90, CADM1, CASP10, COL27A1, CRIM1, 

DOCK1, DYNC2H1, ESRRG, FAT3, GK3P, GOLGA4, HERC1, HLTF, MCF2L, NAA35, 

NEDD4L, NRP1, NUP98, PDIA5, PIK3R3, RBM6, RNF128, SCN11A, SNHG14, SUSD1, 

TDRD6, TIAM2, TMEM161A, USP40, VKORC1, XPO4, ZNF117, ZNF638, ZNF644 y 

ZZEF1. Estos genes están relacionados con múltiples vías asociadas a procesos de 

carcinogénesis. Estas vías son las tocantes a PI3K-Akt-mTOR (PIK3R3, ANKAR y 

COL27A1), a la angiogénesis (NRP1), al ciclo celular y la apoptosis (NUP98 y CASP10) 

y la reparación del daño al ADN (TMEM161A y C10orf90). 

En el grupo de no respuesta, un único gen se ha presentado con una frecuencia mayor al 

50% (57% de los pacientes, p > 0.05) que es TTN. Los otros dos genes que le siguen en 

frecuencia son MED13L y MUC16, con una frecuencia del 43% para ambos dos (p > 

0.05).  

 

- Estudio de las mutaciones genómicas por polimorfismos de un solo nucleótido 

- Cuando se ha analizado el grupo de respuesta se observa que los pacientes 

presentaban un total de 46641 variantes, con una mediana de 3197.5 variantes por 

caso. Estas variantes se localizan en 15387 genes.  

- En el grupo de no respuesta el número total de mutaciones por SNV fue de 27744, 

con una mediana de mutaciones por caso de 1292. Estas mutaciones se han 

localizado en 11613 genes. 

Un total de 9489 genes (54.2%) con mutaciones tipo SNV son compartidos por ambos 

grupos de respuesta (Figura 45).  
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Al igual que en el grupo de genes con mutaciones INDEL, en este grupo de genes mutados 

con SNV no se han encontrado entre los genes alterados de manera común ninguno que 

se asocie de manera estadísticamente significativa con alguno de los dos grupos. Para el 

grupo de respuesta se ha encontrado que en un total de 7 genes (0.035%) se han 

presentado mutaciones por SNV con una frecuencia del 100% en estos pacientes, siendo 

específicos de este grupo (p > 0.05). Estos genes fueron ANKRD36C, CCDC168, DLG5, 

FGD6, KMT2C, PIK3CA y SNHG14. De estos genes, los tres últimos son los que se 

encuentran asociados a procesos oncogénicos a nivel de la vía de PI3K-Akt-mTOR 

(PIK3CA), en la remodelación de la cromatina (KMT2C) y en la transcripción de ARN 

no codificante (SNHG14). 

En el grupo de no respuesta, no ha habido genes alterados que se presenten con una 

frecuencia del 100%. Un conjunto de 18 genes ha tenido una frecuencia del 71% (p > 

0.05). Estos genes fueron AC024940.2, ADGRV1, ANKRD11, ANKRD36C, CENPF, 

HUWE1, LRP2, MUC12, MUC16, OBSCN, RYR2, SHROOM3, SRRM1, SYNE1, TCF20, 

TNRC18, TRIO, TTN y VPS13D. Estos genes están implicados en diferentes rutas que 

controlan el ciclo celular (CENPF), el proteosoma (HUWE1), procesos de splicing 

Figura 45. Número de genes con mutaciones tipo SNV por grupos de respuesta (azul grupo de buena 

respuesta y amarillo grupo de no respuesta) en el tumor primario. 
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(SRRM1) o la facilitación de la aparición de metástasis (MUC16). En la Tabla 9 se adjunta 

un resumen de los genes alterados hallados en el tumor primario, así como los procesos 

celulares asociados a cáncer a los que se encuentran asociados. 

Tabla 9. – Resumen de las alteraciones oncogénicas encontradas en los genes mutados 

del tumor primario. 

Grupo de 
respuesta 

Tipo de 
mutación Genes alterados Rutas funcionales alteradas 

Buena respuesta 
a nivolumab 

INDEL 

NRP1 Angiogénesis 

PIK3R3, ANKAR, 

COL27A1 PI3K-Akt-mTOR 

NUP98, CASP10 Ciclo celular y apoptosis 

TMEM161A, 

C10orf90 
Reparación del daño al ADN 

SNV 

PIK3CA PI3K-Akt-mTOR 

KMT2C Remodelación de la cromatina 

SNHG14 Transcripción ARN no 
codificante 

Mala respuesta a 
nivolumab 

INDEL MUC16 
Señalización celular y 

desarrollo de metástasis 

SNV 

CENPF Ciclo celular 

HUWE1 Regulación del proteosoma 

SRRM1 Splicing 

MUC16 
Señalización celular y 

desarrollo de metástasis 

*Los genes presentaron una asociación con su grupo de respuesta no estadísticamente 
significativa (p > 0.05). 

 

- Análisis global del exoma del tumor primario 

Al realizar el análisis combinado de todas las mutaciones en el exoma por grupos de 

respuesta, lo primero que se ha realizado es la comparativa por número de mutaciones 

por caso. En los grupos de buena respuesta la mediana de mutaciones por caso ha sido de 

107 en el para las mutaciones INDEL y de 3197.5 para las mutaciones SNV. Para el grupo 
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de mala respuesta la mediana fue de 60 mutaciones por caso en el grupo INDEL y de 

1292 para el grupo SNV (Tabla 10).  

Tabla 10. – Análisis cuantitativo global de las mutaciones halladas en los grupos de 

respuesta en el tumor primario. 

Grupo de respuesta INDEL SNV 

Buena respuesta 107 mutaciones/caso 3197.5 mutaciones/caso 

Mala respuesta 60 mutaciones/caso 1292 mutaciones/caso 

*p > 0.05 (test exacto de Fisher) para la comparación entre los grupos de respuesta. 

 

En el análisis integrativo de las mutaciones se pone de manifiesto que el 32.2% de los 

genes son exclusivos para el grupo de respuesta y el 11% del grupo de no respuesta. En 

total 643 genes han tenido mutaciones INDEL y SNV y son exclusivos del grupo de 

respuesta y 135 genes lo son para el grupo de no respuesta (Figura 46). En el análisis 

funcional de los genes hallados en cada grupo se ha encontrado que, en el grupo de 

respuesta, se localizan genes implicados en las vías de señalización y funcionamiento del 

receptor CTLA-4 y en la respuesta inflamatoria. Los genes asociados a CTLA-4 se 

implican fundamentalmente en el bloqueo de la señalización de este receptor (CD80, 

PIK3CD, PIK3R2, PPP2CA, PTPN6, PIK3R3 y PTPN11). Por otra parte, los genes 

relacionados con la respuesta inflamatoria fueron IL13, TGFB1, CD4, CSF3, CXCL1, 

CXCL2, IL12B, IL2, IL4, PDGFA y IL1A. En el grupo de no respuesta ha existido un 

enriquecimiento de genes implicados en los receptores acoplados a proteínas G. Los genes 

implicados han sido LINC01531, METTL17, NPY2R, RGPD3 y ZNF160.  

Se ha analizado si dentro de los 643 genes exclusivos del grupo de respuesta o de los 135 

genes del grupo de no respuesta existe algún gen que se asocie de manera estadísticamente 

significativa con alguno de los dos grupos y sea diferencial de la respuesta o la resistencia 

no evidenciándose ningún gen. 
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Exoma del ctDNA extraído por biopsia líquida 

- Estudio de las mutaciones genómicas por inserciones y deleciones. 

Al analizar los genes de la muestra que presentaron mutaciones por INDEL se han 

encontrado los siguientes datos:   

- En aquellos pacientes que presentaron una buena respuesta a nivolumab el número 

de mutaciones INDEL halladas fueron de 12356, de las cuales 8675 fueron 

variantes no repetidas, con una mediana de 1351 variantes por caso. Estas 

variantes se localizan en un total de 3257 genes. 

- En los pacientes con mala respuesta a nivolumab el número de variantes halladas 

fue de 19488, siendo únicas en 13499 (no repetidas). La mediana de variantes por 

caso fue de 1722 que se correspondieron con un total de 3751 genes alterados.  

Figura 46. Análisis combinado de las alteraciones genómicas por INDEL y SNV en los dos 

grupos de estudio en el tumor primario. 
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En total, se observó un conjunto de 2755 genes (64.8%) compartidos entre los dos grupos 

de respuesta (Figura 47). 

 

 

 

De los 2755 genes compartidos, 21 se asocian de manera estadísticamente significativa 

(p<0.05) al grupo de no respuesta frente al grupo de respuesta (Tabla 11). Los análisis 

funcionales de estas alteraciones genéticas encontradas y diferenciales entre los dos 

subgrupos ponen de manifiesto la presencia de genes implicados en las vías de la 

autofagia y mitofagia como en el caso del gen ATG9B (presente en 11 pacientes de los 

15, 3 con buena respuesta y 8 con mala respuesta), así como las vías de la apoptosis con 

genes como TUBAL3 (presente en 10 pacientes, 2 con buena respuesta y 8 con mala 

respuesta) y POLR2H (11 pacientes, 3 con buena respuesta y 8 con mala respuesta).   

 

 

 

 

Figura 47. Número de genes con mutaciones tipo INDEL por grupos de respuesta (azul grupo de 

buena respuesta y amarillo grupo de no respuesta) en el ctDNA. 



 - 100 - 

Tabla 11. – Genes asociados al grupo de no respuesta frente al de respuesta. 

Gen alterado Frecuencia en el grupo de 
no respuesta 

Frecuencia en el grupo 
de respuesta 

ATG9B 8 pacientes 3 pacientes 

C1QTNF9B 8 pacientes 3 pacientes 

CCDC167 8 pacientes 3 pacientes 

CCDC42 8 pacientes 3 pacientes 

CFAP52 8 pacientes 3 pacientes 

CIDEA 8 pacientes 2 pacientes 

CMAHP 8 pacientes 3 pacientes 

CRLF1 8 pacientes 3 pacientes 

DMTN 8 pacientes 3 pacientes 

INE1 8 pacientes 3 pacientes 

LOC646626 8 pacientes 3 pacientes 

MTRNR2L6 8 pacientes 3 pacientes 

NATB8 8 pacientes 3 pacientes 

POLR2H 8 pacientes 3 pacientes 

PSMA3-AS1 8 pacientes 3 pacientes 

RPSAP58 8 pacientes 3 pacientes 

SLC35C1 8 pacientes 3 pacientes 

SP5 8 pacientes 2 pacientes 

TUBAL3 8 pacientes 2 pacientes 

ZNF202 8 pacientes 3 pacientes 

ZNF57 8 pacientes 3 pacientes 

*Todos los genes alterados se asocian de manera estadísticamente significativa al grupo 
de no respuesta (p<0.05) 

 

Cuando se realiza el análisis de los genes que se han encontrado en cada grupo podemos 

observar que en el caso del grupo de no respuesta (3751 genes), los genes implicados 
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pertenecen en su mayoría a vías de señalización de PI3K-Akt-mTOR como en el caso del 

gen MAP2K2 que se encuentra con una frecuencia del 50% en este grupo. A mayores, 

podemos observar mutaciones en genes implicados en las vías de Notch (CDKN1A, DTX1 

o PIK3R1), autofagia (ATG9B) y de la apoptosis (NFKBIA, IGF2 o RIPK1). Con respecto 

al grupo de respuesta, las mutaciones INDEL detectadas, pertenecen a genes implicados 

en su mayoría a las vías asociadas con la respuesta al daño celular mediada por ATM 

(WNT5A, BCL2L11, CCND1, MDM2, SMAD3, SOD2), mTOR (WNT5A, NPRL2) y de la 

síntesis de proteínas ribosomales citosólicas (RPL29, RPS11, RPS16, RPS6, RPS8, 

RPSA).  

Ambos grupos de respuesta comparten una elevada tasa de mutaciones en genes 

implicados en las vías de mTOR (Tabla 12), sin embargo, se puede observar una mayor 

frecuencia de estas en el grupo de no respuesta (asociación con p > 0.05).  

Tabla 12. – Genes asociados a la vía de PI3K-Akt-mTOR por grupos de respuesta. 

Gen alterado Frecuencia en el grupo de 
no respuesta 

Frecuencia en el grupo 
de respuesta 

AKT2 6 pacientes 3 pacientes 

CAB39L 5 pacientes 3 pacientes 

EIF4E 5 pacientes 2 pacientes 

MLST8 2 pacientes 1 paciente 

PIK3R1 1 paciente 0 pacientes 

STRADA 1 paciente 2 pacientes 

ULK1 2 pacientes 0 pacientes 

 

Lo mismo sucede en el caso de los genes implicados en procesos de autofagia, donde su 

presencia es más importante en el grupo de no respuesta, siendo el principal gen implicado 

ATG9B.  

También se ha estudiado la asociación de mutaciones INDEL en genes asociados a las 

vías que controlan los puntos de control del ciclo celular (checkpoint genes). Estas vías 

son sobre todo dependientes de la respuesta al daño celular en el ADN. Al igual que en 
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los estudios de las vías anteriores, la frecuencia de estas mutaciones es más frecuentes en 

el grupo de no respuesta (p > 0.05) (Tabla 13).  

Tabla 13. – Genes asociados a vías de control del ciclo celular. 

Gen alterado Frecuencia en el grupo de 
no respuesta 

Frecuencia en el grupo 
de respuesta 

ATM 7 pacientes 6 pacientes 

CDKN2A 7 pacientes 7 pacientes 

TGFB1 7 pacientes 5 pacientes 

ABL1 6 pacientes 2 pacientes 

DHFR 6 pacientes 3 pacientes 

TP53 6 pacientes 6 pacientes 

CDKN1B 3 pacientes 2 pacientes 

CDKN1A 2 pacientes 0 pacientes 

SKP2 1 paciente 0 pacientes 

TFDP1 1 paciente 0 pacientes 

CCND1 0 pacientes 1 paciente 

SMAD3 0 pacientes 1 paciente 

 

Además, podemos ver una mayor frecuencia de genes mutados que se asocian con la 

inmunidad antitumoral en el grupo de no respuesta frente al de respuesta. Estos genes 

principalmente fueron ADAM8, CD53, ITGA4, LSP1, PTPRE, TGFß1. 

 

- Estudio de las mutaciones genómicas por polimorfismos de un solo nucleótido 

Al igual que se ha realizado el estudio de los INDEL, se ha realizado el estudio de las 

mutaciones por SNV que han conllevado alteraciones en la síntesis proteica por lo que 

han tenido una implicación funcional. 

- En el grupo de pacientes que presentó respuesta a nivolumab el número de 

variantes SNV fue de 25355, con una mediana de 1846 variantes por caso. Estas 
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variantes fueron únicas en 11491. La cantidad de genes mutados detectados en 

este grupo fue de 4013. 

- En el grupo de pacientes con ausencia de respuesta a nivolumab el número de 

variantes SNV encontradas fue de 28222, con una mediana por caso de 1791.5. 

De todas las variantes halladas, un total de 13412 fueron únicas. La cantidad de 

genes afectos mutados ha sido de 3951. 

El número de genes mutados con SNV comunes a los dos grupos ha sido de 3139 (65.1%) 

(Figura 48). 

 

 

Del total de 3139 genes alterados compartidos entre los dos grupos de respuesta, un total 

de 28 genes son compartidos entre los dos grupos y se presentan asociados al grupo de 

mala respuesta de manera estadísticamente significativa (p < 0.05), de los cuales 14 genes 

presentan SNVs con una frecuencia del 100% en el grupo de mala respuesta (ARTN, 

ATG9B, C1QTNF9B-AS1, CCDC167, DEFA4, IL34, KIAA0087, LINC00905, 

LOC155060, SYNE2, CCDC42, CDH15, CIDEA, POLR2H, SP5, TCEA3, C2orf76, 

C7orf73, CCIN, LOC101926966, LYRM4-AS1, MDS2, MIR154, OPRM1, OR1F2P, 

SACS, SNORD114-9, WSB2). Estos 14 genes se encuentran en la Tabla 14. 

Figura 48. Número de genes con mutaciones tipo SNV por grupos de respuesta (azul grupo de buena 

respuesta y amarillo grupo de no respuesta) en el ctDNA. 
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Tabla 14. – Genes asociados al grupo de no respuesta frente al de respuesta. 

Gen alterado Frecuencia en el grupo de 
no respuesta 

Frecuencia en el grupo 
de respuesta 

ARTN 8 pacientes 4 pacientes 

ATG9B 8 pacientes 4 pacientes 

C1QTNF9B-AS1 8 pacientes 4 pacientes 

CCDC167 8 pacientes 4 pacientes 

DEFA4 8 pacientes 4 pacientes 

IL34 8 pacientes 4 pacientes 

KIAA0087 8 pacientes 4 pacientes 

LINC00905 8 pacientes 4 pacientes 

LOC155060 8 pacientes 4 pacientes 

SYNE2 8 pacientes 4 pacientes 

CCDC42 8 pacientes 3 pacientes 

CDH15 8 pacientes 3 pacientes 

CIDEA 8 pacientes 3 pacientes 

POLR2H 8 pacientes 3 pacientes 

*Todos los genes alterados se asocian de manera estadísticamente significativa al grupo 
de no respuesta (p<0.05) 

 

De los 874 genes con SNV específicos del grupo de respuesta a nivolumab, las principales 

vías a las que se asocian son a las de reparación del daño del ADN (ALOX5), señalización 

mediante RAS (ARHGAP20), vía de mTOR (KATNB1, LOC101929415), vía de MAPK 

(LOC729970) y las vías de síntesis de las proteínas ribosomales citoplasmáticas 

(ZNF542P). De los 811 genes alterados en el grupo sin respuesta las principales vías 

alteradas han sido las del control del ciclo celular (CDKN1A, CREB3, POLE2), vía de 

PI3K-Akt-mTOR (LRP6, RRAGC, ULK1, SKP2, COL9AE, LAMC3) y la vía de Notch 

(CDKN1A, DTX1, SPEN, CIR1, FHL1). 

Cuando se han analizado las principales vías relacionadas con la carcinogénesis se han 

hallado las siguientes asociaciones:  
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- Vías de control sobre el receptor de PD-1: el principal gen encontrado en las 

muestras que se ha mostrado diferencial entre los grupos de respuesta fue HLA-

DRB1. La frecuencia fue mayor en el grupo de respuesta frente al de no respuesta 

(42.9% frente a 12.5%). Esta relación no fue estadísticamente significativa. 

- Vías de control del ciclo celular: se han hallado diferencias entre los dos grupos 

en dos genes que fueron ABL1 y CCND1. El gen ABL1 presentó una frecuencia 

mayor en el grupo de no respondedores (frecuencia del 75%) y el gen CCND1 en 

el grupo respondedor (frecuencia del 42.9%). Ambas asociaciones no tuvieron 

significancia estadística. 

- Vía de la autofagia: se han hallado tres genes que se han asociado de una manera 

mayor con el grupo de no respuesta frente al de respuesta. Estos genes fueron 

ATG9B, ATG4D y ATG2B (las frecuencias en el grupo no respuesta fueron 100%, 

88% y 75% respectivamente). En el caso de ATG9B la asociación fue 

estadísticamente significativa (p < 0.05). 

- Vía de reparación del daño al ADN (dependiente de ATM): el gen CAT fue el 

principal elemento diferencial entre ambos grupos, siendo más frecuente en el 

grupo de no respuesta (frecuencia 62.5% en grupo de no respuesta frente a 42.9% 

en grupo de respuesta). La asociación no fue estadísticamente significativa. 

- Vía de PI3K-AKT-mTOR: el principal gen diferencial entre los dos grupos fue 

EIF4E que presentó una frecuencia del 62.5% en el grupo de no respuesta frente 

al 28.6% en el grupo de respuesta (no estadísticamente significativo).  

A mayores del análisis diferencial de la presencia de genes mutados por subgrupos, se ha 

realizado un análisis funcional (WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit) de las 

alteraciones SNV entre los dos grupos de respuesta. En el análisis integrativo no se han 

encontrado diferencias entre los dos grupos. Sin embargo, el grupo de menor respuesta 

tiene una mayor presencia de alteraciones funcionales en las vías relacionadas con la 

resistencia a los inhibidores de EGFR, la vía de señalización de HIF-1 y del metabolismo 

de los glucocorticoides a través fundamentalmente de la mayor presencia de los genes 

EIF4E, NLRX1 y TUBAL3 en el grupo de no respuesta. 
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- Análisis global del exoma del ctDNA 

Al realizar el análisis combinado de las mutaciones genómicas globales (INDEL más 

SNV), se ha comparado en primer lugar la carga de mutaciones entre los dos grupos de 

respuesta. En el caso del grupo de respuesta se ha objetivado que la mediana de 

mutaciones INDEL fue de 1351 y para las SNV de 1846. Por otro lado, en el grupo de no 

respuesta se han hallado un total de 1722 mutaciones INDEL y de 1791.5 mutaciones por 

caso SNV (Tabla 15). Al realizar el análisis estadístico, no se ha encontrado que existan 

diferencias entre los dos grupos de manera estadísticamente significativa (p > 0.05, test 

exacto de Fisher).  

Tabla 15. – Análisis cuantitativo global de las mutaciones halladas en los grupos de 

respuesta en el ctDNA. 

Grupo de respuesta INDEL SNV 

Buena respuesta 1351 mutaciones/caso 1846 mutaciones/caso 

Mala respuesta 1722 mutaciones/caso 1791.5 mutaciones/caso 

*p > 0.05 (test exacto de Fisher) para la comparación entre los grupos de respuesta. 

 

Cuando se analizan los grupos por separado con sus alteraciones genómicas específicas, 

se han encontrado que un total de 712 genes se presentan únicamente en el grupo de no 

respuesta mediante mutaciones INDEL y SNV y que son específicos para este grupo. 

Asimismo, un total de 464 genes son exclusivos del grupo de respuesta y han tenido 

mutaciones tanto INDEL como SNV (Figura 49). Las principales rutas implicadas en 

ambos grupos de genes son las descritas previamente (vías de control del ciclo celular, 

vía de PI3K-Akt-mTOR, vías de reparación del ADN y vías de la autofagia y apoptosis). 

En el análisis conjunto de los datos, se han observado como dos genes (dentro de los 712 

específicos del grupo de no respuesta) se han asociado de manera estadísticamente 

significativa (p < 0.05) con el grupo de no respuesta. Su presencia tanto en forma de 

INDEL como de SNV esta asociada con el grupo de resistencia a la inmunoterapia. Estos 

dos genes que fueron COL9A3 y LAMC3 no mostraron ningún tipo de alteración en los 

pacientes con buena respuesta a nivolumab. Por el contrario, se observó la presencia de 

mutaciones funcionales de estos dos genes en 7 de los 8 pacientes con mala respuesta.  
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Estudio comparativo entre el exoma tisular y del ctDNA 

La primera comparativa entre ambos exomas se basa en el análisis cuantitativo del 

número de mutaciones encontradas en el tumor primario y en el ctDNA por grupo de 

respuesta. El número de mutaciones es mayor en el grupo de respuesta en el caso del 

tumor primario, siendo al contrario en el ctDNA, en donde el número global de 

mutaciones fue mayor en el grupo de no respuesta (Tabla 16). De igual manera se puede 

observar en la mediana de mutaciones/caso por grupos de respuesta, siendo en el tumor 

primario el número de mutaciones/caso mayor en el grupo de respuesta y en el ctDNA 

mayor en el grupo de no respuesta (Tabla 17). Para ambos casos no se encontró asociación 

estadísticamente significativa en la comparativa de los grupos de respuesta (p > 0.05, test 

exacto de Fisher).  

Figura 49. Análisis combinado de las alteraciones genómicas por INDEL y SNV en los dos 

grupos de estudio en el ctDNA. 
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Tabla 16 y 17. – La primera tabla muestra el análisis global cuantitativo del número de 

mutaciones encontradas en los grupos de respuesta (tumor primario y ctDNA). La 

segunda tabla muestra el análisis de las mutaciones/caso. 

Exoma Grupo de respuesta Número de mutaciones 

Tumor primario 

Buena respuesta 50100 mutaciones 

Mala respuesta 29619 mutaciones 

ctDNA 

Buena respuesta 37711 mutaciones 

Mala respuesta 47710 mutaciones 

*p > 0.05 (test exacto de Fisher) para la comparación entre los grupos de respuesta. 

Exoma Grupo de 
respuesta INDEL SNV 

Tumor primario 

Buena 

respuesta 107 mutaciones/caso 3197.5 mutaciones/caso 

Mala 

respuesta 60 mutaciones/caso 1292 mutaciones/caso 

ctDNA 

Buena 

respuesta 1351 mutaciones/caso 1846 mutaciones/caso 

Mala 

respuesta 1722 mutaciones/caso 1791.5 mutaciones/caso 

*p > 0.05 (test exacto de Fisher) para la comparación entre los grupos de respuesta. 

 

Tras el global de mutaciones encontradas, se ha realizado una comparativa de las rutas 

funcionales alteradas y encontradas en los grupos de respuesta entre el tumor primario y 

el ctDNA. Se ha objetivado una presencia global de las mutaciones de PI3K-Akt-mTOR 

en ambas muestras e independiente del grupo de respuesta. Ningún gen de los implicados 

en las alteraciones en esta vía se ha encontrado como diferencial entre los grupos de 

respuesta, siendo su frecuencia similar entre los grupos tanto a nivel tisular como del 

ctDNA (p > 0.05).  

El resto de las principales alteraciones funcionales encontradas difieren entre la muestra 

tisular y el ctDNA, sin embargo, no se ha encontrado ninguna ruta funcional que sea 



 - 109 - 

diferencial entre alguno de los grupos de respuesta. Las vías alteradas en las diferentes 

muestras se resumen en la Tabla 18. 

Al realizar el análisis global del exoma del ctDNA se han encontrado dos genes (LAMC3 

y COL9A3) los cuales presentaban una frecuencia del 87.5% en el grupo de no respuesta 

y del 0% en el grupo de respuesta (p < 0.05).  Se ha estudiado si existían las mismas 

mutaciones del ctDNA en el tumor primario, siendo la frecuencia de las mutaciones en 

LAMC3 y COL9A3 en la muestra tisular del 0% para ambos genes. Se hallaron diversas 

mutaciones en estos genes en el tumor primario, siendo la mayoría no funcionales, y las 

funcionales eran diferentes a las encontradas en el ctDNA. Por tanto, no se observó 

concordancia entre el ADN tisular y el ctDNA en estos genes (p > 0.05). 
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Tabla 18. – Principales rutas funcionales alteradas implicadas en la carcinogénesis en tumor primario y ctDNA por grupos de respuesta. 

Muestra Grupo de respuesta Genes alterados Rutas funcionales alteradas 

Tumor 
primario 

Buena respuesta 

NRP1 Angiogénesis 
PIK3R3, ANKAR, COL27A1 PI3K-Akt-mTOR 

NUP98, CASP10 Ciclo celular y apoptosis 
TMEM161A, C10orf90 Reparación del daño al ADN 

MUC16 Señalización celular y desarrollo de metástasis 

Mala respuesta 

PIK3CA PI3K-Akt-mTOR 
KMT2C Remodelación de la cromatina 
SNHG14 Transcripción ARN no codificante 
CENPF Ciclo celular 
HUWE1 Regulación del proteosoma 
SRRM1 Splicing 
MUC16 Señalización celular y desarrollo de metástasis 

ctDNA 

Buena respuesta 

SMAD3, BCL2L11, CCND1, MDM2, ALOX5 Reparación del daño al ADN 
WNT5A, NPRL2 PI3K-Akt-mTOR 

RLP29, RPS11, RPS16, RPSA Síntesis proteínas ribosomales 
ARHGAP20 Vía de señalización de RAS 

Mala respuesta 

ATG9B Autofagia y mitofagia 
TUBAL3, POLR2H, NFKBIA Apoptosis 

MAP2K2, LRP6, RRAGC PI3K-Akt-mTOR 
CDKN1A, DTX1 o PIK3R1 Vía de Notch 
CDKN1A, CREB3, POLE2 Ciclo celular 
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DISCUSIÓN 

Diagnóstico molecular en oncología (IHQ frente NGS) 

Actualmente, las técnicas de diagnóstico molecular han sufrido una revolución en los 

últimos diez años gracias a la introducción de las técnicas de secuenciación masiva del 

ADN (NGS). La IHQ introducida en los años 40 para el diagnóstico tumoral fue 

implementada por Albert Coons238. Desde ese momento, se han ido mejorando las 

técnicas de diagnóstico hasta que hoy en día gran parte del diagnóstico molecular en 

Oncología Médica se basa en las diferentes técnicas de IHQ. Desde el diagnóstico de 

tumores de origen desconocido hasta la valoración de la inestabilidad de microsatélites a 

través de la expresión de los genes del sistema MMR, la IHQ ha permitido afinar los 

tratamientos en Oncología para un aumento de las respuesta y supervivencia de los 

pacientes oncológicos217.  

El bajo coste de las técnicas de IHQ permite que sea un procedimiento asequible en 

cualquier centro hospitalario y país, pudiéndose aplicar tanto en países desarrollados 

como en vías de desarrollo239. El desarrollo de nuevos marcadores subrogados mediante 

IHQ permite que una gran cantidad de centros posean técnicas de diagnóstico molecular 

con una sensibilidad y especificidad elevada a un bajo coste. Esto es de especial 

importancia en los tratamientos de inmunoterapia, en donde como se indica en el apartado 

introductorio, el descubrimiento de marcadores predictores de respuesta puede ser clave 

en el futuro de la aplicación de estos tratamientos240.  

Junto con lo anterior, el análisis de las mutaciones somáticas o germinales de los tumores 

o de los pacientes es el nuevo paradigma de diagnóstico. El coste de estas técnicas se ha 

disminuido hasta que en el presente se puede realizar una secuenciación del exoma de un 

tumor o del ADN de un paciente por un precio entre 300 y 500 euros241. Ello permite que 

en la mayoría de los centros de investigación u hospitales de los países occidentales se 

puedan aplicar estas técnicas. Aunque se encuentran en su mayor parte en vías de 

investigación, sus aplicaciones clínicas son cada vez mayores con el estudio de por 

ejemplo las mutaciones somáticas del tumor para la realización de diagnóstico dirigidos. 

Múltiples genes se asocian con la respuesta o resistencia a los fármacos oncológicos, sin 

embargo, en inmunoterapia estas asociaciones son desconocidas en prácticamente su 

mayoría. La detección de factores de resistencia y respuesta a la inmunoterapia en 
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tumores sólidos permitirá en el futuro un tratamiento más preciso de multitud de tumores 

como el cáncer de pulmón242.  

En este proyecto se ha intentado hacer una comparativa de las dos técnicas de diagnóstico 

molecular actuales en Oncología, como son la IHQ y la secuenciación genética masiva, 

en esta última realizada con el análisis del exoma de muestra de tumor primario y de 

ctDNA243. Ambas técnicas tienen sus ventajas y desventajas y por ello es clave 

comprenderlas en profundidad. La primera de ellas es el paradigma actual del diagnóstico, 

sin embargo, la implementación del análisis del exoma y de los paneles genómicos en la 

práctica clínica habitual es posible que se realice en los próximos 5-10 años. Es por ello, 

que actualmente estas dos técnicas de diagnóstico deben convivir, una en la clínica como 

es la IHQ y otra a nivel investigacional como la secuenciación genómica masiva, aunque 

cada vez con mayores implicaciones clínicas. Esta por definir cuales serán los campos en 

los que el análisis del exoma llega a la clínica habitual, aunque mediante esta 

investigación se intentará hacer una aproximación a este punto244.  

Es muy posible que la IHQ nunca llegue a ser sustituida por otras técnicas a corto plazo, 

dado su bajo coste, accesibilidad y facilidad de análisis. Por ello, este trabajo es un intento 

de hacer visible la compatibilidad de ambas técnicas y de como es posible detectar 

mecanismos de respuesta a los tratamientos de inmunoterapia mediante el uso de lo ya 

conocido y las técnicas de investigación. 

 

Características generales de la muestra estudiada por IHQ 

La muestra utilizada tanto para el estudio por IHQ como por NGS, ha intentado ante todo 

mostrar una homogeneidad, siendo todos los pacientes de similares características (100% 

de los pacientes presentabas tumores de pulmón no microcítico avanzado o irresecable y 

tratados en segunda línea con un fármaco anti-PD1). Preservar este hecho ha permitido 

una mayor validez de los resultados dado el escaso número de pacientes que se ha podido 

estudiar sobretodo por NGS. La obtención de las muestras requería una cantidad 

importante de tejido para analizar la expresión proteica de p53 y los genes reparadores, y 

ello implicaba que solo se pudieron utilizar muestras que fueran obtenidas mediante 

cirugía, biopsia con aguja gruesa o con gran cantidad de material obtenido por punción 

con aguja fina. De las 90 muestras iniciales que se validaron para el estudio, únicamente 
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en 73 se pudo realizar la IHQ. Además, el 83.3% recibieron el tratamiento tras una 

progresión a platino por lo que la homogeneidad de la muestra era todavía mayor. Debido 

a esta razón, el análisis de los datos de las características generales de la muestra se realizó 

sobre los 90 pacientes en vez de sobre los 73 (ver punto 1 de resultados), dado que la 

representatividad de la muestra es mayor sobre el grupo completo de pacientes con cáncer 

de pulmón tratados con nivolumab en el Hospital de Salamanca. 

La práctica mitad de los pacientes eran de estirpe adenocarcinoma y la otra mitad de 

estirpe epidermoide, siendo las características entre ambos grupos similares. Es por lo 

que no existían diferentes entre las características epidemiológicas y tumorales de los 

pacientes de la muestra estudiada por IHQ.  

Como corresponde a un estudio en cáncer de pulmón, la mayoría de los pacientes eran 

varones, frente a una minoría de mujeres que a su vez pertenecían mayoritariamente al 

subgrupo de adenocarcinoma245. La expresión de PD-L1 y de p53 también estuvo 

repartida a partes iguales entre toda la muestra, siendo la división más importante para 

PD-L1 la que diferenciaba los pacientes entre positivos o negativos de PD-L1. Esta 

división se realizó en función de lo ensayos clínicos realizados en CPNM en segunda 

línea, que en su mayoría realizan esta división, a diferencia de los ensayos en primera 

línea que utilizan otros puntos de corte como 10% o 50%193,246.  

La muestra es acorde con la evidencia científica actual, la cual muestra una mayor 

respuesta a inmunoterapia en pacientes con PD-L1 más elevado247. Ello se ve en el hecho 

de que la SLP fue mayor en pacientes con PD-L1 positivo que en PD-L1 negativo, y todo 

ello de una manera estadísticamente significativa. En la muestra de IHQ también se puede 

observar como en la SLP los pacientes con histología escamosa tienen una supervivencia 

mayor que aquellos con histología de adenocarcinoma. Aunque los resultados no fueron 

estadísticamente significativos, esto se explica en el hecho de ser un tamaño muestral 

menor al de los ensayos clínicos en este campo. Sin embargo, estos valores de 6 meses 

de SLP es tumores escamosos frente a 4 meses en adenocarcinomas es acorde con la 

literatura actual, en donde la inmunoterapia muestra una mayor respuesta en tumores con 

una alta carga mutacional como son los escamosos (que se asocian más frecuentemente 

al hábito tabáquico)248. Tampoco se observaron diferencias entre los grupos subdivididos 

por la línea en que se pautó la inmunoterapia, lo cual indica que la homogeneidad de la 

muestra se mantuvo independiente de la línea en que se trató al paciente.  
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Características generales de la muestra estudiada por NGS 

Para conservar la homogeneidad de la muestra, el estudio se ha realizado sobre los 

mismos pacientes sobre los que se ha realizado la IHQ de p53 y los genes MMR. En total 

15 pacientes han sido incluidos para el estudio por NGS. Estos pacientes tenían que 

cumplir dos particularidades que han hecho conllevado un tamaño muestra pequeño, 

como son en primer lugar que se pudiera extraer muestra de sangre periférica para estudio 

de biopsia líquida y en segundo lugar que de estos mismos pacientes se pudiera obtener 

ADN de su muestra de tumor primario. A mayores, si se realiza una comparativa con la 

literatura actual, los estudios llevados a cabo sobre exoma tumoral son de un tamaño 

muestral más limitado al llevado a cabo por nuestro laboratorio, por tanto, la significancia 

clínica y estadística que puedan tener los resultados para la comunidad científica parece 

ser elevado249,250. 

Las características generales de la muestra pese a ser un subgrupo de 15 pacientes, son 

similares a las de los estudios publicados en la literatura sobre este tipo de pacientes251. 

La edad de los participantes, la distribución por sexos, el porcentaje de respuestas y las 

supervivencias observadas son comparables a las de los ensayos pivotales que dieron la 

aprobación a los esquemas de tratamiento113,114. Para el análisis estadístico, con una 

finalidad práctica, se subdividió a los pacientes dos grupos en función de la respuesta y 

supervivencia obtenida (ver material y métodos, punto 1). La distribución entre estos 

pacientes es completamente balanceada, observándose en 7 pacientes buena respuesta y 

en 8 pacientes ausencia de respuesta.  

A mayores, el resto de las toxicidades observadas, así como su porcentaje es similar al 

descrito tanto en los ensayos clínicos con en los datos de vida real. Por último, en el 

análisis de supervivencia de la muestra, se observa una SG y una SLP ligeramente 

superior a la de los ensayos clínicos en este campo, aunque sin mostrar grandes 

diferencias respecto a los estudios descritos en la literatura posteriores a la 

comercialización de los fármacos de inmunoterapia para cáncer de pulmón252. 
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Expresión proteica de p53 por IHQ como biomarcador predictivo a inmunoterapia 

El primer hecho a resaltar en el estudio de la expresión proteica de p53 es el hecho de que 

según la literatura actual únicamente un 5% con expresión wild type presenta mutación 

en TP53 (Figura 50)253. Es por ello por lo que la expresión de p53 como marcador 

subrogado de mutaciones en TP53 es fiable a un 95%, siendo la mayoría de las 

mutaciones en este gen de tipo missense254. Para que existiera una mayor consistencia en 

el estudio se ha elegido una cohorte homogénea de pacientes, los cuales todos ellos han 

sido tratados con nivolumab en segunda línea tras progresión a platino en CPNM. La 

expresión de p53 (punto de corte del 5%, véase punto 4 de la sección material y métodos) 

fue ≥ 5% en 41 pacientes y < 5% en 32 pacientes. Lo anterior es acorde con la literatura 

donde se calcula que alrededor del 50% de los CPNM presentan mutaciones en TP53204.  

 

 

El primer punto que se debe considerar es el análisis de la SG de la muestra. La SG de 

los pacientes con expresión elevada de p53 fue de 20 meses frente a 12 meses en una 

expresión baja. Aunque la p en este punto fue de 0.070 es clave reconocer la importante 

del tamaño muestral en este caso. La Figura 31 muestra como existe una clara diferencia 

de SG en los pacientes en función de la expresión de p53. Este primer análisis sin factores 

Figura 50. Ejemplo de paciente de nuestra muestra con una expresión por IHQ de p53 del 100%. 
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de estratificación muestra como existe ya una clara diferencia de supervivencia entre 

pacientes en función de la expresión de p53, que si se aumentara el tamaño muestral 

posiblemente los resultados fueron estadísticamente significativos. Y no solo si se 

aumentara el tamaño muestra, sino si se aumentara la cantidad de pacientes con 

adenocarcinoma por razones que se expresarán más adelante. En la SLP se objetivó unos 

valores de 4 meses en expresión baja frente a 7 meses en expresión elevada. Estos 

resultados al igual que los anteriores fueron no estadísticamente significativos (p = .064). 

Los resultados en SLP tienen las mismas peculiaridades que en el caso de la SG, siendo 

el tamaño muestral la principal limitación que tiene el estudio. Estas diferencias en 

supervivencia observadas son acordes como otros estudios realizados como el de Assoun 

et al.206 en CPNM o el de Michel et al.255 en otros tumores sólidos como el cáncer 

colorrectal. La hipótesis teórica que explica estas diferencias se halla en el hecho de que 

las mutaciones de TP53 pueden producir una liberación de antígenos por la acumulación 

de mutaciones, lo cual facilita el reconocimiento inmune, así como ayuda a la acción de 

la inmunoterapia mediante un aumento de la carga mutacional del tumor.  

Estas diferencias de supervivencia se han observado en los tumores del subtipo 

adenocarcinoma, no habiendo diferencias en escamosos. También se han observado estas 

diferencias en mujeres, posiblemente siendo el sexo femenino un factor de confusión 

debido al hecho de que los adenocarcinomas son mucho más frecuentes en mujeres que 

los tumores escamosos. Es probable que el hecho de que los tumores escamosos tengan 

una carga mutacional más elevada por el hábito tabáquico influya en el peso que pueda 

tener las mutaciones de TP53 en la respuesta a la inmunoterapia, y por ello en tumores 

adenocarcinoma es clave la existencia de mutaciones de TP53 para una mejor respuesta 

a inmunoterapia. Estos resultados son similares a los del estudio de Sun et al.256 el cual 

reporta la influencia de las mutaciones de TP53 en la respuesta a la inmunoterapia en 

pacientes con CPNM y subtipo adenocarcinoma. Por ello, podría ser importante en el 

presente valorar las mutaciones de TP53 mediante secuenciación genética o la expresión 

de p53 por IHQ en pacientes con subtipo adenocarcinoma antes del inicio de un 

tratamiento de inmunoterapia. Esto sería clave para los pacientes con CPNM metastásico 

y expresión de PD-L1 ≥ 50%. En los pacientes con tumores con estas características el 

tratamiento es de inmunoterapia con pembrolizumab en monoterapia, sin embargo, en 

aquellos casos sin expresión proteica de p53 o TP53 no mutado su respuesta a 

inmunoterapia podría ser más deficiente por lo que en estos casos podría ser conveniente 
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la asociación de quimioterapia (la cual a mayores tiene mayor respuesta en tumores con 

TP53 no mutado).  

En el estudio no solo se ha analizado la supervivencia sino también la respuesta. En la 

Figura 35 se observa como las respuestas completas son únicas de pacientes con expresión 

proteica ≥ 5%. Sin embargo, el porcentaje de progresiones es mayor en expresión < 5% 

(61% frente a 46.9%). Todo ello nos da reflejo de que no solo la supervivencia refleja las 

diferencias en la expresión proteica de p53, sino también en las respuestas obtenidas por 

criterios RECIST. Aunque en el estudio no ha habido una significancia estadística, el 

porcentaje de progresiones con una diferencia de 14.1% da muestra de como la expresión 

proteica influye de manera clara en las respuestas obtenidas con la inmunoterapia. 

Otro punto importante y difícil de definir es la influencia que pueda tener la expresión de 

PD-L1 de manera conjunta con las mutaciones en TP53 en CPNM para la respuesta a 

inmunoterapia. En el análisis de resultados se puede ver como los pacientes con baja 

expresión de PD-L1 son los que se benefician de valorar p53. Las diferencias por el 

contrario no se observan en pacientes con PD-L1 positivo. Estas diferencias, se pueden 

deber a que la influencia de las mutaciones es menor en pacientes con elevada expresión 

del sistema inmune. En estos pacientes con PD-L1 elevado, el hecho de tener su sistema 

inmune ya activo hace que la influencia de las mutaciones de TP53 sobre la inmunoterapia 

sean menores, y por tanto, su efecto es más notable en PD-L1 negativo. También es 

importante tener en cuenta la influencia del microambiente en todo este análisis. Los 

cambios producidos en el microambiente por las mutaciones de TP53 tienen una mayor 

influencia en tumores con PD-L1 negativo y por tanto sería importante tener esto en 

cuenta en pacientes con CPNM y expresión de PD-L1 negativa257.  

Para finalizar, se ha realizado una curva ROC para analizar cual es el punto de corte de 

p53 que mejor discrimina entre TP53 mutado y no mutado. En la literatura es claro el 

punto en 5%, sin embargo, algún estudio también valora puntos de corte como 1 o 

10%258,259. Es por ello por lo que también se ha querido valorar el punto de corte en la 

muestra. Tras la realización de la curva ROC con la comparativa entre los puntos de corte 

de manera cuantitativa frente a la respuesta obtenida dividida de manera binaria en 

pacientes con buena y mala respuesta a inmunoterapia se observó un mejor punto de corte 

del 5%. En este punto de corte se observa la especificidad y sensibilidad más homogénea 
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por lo que se confirma lo dicho en otros estudios, en donde se utiliza 5% como punto de 

corte que separa las muestras con TP53 mutado frente no mutado.  

 

Expresión del sistema MMR como biomarcador predictivo a inmunoterapia  

La expresión del sistema de reparación es un punto poco estudiado hasta el momento 

actual y por tanto no se conoce de manera clara sus implicaciones en el tratamiento de los 

pacientes y la prevalencia de estas alteraciones. Diferentes estudios calculan que la 

prevalencia de mutaciones en los genes del sistema MMR en cáncer de pulmón es del 4-

5%214. Sin embargo, se calcula que la reducción en la expresión de estos genes podría ser 

incluso mayor, de hasta el 50% en diferentes series (Xinarianos G et al. y Hsu et al.)260,261. 

En nuestra serie la pérdida de expresión de los genes reparadores fue del 8.2%, superior 

al mostrado en otros estudios. A mayores, los estudios hasta la fecha muestran que el gen 

más alterado en estos casos es MSH2, por el contrario de nuestro estudio que no mostró 

que existiera alteraciones en ninguno de los pacientes en este gen, siendo el más frecuente 

en PMS2.  

Las supervivencias evaluadas en el proyecto han sido claramente diferentes en los casos 

de la SG y la SLP. En el caso de la SG no se han hallado diferencias entre los dos grupos 

evaluados. Por el contrario, la SLP ha sido el doble en pacientes con pérdida de expresión 

de los genes reparadores (8 meses) frente a los que tenían expresión conservado (4 meses). 

Pese a que los resultados no son estadísticamente significativos, se observa una tendencia 

clara a una mayor SLP en pacientes con pérdida de expresión. Esto es acorde a los 

diferentes estudios realizados en este ámbito en otros tumores sólidos. El estudio 

KEYNOTE-177177, realizado en pacientes con cáncer de colon metastásico e 

inestabilidad de microsatélites, muestra una SLP de 16.5 meses en pacientes tratados con 

inmunoterapia frente a 8.2 meses en los tratados con quimioterapia y esquemas basados 

en capecitabina (Figura 51). Este estudio ha marcado el inicio de los tratamientos de 

inmunoterapia en tumores sólidos con alteraciones del sistema MMR y es posible que en 

pacientes con CPNM también se demuestre en el futuro este beneficio. Es por ello por lo 

que pese a la principal limitación del estudio que es la baja prevalencia de mutaciones en 

el sistema MMR en CPNM los resultados ya muestran una clara tendencia a una mejor 

respuesta a la inmunoterapia en estos pacientes. Las implicaciones de los genes del 

sistema MMR en CPNM se podrían valorar en pacientes con expresión de PD-L1 <50% 
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en los cuales el tratamiento actual está basado en la combinación de quimioterapia basada 

en platinos más inmunoterapia. En estos pacientes, se podría valorar en un futuro un 

tratamiento de inmunoterapia en monoterapia en aquellos casos en los que el tumor 

presente alteraciones del sistema MMR, evitando una toxicidad asociada a la 

quimioterapia innecesaria.  

 

 

Debido a la limitación del tamaño muestral, se ha evaluado la asociación entre la pérdida 

de expresión y la mejor respuesta con inmunoterapia. Cuando se ha evaluado la 

asociación entre las dos variables cualitativas se ha observado como existe una relación 

estadísticamente significativa mediante la prueba estadística de Chi-cuadrado. Esta 

relación muestra como aquellos casos con pérdida de expresión de los genes reparadores 

presentan una mayor respuesta, a expensas fundamentalmente de los pacientes con 

respuestas parciales. Estas observaciones a diferencia de las que sucedieron en la 

expresión de p53 no se vieron influenciadas por otros factores como la edad, el sexo o el 

subtipo histológico. Es por ello, que aun con la baja prevalencia que presenta la pérdida 

de expresión de genes reparadores en CPNM, se debería valorar la realización de estos 

genes de rutina en pacientes con CPNM metastásico o avanzado mediante un estudio de 

coste-eficiencia. Su realización mediante IHQ presenta un bajo coste y es posible una 

Figura 51. Resultados en términos de SLP del estudio KEYNOTE-77. André T et al., 2020177. 



 - 122 - 

gran cantidad de pacientes se beneficien gracias a una prevalencia de alrededor del 5%, 

que incluso según algunas series podría ser incluso mayor.  

También se analizó si la presencia de una mayor toxicidad estaba en relación con una 

pérdida de expresión de los genes reparadores. Se observó que una mayor toxicidad 

(dividida en dos subgrupos en función de presentar toxicidad grado ≥ 3 o grave) se 

relaciona con una pérdida de expresión de los genes reparadores. Sin embargo, pese a esta 

asociación, se comprobó si existía un factor de confusión como era la respuesta obtenida 

y se vio como la respuesta era la que se asociaba a la toxicidad y ésta a su vez con la 

pérdida de expresión de los genes reparadores. Por tanto, esto abre una nueva puerta de 

estudio como es la asociación de la respuesta a la inmunoterapia con la toxicidad. 

Múltiples estudios hasta la fecha valoran la más que probable existencia de una asociación 

causal entre una mayor respuesta y una toxicidad grave ≥ 2 o 3262. Hasta el momento 

actual no existe un estudio que claramente defina esta fuerza de asociación, sin embargo, 

es probable que una mayor actividad del sistema inmune contra el tumor conduzca a una 

mayor respuesta antitumoral con la consecuente toxicidad inmunorrelacionada secundaria 

a esta activación inmune a expensas de linfocitos T263.  

Para finalizar este punto es importante valorar si este tipo de tumores se debería incluir 

en la esfera del síndrome de Lynch. Posiblemente la clara asociación del tabaco con el 

CPNM haya hecho que las causas genéticas del cáncer de pulmón hayan pasado a segundo 

plano. Sin embargo, en el futuro ese 10% de pacientes con CPNM no fumadores se 

deberían incluir en diferentes estudios moleculares los cuales nos mostraran su origen a 

mayores de los ya conocidos como EGFR, ALK o ROS1. 

 

Análisis del exoma del ADN del tumor primario 

Con el objetivo de realizar un estudio más exhaustivo y facilitar el análisis informático, 

se han dividido los resultados en dos partes en función del tipo de mutaciones que 

presentaban los genes. El primer punto al que prestar atención en el ADN del tumor 

primario es el número de mutaciones por caso en los grupos de respuesta. Como se puede 

ver en los resultados, el número de mutaciones/caso y de mutaciones globales es mayor 

en el grupo de respuesta que en el grupo de no respuesta. Aunque esta asociación no es 

estadísticamente significativa existe una concordancia con lo descrito en la literatura y en 
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los ensayos clínicos en este campo, en donde un mayor TMB se asocia con una mayor 

respuesta a la inmunoterapia.  

En los diferentes datos de los ensayos clínicos y estudios en la literatura (si bien en nuestra 

muestra no se ha analizado el TMB) se habla de una relación ya conocida entre la alta 

carga mutacional y la respuesta a la inmunoterapia170,264. En el ensayo clínico CheckMate 

227 se comparó el tratamiento de la combinación de nivolumab e ipilimumab frente a 

quimioterapia en pacientes con CPNM y elevado TMB265. En los resultados se objetivó 

una mejor SG en los pacientes con alto TMB de la combinación de inmunoterapia frente 

a quimioterapia (17.1 frente 14.9 meses; p = 0.007), así como una mayor duración de la 

respuesta (al año de seguimiento el 68% de los pacientes con inmunoterapia mantenían 

respuesta frente al 25% de la quimioterapia) (Figura 52). Otros artículos publicados sobre 

el mismo campo como los de Forde et al100. o Banchereau et al.266, muestran datos 

similares. En la muestra de este proyecto, los resultados deben tomarse con precaucación 

debido a lo limitado del tamaño muestral en la muestra analizada por NGS, sin embargo, 

parecen mostrar en el caso del tumor primario una concordancia con la literatura. 

 

 

 

- Genes mutados por INDEL en el ADN del tumor primario 

Dentro de este apartado, se puede observar como la vía de PI3K-Akt-mTOR tiene una 

implicación primordial en ambos grupos de respuesta, con una mayor frecuencia en los 

pacientes con buena respuesta. Como se puede ver a lo largo de todos los resultados, la 

Figura 52. Resultados en términos de SG del estudio CheckMate 227 en pacientes con elevado TMB. 

Hellmann MD et al., 2020265. 
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vía de PI3K-Akt-mTOR tiene una gran implicación en los pacientes con CPNM, y por 

ello su repercusión puede que sea mayor a lo descrito hasta ahora en la literatura267. 

Dentro de los genes específicos con mutaciones INDEL, la que parece más interesante es 

la del gen MUC16. Además de la proteína que produce MUC16 que es un marcador 

tumoral de sobra conocido (CA125)268,269, diferentes investigaciones han relacionado las 

mutaciones del gen MUC16 con la respuesta a los tratamientos oncológicos y su 

implicación con el desarrollo de las metástasis270. Ningún estudio ha validado si MUC16 

se correlaciona con la respuesta a la inmunoterapia, en cambio, si que los estudios 

preliminares sugieren que las mutaciones en MUC16 puedan asociarse con una mejor 

respuesta a inmunoterapia y a la resistencia a la quimioterapia271. El artículo más grande 

en este campo es el realizado por Zhang et al.272, que en una muestra global de tumores 

sólidos muestra una posible asociación entre la buena respuesta a inmunoterapia y 

MUC16. En nuestra muestra esta asociación no parece observarse y MUC16 tiene una 

mayor frecuencia en pacientes con mala respuesta. Esta asociación que no es 

estadísticamente significativa es posible que exponga la necesidad de más estudios en 

este gen en su relación con la inmunoterapia. 

- Genes mutados por SNV en el ADN del tumor primario 

Al observar las rutas funcionales alteradas en este punto, se han extraído unas vías que 

no se observan en el resto de los resultados y que pueden tener interés terapéutico en 

CPNM. Estas rutas que no se han mostrado tan presentes en el ctDNA son tales como las 

que implican la remodelación de la cromatina, la transcripción de ARN no codificante y 

las alteraciones en el splicing. Estos genes encontrados, que, aunque no han tenido 

significancia estadística para ninguno de los dos grupos, enseñan como la resistencia o la 

respuesta a la inmunoterapia va mucho mas allá de lo conocido o descrito actualmente.  

De todas estas vías la que posiblemente sea más interesante de desarrollar es la de la 

remodelación de la cromatina debido al desarrollo en ensayos clínicos que tienen los 

fármacos que regulan la epigenética. El gen KMT2C que en la muestra se presenta en el 

grupo de respuesta, en la literatura también se asocia con mejores resultados con 

inmunoterapia, aunque como en la mayoría de estos casos sin estudios de validación273. 

El estudio de Liu et al.274, muestra que los tumores con KMT2C mutado tiene un TMB y 

PD-L1 mayor, así como más asociación a la deficiencia del sistema MMR. Por tanto, 

parece que KMT2C mutado podría mejorar los resultados de la inmunoterapia. Diferentes 
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ensayos clínicos evalúan la combinación de los anti-PD(L)-1 con fármacos que regulan 

la epigenética275. El principal ensayo clínico de este campo es el ENCORE 601 (fase 2 

que evaluaba pembrolizumab más entinostat en cáncer de colon), en donde una cohorte 

expandida de pacientes con CPNM fue evaluada276. En esta cohorte, aunque la tasa de 

respuestas objetivas fue del 9%, la SG fue de 11.7 meses. Esta SG es muy prometedora 

considerando que eran pacientes pretratados con varias líneas y habían recibido 

tratamiento de inmunoterapia previamente. Por tanto, en nuestro estudio parece que 

también el gen KMT2C puede tener un papel importante en la respuesta a nivolumab 

(Figura 53). 

Las otras rutas nuevas que se han encontrado, aunque no están tan desarrolladas y 

conocidas en cáncer, serán de gran interés futuro. Los genes que regulan la formación de 

ARN no codificante como SNHG14 y que en la muestra están asociados a la buena 

respuesta a nivolumab, son un campo por descubrir en oncología. Los estudios que 

evalúan el ARN no codificante en su respuesta a la inmunoterapia son inciertos, 

pareciendo que es un biomarcador de respuesta al igual que en nuestra muestra277,278, sin 

embargo, estas conclusiones deberán ser validadas en el futuro con más claridad.  

 

 

 

 

Figura 53. Gráfica que muestra el desarrollo de los principales ensayos clínicos que combinan 

inmunoterapia con fármacos que regulan la epigenética. Villanueva L et al., 2020275. 
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- Análisis global de los genes mutados en el ADN del tumor primario 

Los datos más interesantes en el tumor primario se encuentran en el análisis integral de 

todo el exoma, donde se han puesto en escena las alteraciones en una serie de rutas 

funcionales que tienen una gran implicación en CPNM.  

Aunque no ha habido genes específicos que se asocien a un grupo de respuesta en el 

análisis global del ADN del tumor primario, si que existen una serie de rutas funcionales 

que claramente diferencian a los grupos de respuesta. En el grupo de buena respuesta a 

nivolumab podemos objetivar que existen múltiples alteraciones de genes que se encargan 

de bloquear la señalización de CTLA-4 y de aumentar la respuesta inflamatoria. Este 

hallazgo es acorde a lo ya conocido127 y estos pacientes con buenas respuestas, obtienen 

esta buena respuesta mediante un sistema inmune más activo contra el tumor, por lo que 

este hallazgo no hace sino confirmarnos la importancia de la inmunidad en la defensa 

anti-tumoral279. 

Por el contrario, un hallazgo que no está tan descrito y que si que se ha aparecido en el 

grupo de no respuesta son las alteraciones en los genes implicados en la señalización a 

través de proteínas G. Estas proteínas que se localizan en la superficie celular reconocen 

sustancias extracelulares y transmiten señales a través de la membrana celular, como la 

señalización por proteína G. Este receptor una vez activado cataliza el intercambio de 

GDP/GTP en la subunidad G(α) de una proteína G heterotrimérica. Esta señalización está 

implicada en multitud de procesos oncológicos fundamentales para el desarrollo 

tumoral280. A nivel preclínico diversas investigaciones valoran las proteínas G como 

target en los tratamientos de inmunoterapia para mejorar sus resultados281. Estos estudios 

se encuentran en fases muy preliminares, aunque parecen prometedores282. Por tanto, 

debe ser otro punto para tener en cuenta en los próximos años.  

 

Análisis del exoma del ctDNA extraído con biopsia líquida 

Las actuales implicaciones de la biopsia líquida en oncología están cambiando dados los 

avances en esta materia en los últimos años. La posibilidad de realizar un estudio a nivel 

genómico de las células tumorales mediante una extracción de sangre periférica está 

permitiendo aplicar esta técnica en la práctica clínica en múltiples campos. Sus 

aplicaciones van desde la monitorización de la respuesta a los tratamientos, a la detección 
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de la enfermedad mínima residual en pacientes con tumores resecados, el diagnóstico 

molecular de la tumoración, la prevención de diferentes tumores mediante técnicas de 

screening población hasta la detección de mecanismos de resistencia a fármacos283. En 

esta última aplicación es donde se ha intentado valorar la utilidad de la biopsia líquida en 

pacientes con CPNM y tratados con inmunoterapia, realizando un análisis de 

biomarcadores genómicos que permitan predecir respuesta o resistencia a inmunoterapia.  

Cuando se han analizado globalmente las mutaciones encontradas, la mediana de 

mutaciones por caso en las INDEL ha sido superior en el grupo de no respuesta frente al 

de respuesta. En el caso de las mutaciones SNV la mediana ha sido superior en el caso de 

respuesta frente al de no respuesta. Al realizar el análisis estadístico no se han encontrado 

diferencias estadísticamente significativas. En este caso los resultados parecen diferir con 

los resultados de la literatura265, sin embargo, parece mostrar la limitación del tamaño 

muestral debido a tratarse de un análisis cuantitativo de 15 pacientes. Por tanto, al igual 

que en las muestras tisulares se deben tomar estos resultados con precaución debido al 

tamaño muestral. 

- Genes mutados por INDEL en el ctDNA 

Cuando se valoran los resultados del análisis de las mutaciones INDEL, se puede ver 

como un total de 21 genes se asocian de manera estadísticamente significativa al grupo 

de no respuesta frente al de respuesta. De estos 21 genes, la mayoría se encuentras 

asociados a rutas funcionales implicadas en la autofagia, mitofagia y apoptosis. No se 

encuentra nada descrito en la literatura que relacione estos procesos celulares en el tumor 

primario o ctDNA con la respuesta o resistencia a la inmunoterapia. A nivel biológico, la 

autofagia284 y la mitofagia285 son procesos celulares muy conservados evolutivamente en 

las células eucariotas, que permiten en muchos casos la defensa celular frente a agentes 

externos o internos. Estos procesos (sobretodo la autofagia) juegan un papel esencial en 

la adaptación a condiciones externa cambiantes, como la desnutrición o los cambios 

ambientales, así como a condiciones internas como la hipoxia o la defensa inmune 

antitumoral en el caso de las células cancerosas. Por tanto, aunque no se haya descrito 

hasta la fecha ninguna asociación entre estos procesos y la respuesta o la resistencia a la 

inmunoterapia, a nivel teórico, las células tumorales pueden aprovechar estos procesos 

biológicos para la defensa contra el sistema inmune, conduciendo a una resistencia a la 

inmunoterapia.  
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En estos casos, genes como ATG9B que están asociados a procesos de autofagia286,287, 

pueden tener un papel importante en el futuro como biomarcadores predictores de 

resistencia a la inmunoterapia. Y aunque este gen ya se haya asociado con la 

carcinogénesis y la historia natural de muchos tumores, es posible que sus alteraciones 

puedan ir más allá y ser importantes en la resistencia a fármacos de inmunoterapia. 

Cuando nos vamos a analizar los genes y las rutas funcionales específicas de cada grupo 

de respuesta, las alteraciones de la vía de PI3K-Akt-mTOR se encuentran presentes en 

ambos grupos. Las mutaciones en genes asociados a esta vía son una constante tanto en 

genes alterados con INDEL como por SNV o en ambas como se verá a continuación. Las 

alteraciones en esta vía de PI3K-Akt-mTOR y su implicación en el cáncer de pulmón 

tanto de células pequeña con en el CPNM está muy descrito en la literatura288. Se estima 

que la prevalencia de mutaciones en esta vía en CPNM es del 3-4%, siendo más frecuente 

en tumores escamosos (8-10%) frente a los adenocarcinomas (2-3%) debido a su 

asociación con el hábito tabáquico289. Además, parece que las mutaciones en esta vía 

parecen coexistir con otras mutaciones diana como las de EGFR, ALK, KRAS o B-RAF. 

Diferentes moléculas inhibidoras de esta vía se están desarrollando en CPNM. 

Actualmente no se encuentra entre las dianas terapéuticas en CPNM, sin embargo, en un 

futuro próximo se encontrarán desarrolladas para estos tumores290. Por tanto, los 

resultados que conciernen a esta vía funcional son acordes a la literatura actual y no 

muestran diferencias entre los grupos de respuesta estudiados, por lo que no parece que 

pueda esta vía tener una implicación directa en nuestro estudio en la resistencia o 

respuesta a la inmunoterapia.  

En el análisis de las rutas funcionales más asociadas al grupo de no respuesta, se encuentra 

que existe una implicación más clara de la vía de Notch en este grupo (asociación no 

estadísticamente significativa). Las alteraciones en la vía de Notch están asociadas, al 

contrario de nuestros resultados, a nivel preclínico a una mejor respuesta a la 

inmunoterapia291. Las alteraciones de los genes relacionados con la vía de Notch se 

asocian con un estado proinflamatorio tumoral a nivel del microambiente, con la 

consecuente mayor respuesta inmune antitumoral y mejor respuesta a la inmunoterapia292. 

Estos datos se han observado en estudios preclínicos y no existen estudios de validación. 

En el caso de los resultados de este proyecto, es probable que esta interacción entre la vía 

de Notch y el grupo de no respuesta pueda ser debida al azar, aunque como indican los 



 - 129 - 

estudios descritos hasta la fecha se necesita una validación prospectiva de las 

investigaciones que relacionan Notch con la respuesta o resistencia a la inmunoterapia. 

Al contrario que sucede con la vía de Notch, las mutaciones en el gen TGFB1 se asocian 

con resistencia a los tratamientos de inmunoterapia a través de la vía de TGF-B293. 

Actualmente, se encuentran en investigación tratamientos con doble bloque de la vía de 

TGF-B con fármacos anti-PD1, debido a la peor respuesta a la inmunoterapia en tumores 

con alteraciones de la vía de TGF-B (existe en desarrollo un ensayo clínico fase 3 en 

CPNM avanzado con alta expresión de PD-L1, NCT03631706)294. Esta asociación es 

debida a que los procesos tumorales de escape al control inmunológico y la evasión a las 

señales de inhibición del crecimiento celular son compartidos tanto por las alteraciones 

de la vía de PD-1/PD-L1 como a la vía de TGF-B (Figura 54). En el caso de nuestra 

muestra, se ha objetivado una mayor frecuencia de las mutaciones en el gen TGFB1 con 

el grupo de no respuesta (no estadísticamente significativo), y por tanto parece que está 

asociación es acorde a los estudios actuales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por último, los genes implicados en la síntesis de proteínas ribosomales citosólicas 

también se han visto relacionados con los grupos de respuesta de la muestra. Sin embargo, 

Figura 54. Mecanismos de evasión de la acción del sistema inmune frente al tumor. Gulley JL et 

al., 2022294. 
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estas vías genómicas no se han estudiado como biomarcadores predictores de resistencia 

o respuesta a inmunoterapia. Algunos de los genes implicados en esta ruta son conocidos 

como implicados en la carcinogénesis de diferentes tumores, sin embargo, no se conoce 

su implicación con los tratamientos con inmunoterapia295. En el caso de la muestra del 

estudio, se ha objetiva una asociación con el grupo de buena respuesta a nivolumab (no 

estadísticamente significativa), aunque serán necesarios estudios futuros que validen esta 

asociación. 

- Genes mutados por SNV en el ctDNA 

Al examinar las rutas funcionales que se presentan mediante SNV entre los dos grupos 

de respuesta, se objetiva que la mayoría de las rutas funcionales asociadas a la 

carcinogénesis se encuentran más presentes en el grupo de no respuesta que en el de 

respuesta. Al igual que en el grupo de las mutaciones INDEL, la vía de la autofagia se 

encuentra más asociada con la no respuesta a inmunoterapia a través de diferentes genes, 

el principal ATG9B (p < 0.05)286,287. La presencia de este gen de manera constante en el 

grupo de no respuesta tanto en forma de mutaciones INDEL como SNV indica su posible 

valor futuro como biomarcador predictivo de resistencia a inmunoterapia.  

Además de la vía de la autofagia, las otras vías asociadas con la no respuesta fueron la 

vía de PI3K-Akt-mTOR (ya conocida), las vías de control del ciclo celular y la vía de 

reparación del daño al ADN (dependiente de ATM). Estas dos últimas vías tienen una 

gran importancia en CPNM y los tratamientos de inmunoterapia a nivel investigacional. 

Los fármacos inhibidores de la quinasa dependiente de ciclina (CDK) 4/6 son moléculas 

estandarizadas en el tratamiento de los tumores de mama luminales y su eficacia se está 

estudiando en otros tumores con en CPNM296. La combinación de los inhibidores de 

CDK4/6 con inmunoterapia es un campo de futuro en el tratamiento del CPNM. La 

eficacia de esta combinación se basa en el hecho de que los inhibidores de CDK4/6 

conducen a un estado proinflamatorio en el microambiente tumoral con el consecuente 

aumento de la efectividad de la inmunoterapia a través de la infiltración tumoral por 

linfocitos T297. Por ende, es importante observar como la alteración de genes que 

controlan el ciclo celular se asocia a la no respuesta a la inmunoterapia debido a que se 

puede revertir esta asociación mediante el uso combinado de inhibidores de CDK4/6 con 

inmunoterapia. 
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La otra vía de gran interés en CPNM y con un desarrollo mayor que la anterior a nivel 

clínico e investigacional es la de la reparación del ADN. La combinación del tratamiento 

con inhibidores de la poli-ADP ribosa polimerasa (iPARP) con inmunoterapia está en 

desarrollo mediante diferentes ensayos clínicos298. La inestabilidad genómica producida 

por las mutaciones en genes asociados a la recombinación homóloga como ATM 

conllevan la liberación de neoantígenos con un aumento de la respuesta a la 

inmunoterapia210. El principal ensayo clínico en este campo es el estudio fase 3 

KEYLYNK-008 que evalúa la eficacia de pembrolizumab con olaparib (iPARP) en el 

mantenimiento de la respuesta tras tratamiento con quimioterapia y pembrolizumab en 

CPNM escamoso299. Los resultados del estudio se esperan para 2024.  

Dentro de los genes alterados y específicos para unos de los dos grupos de respuesta, 

existen dos alteraciones que son llamativas. La primera es la vía de Notch asociada al 

grupo de no respuesta. Al igual que cuando se analizan los genes mutaciones por INDEL, 

la vía de Notch parece asociada al grupo de no respuesta. Este punto es importante debido 

a que se confirman los resultados previamente hallados y parece indicar que la vía de 

Notch juega un papel importante en la resistencia a la inmunoterapia. La otra vía que 

juega un papel importante es la de RAS. Se ha objetivado que las alteraciones en la 

señalización de las vías de RAS se asocian al grupo de respuesta frente al de no respuesta 

(no estadísticamente significativo). Esto conlleva un gran valor a nivel clínico debido a 

que existen diferentes estudios que asocian en CPNM las mutaciones de RAS con la mejor 

respuesta a inmunoterapia300. En nuestro estudio, pese a que la asociación no es 

estadísticamente significativa, se confirma esta asociación y ello puede tener una gran 

importancia a nivel clínico debido a que la combinación de los inhibidores de RAS con 

inmunoterapia puede ser un estándar en el tratamiento del CPNM a corto plazo301. 

- Análisis global de los genes mutados en el ctDNA 

Al realizar el análisis combinado de los genes mutados tanto por INDEL y SNV, es decir, 

aquellos genes que presentaron mutaciones de ambos tipos, se observó la presencia de 

712 genes que eran específicos del grupo de no respuesta frente a 464 genes que lo eran 

del grupo de respuesta. De este conjunto de genes, únicamente 2 genes se mostraron 

asociados a su grupo de manera estadísticamente significativa. Estos dos genes que fueron 

COL9A3 y LAMC3 se encontraban en el grupo de no respuesta. El hecho de que estos 

genes se presentaran asociados de manera estadísticamente significativa en el grupo de 
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resistencia a inmunoterapia nos muestra que nos encontramos ante dos posibles 

biomarcadores predictivos de respuesta/resistencia a inmunoterapia. Las mutaciones en 

la muestra en estos dos genes han sido tanto en forma de INDEL como SNV y su 

implicación en el grupo sin respuesta en prácticamente todos los pacientes, y por el 

contrario su ausencia en el grupo de buena respuesta hace que su papel pueda ser 

fundamental en la respuesta a los inhibidores de los puntos de control inmune.  

Al realizar una revisión bibliográfica de lo descrito en la literatura sobre ambos genes, el 

gen de mayor implicación en los procesos tumorales es LAMC3. El gen LAMC3 se 

localiza en el cromosoma 9, en la posición 9p34.12 (Figura 55)302. Este gen se encarga de 

codificar la isoforma gamma 3 de la cadena gamma de la laminina. Las lamininas, son 

una familia de glicoproteínas de la matriz extracelular, siendo el principal constituyente 

más allá del colágeno en la formación de la membrana basal. Las lamininas están 

compuestas por 3 cadenas (alfa, beta y gamma), siendo el gen LAMC3 clave en la síntesis 

de la cadena gamma. La expresión de este gen es muy elevada en la placenta, siendo 

fundamental en su formación. Fuera de este proceso, su expresión es elevada en pulmón, 

testículos y glándulas suprarrenales303. 

 

 

Las alteraciones en este gen se han implicado en una gran variedad de procesos biológicos 

celulares asociados al cáncer que incluyen la adhesión, la diferenciación, la migración, la 

señalización y la aparición de metástasis (Figura 56). Las mutaciones del gen LAMC3 son 

clave en la alteración de la membrana basal y en la falta de adhesión de las células 

epiteliales del pulmón, ovario y testículo. Su distribución en las superficies de las células 

epiteliales hace que también sean parte importante en la morfogénesis y estabilidad 

estructural de los procesos ciliados de las células epiteliales de los órganos 

mencionados304. Junto con las alteraciones de la matriz extracelular y de la adhesión 

celular, se ha demostrado la implicación de las alteraciones del gen LAMC3 en las rutas 

Figura 55. Localización cromosómica del gen LAMC3. Imagen extraída de la National Library of 

Medicine (NIH). 
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funcionales de la vía de PI3K-Akt-mTOR, donde es parte fundamental con la consecuente 

carcinogénesis dependiente de esta vía305. 

El estudio realizado por Lei et al.306, muestra como las mutaciones en LAMC3 que 

conducen a una menor expresión de la proteína se asocian con un peor pronóstico y una 

mayor progresión de los carcinomas de ovario. Se objetivó en el estudio que la baja 

expresión de la proteína se encuentra más extendida en los cánceres de ovario con 

resistencia a los platinos de manera estadísticamente significativa. Asimismo, la 

supervivencia fue menor en estas pacientes tanto en términos de SLP como de SG. Otro 

estudio realizado por Lesseur et al.307, ha relacionado las mutaciones en LAMC3 con la 

carcinogénesis del cáncer de cavidad oral. En este estudio no se asocian los resultados 

con la supervivencia o la respuesta a la quimioterapia. Por tanto, parece que su 

implicación en la carcinogénesis de diferentes tumores es clave. No se han encontrado 

estudios que hayan valorado su asociación con la modulación del sistema inmune en la 

respuesta antitumoral. 

 

Figura 56. Estructura tridimensional de la proteína codificada por el gen LAMC3. Imagen extraída de 

la página web UniProt.  
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Por tanto, las mutaciones en LAMC3 conllevan una alteración de la membrana basal y de 

la matriz extracelular que facilitan la aparición de la transición epitelio-mesénquima 

(TEM). La TEM en diferentes estudios ha sido demostrada como causante de un estado 

de inmunosupresión a nivel del microambiente tumoral secundariamente a la infiltración 

del tumor por linfocitos T reguladores y células mieloides supresoras308. Además, 

también se ha mostrado en la literatura como la TEM modifica la expresión de PD-L1 en 

los tumores con lo que aumenta la inmunosupresión tumoral309. El proceso mediante el 

cual la TEM facilita la inmunosupresión del microambiente es dinámico, debido a que 

los mecanismos de evasión tumoral al sistema inmune también facilitan la aparición de 

la TEM en otras células, por lo que es un círculo vicioso a través del cual los tumores 

pueden evadirse de los mecanismos de defensa antitumoral por parte del sistema 

inmune310. Por todo lo anterior, el gen LAMC3 tiene a nivel teórico una implicación en la 

resistencia a la inmunoterapia. Además, los resultados establecen como este papel teórico 

también parece existir a nivel clínico, por lo que este gen parece mostrarse como un nuevo 

biomarcador predictivo con inmunoterapia (Figura 57).  

 

 

Las implicaciones que este gen podría tener en la práctica clínica podrían ser esenciales 

en el futuro del tratamiento del CPNM. En lo que respecta al estándar de tratamiento hoy 

en día, su aplicación puede devenir por ejemplo en la necesidad de uso de la combinación 

Figura 57. Mecanismos de producción de resistencia a la inmunoterapia por parte del gen 

LAMC3.  
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de quimioterapia con inmunoterapia en CPNM con expresión de PD-L1 ≥ 50%. En estos 

pacientes el estándar es la inmunoterapia en monoterapia, sin embargo, si está presente la 

expresión de este marcador puede que la combinación de quimio-inmunoterapia sea más 

eficaz que la inmunoterapia sola. Otro ejemplo sería para aquellos pacientes que han 

progresado a una primera línea sin inmunoterapia y que se plantea una segunda línea de 

inmunoterapia o quimioterapia. En estos casos y en tumores que presenten LAMC3 

mutado es posible que el uso de quimioterapia sea más eficaz que el de inmunoterapia. 

Por tanto, aunque es necesario estudios que confirmen este hallazgo, LAMC3 se muestra 

como un biomarcador predictor a inmunoterapia que podría tener un papel fundamental 

en un futuro. 

Junto con LAMC3, el otro gen que se encuentra asociado a la resistencia a inmunoterapia 

es COL9A3. Se trata de un gen localizado en el cromosoma 20, en la región 20q13.33 

(Figura 58)311. Este gen codifica una de las tres cadenas alfa del colágeno tipo IX, el 

principal componente de colágeno en el cartílago hialino (Figura 59).  

 

 

Las mutaciones en este gen se asocian con enfermedades congénitas con afectación del 

hueso y el cartílago. Las enfermedades descritas por mutaciones congénitas de este gen 

incluyen patologías como la displasia epifisaria tipo 3, las enfermedades relacionadas con 

los discos intervertebrales y alteraciones vítreas. El principal síndrome hereditario 

asociado a este gen es el síndrome de Stickler, caracterizado por alteraciones en la visión 

(miopía, alteraciones vítreas y desprendimientos de retina), audición (sordera 

neurosensorial) y articulaciones (displasia epifisaria, artrosis prematura y anomalías de la 

columna vertebral312. 

 

 

Figura 58. Localización cromosómica del gen COL9A3. Imagen extraída de la NIH. 
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La expresión de este gen se localiza preferentemente en cerebro, glándulas salivales, 

testículos y tiroides313.  Se ha descrito la asociación de este gen con la carcinogénesis a 

través de la vía de PI3K-Akt-mTOR en general y en cáncer gástrico en particular. Las 

mutaciones en COL9A3 conducen a alteraciones de la matriz extracelular que conllevan 

problemas en la adhesión celular. Estas alteraciones a su vez pueden alterar la vía de 

PI3KCA con la consecuente carcinogénesis, en particular en cáncer gástrico, en donde los 

mecanismos de adhesión celular están particularmente alterados314. Además, otros 

estudios han asociado este gen con la carcinogénesis en cáncer de mama subtipo triple 

negativo y con el cáncer de esófago315. En este último tumor, el estudio realizado por Liu 

et al.316, relacionó las mutaciones en COL9A3 con las alteraciones en el microambiente 

tumoral y consecuentemente con la infiltración linfocitaria. Hasta la fecha es el único 

estudio que ha relacionado este gen con la regulación del sistema inmune. Por tanto, se 

deberá evaluar este gen en nuevos estudios dado que parece mostrarse como un 

prometedor biomarcador predictor de resistencia a la inmunoterapia, aunque su posible 

implicación como biomarcador no es tan clara como en el caso del gen LAMC3, y se 

deberán valorar con precaución. 

 

Análisis comparativo entre el exoma del ADN tisular y ctDNA 

En el primer punto del análisis, lo que impresiona es la diferencia en el global de 

mutaciones entre los dos grupos de respuesta en función de si el análisis se hace en la 

muestra tisular o en el ctDNA. En el ADN tisular, al contrario que en el ctDNA, se observa 

Figura 59. Estructura tridimensional de la proteína codificada por el gen COL9A3. Imagen extraída de 

la página web UniProt.  
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una mediana de mutaciones por caso acorde a lo descrito en la literatura264,265, en donde 

el número de mutaciones es mayor en el grupo de respuesta frente al de no respuesta. 

Todos estos hallazgos es muy posible que sean debidos al azar, y dado que no se ha 

encontrado significación estadística ni en el tumor primario ni en el ctDNA, las 

diferencias en el global cuantitativo de las mutaciones halladas necesite de un aumento 

del tamaño muestral para poder sacar conclusiones correctas.  

Asimismo, sin tener en cuenta tipos de mutaciones o los grupos de respuesta, en la 

muestra tisular se han encontrado un total de 79719 mutaciones y en el ctDNA 85421 

mutaciones funcionales en total. Por tanto, han existido 5702 mutaciones más en el tumor 

primario que en ctDNA. Que el número de mutaciones difiera considerablemente entre el 

tumor primario y el ctDNA muestra la dinámica tumoral y como se suceden los cambios 

en el tumor a lo largo del tiempo317. Estos cambios dan reflejo de como los tumores se 

adaptan a las condiciones cambiantes internas y externas (modelo de Hanahan y 

Weinberg, Figura 60318), haciéndose resistente a los tratamientos oncológicos. Es 

importante tener en cuenta que las muestras de tumor primario se recogieron al momento 

del diagnóstico y el ctDNA durante el tratamiento con inmunoterapia, por lo que estos 

cambios reflejan entre otras cosas la adaptación del tumor a las diferentes circunstancias.  

 

 

Conocer la heterogeneidad tumoral es un pilar presente y futuro para adaptar los 

tratamientos oncológicos en función de las alteraciones moleculares en el tumor en un 

momento determinado. Este punto es donde radica parte del funcionamiento de la biopsia 

Figura 60. Hallmarks de Hanahan y Weinberg. Hanahan et al., 2022318. 
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líquida319, permitiendo conocer la biología molecular del tumor en tiempo real. Por este 

motivo, este primer análisis cuantitativo del número de mutaciones globales halladas en 

el exoma vuelve a confirmar un dato ya conocido pero esencial en la medicina de 

precisión como es el papel de la biopsia líquida en el diagnóstico molecular en tiempo 

real debido a la dinámica tumoral.  

El segundo punto importante son las diferentes alteraciones de rutas oncogénicas entre el 

tumor primario y el ctDNA, así como entre los grupos de respuesta. La única ruta 

funcional que aparece sistemáticamente en ambas muestras y en todos los grupos de 

respuesta es la vía de PI3K-Akt-mTOR la cual parece tener una implicación fundamental 

en la carcinogénesis en CPNM en los pacientes de la muestra. Como se indica en el punto 

anterior, PI3K-Akt-mTOR es una ruta conocida y descrita en cáncer de pulmón, sin 

embargo288, todavía no se han desarrollado fármacos que actúen a este nivel289. Algunos 

estudios evalúan la combinación de anti-PD1 con inhibidores de PI3K como el de 

Isoyama et al.320, sin embargo, no se han iniciado ensayos clínicos aún en cáncer de 

pulmón. Por tanto, debe ser una vía a tener en cuenta en los próximos años en CPNM. 

El resto de las rutas encontradas difieren en función de la muestra analizada. 

Lógicamente, se han encontrado genes mutados que se implican en la mayoría de las rutas 

conocidas en la carcinogénesis, sin embargo, únicamente se han descrito en los resultados 

aquellos genes que presentan diferencias de frecuencia entre los grupos de respuesta. De 

esta manera, una vía que está alterada en el tumor primario en ambos grupos de respuesta 

y en el ctDNA únicamente en el grupo de mala respuesta es la vía del ciclo celular296. Las 

mutaciones en los genes que se encargan del control del ciclo celular se encuentran menos 

presentes en el grupo de buena respuesta del ctDNA. Es posible que en aquellos tumores 

en donde los genes del ciclo celular no se encuentren alterados presenten una mejor 

respuesta a la inmunoterapia. Las desregulaciones en el ciclo celular son conocidas como 

promotoras de resistencia a los tratamientos oncológicos de quimioterapia, siendo 

probable que esta asociación también esté presente con la inmunoterapia297. Por ello y 

como también se indica previamente, la asociación de inhibidores de CDK con 

inmunoterapia podrá ser un estándar en el futuro. 

El resto de vías se presentan muy inconexas entre los exomas por muestras y por grupos 

de respuesta. Existen vías muy interesantes por sus implicaciones terapéuticas, aunque no 

existe una asociación entre tejido tisular y ctDNA que permita hacer inferencias. El único 
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gen del que se puede extraer una reflexión interesante es ATG9B286, el cual solo se ha 

encontrado presente en el grupo de mala respuesta a nivolumab del ctDNA, no estando 

presente ni en el grupo de buena respuesta ni en ninguno de los grupos del tumor primario. 

Este gen que, si que presenta significancia estadística cuando se analizan INDEL y SNV 

por separado, pero no en el análisis global del exoma, podría ser un biomarcador 

predictivo a inmunoterapia futuro. Este gen que está implicado en los procesos de 

autofagia y mitofagia podría producir resistencia a la inmunoterapia a través de sus 

mutaciones en el proceso de desarrollo tumoral287. Se deberán valorar sus implicaciones 

en estudios venideros. 

Por último, el dato más importante encontrado en este trabajo es la presencia de dos genes 

asociados a resistencia a inmunoterapia de manera estadísticamente significativa en el 

ctDNA que son LAMC3 y COL9A3. Estos genes alterados que han tenido una frecuencia 

cercana al 100% en el grupo de no respuesta del ctDNA, no se han observado mutados 

en el ADN del tumor primario. La existencia de la dinámica celular y la adaptación de las 

células tumorales a los condicionantes internos y externos, han podido condicionar que 

estos genes se hayan ido alterando a medida del desarrollo tumoral y en algunos casos 

iniciarse antes o durante el tratamiento con inmunoterapia308. Es por lo que parece que 

podemos encontrarnos ante dos nuevos biomarcadores predictores de resistencia a 

inmunoterapia en CPNM, sobretodo LAMC3 que ha demostrado ser un gen con grandes 

implicaciones en la proliferación de los tumores y en la aparición de los fenómenos de 

TEM309.  

Sería crucial que con el tiempo se desarrollasen estudios dirigidos a validar de manera 

independiente estos biomarcadores predictivos de resistencia a la inmunoterapia, 

sobretodo en CPNM. Estos estudios deberían realizar una vigilancia del tumor en 

diferentes tiempos desde el diagnóstico del tumor y durante el tratamiento con 

inmunoterapia para comprobar como se desarrolla este biomarcador para su 

caracterización.  

Para concluir el apartado de discusión, hay que decir que todos los hallazgos encontrados 

tanto en el ctDNA como en ADN del tumor primario han sido posibles gracias a la 

conjunción de las diferentes pruebas diagnósticas utilizadas (IHQ, exoma de ctDNA 

extraído mediante biopsia líquida y exoma del ADN del tumor primario). El hallazgo de 

diferentes biomarcadores predictivos de respuesta o resistencia a inmunoterapia como los 
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genes TP53, el sistema MMR o el gen LAMC3 permitirán en el futuro el desarrollo de 

terapias con inmunoterapia enfocadas en una medicina de precisión en oncología.  
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CONCLUSIONES 

El análisis de los resultados de esta tesis doctoral junto con la posterior discusión ha 

permitido la inferencia de las conclusiones que se exponen a continuación: 

1. En nuestro estudio los pacientes con cáncer de pulmón no microcítico y tratados 

con inmunoterapia en segunda línea en el Hospital Clínico Universitario de 

Salamanca presentan unas características en términos epidemiológicos y clínicos 

similares a la de los ensayos clínicos y estudios en vida real. La muestra analizada 

cumple con la representatividad requerida para la realización de estudios clínicos 

y moleculares sobre ella. 

2. Los resultados de nuestro estudio muestran que el gen TP53, los genes del sistema 

MMR, LAMC3 o COL9A3 se presentan como biomarcadores predictores de 

respuesta a inmunoterapia. 

3. Los resultados de nuestro estudio indican que la presencia de alteraciones en 

diferentes rutas funcionales tales como las de la remodelación de la cromatina, la 

regulación del proteosoma o de los mecanismos de splicing son predictoras de 

respuesta o resistencia a inmunoterapia en pacientes con cáncer de pulmón no 

microcítico. 

4. Los resultados de nuestro estudio ponen de manifiesto que los genes mutados 

detectados en ctDNA mediante biopsia líquida ATG9B, COL9A3 y LAMC3 se 

presentan como prometedores biomarcadores predictores de resistencia a 

inmunoterapia. En especial el gen LAMC3 tiene una base biológica que permite 

considerarlo un gen muy prometedor en la detección de la resistencia a 

inmunoterapia en cáncer de pulmón.  

5. Los resultados de nuestro estudio reflejan que la conjunción de 

inmunohistoquímica y secuenciación genética masiva ha permitido el análisis 

genómico en los tumores de los pacientes de la muestra. El uso combinado de 

ambas técnicas es esencial para el diagnóstico molecular de los tumores sólidos 

en oncología. 
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Anexo 1. PRIMER ARTÍCULO PUBLICADO EN LA REVISTA 

BIOMEDICINES 
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Anexo 2. SEGUNDO ARTÍCULO PUBLICADO EN LA REVISTA 

FRONTIERS IN BIOSCIENCE LANDMARK 
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Anexo 3. COMUNICACIÓN PUBLICADA EN ANNALS OF ONCOLOGY 

(CONGRESO ESMO 2021) 
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Anexo 4. TNM CÁNCER DE PULMÓN NO MICROCÍTICO 

T – Tumor primario 

Tx El tumor primario no se puede caracterizar. 

T0 No evidencia de tumor primario. 

T1 Tumor de 3 centímetros o menos de diámetro máximo, rodeado 

de parénquima pulmonar o pleural visceral, sin contacto con el 

bronquio principal. 

 T1a (mi) Adenocarcinoma mínimamente invasivo. 

 T1a Tumor de 1 centímetro o menos de diámetro máximo. 

 T1b Tumor mayor a 1 centímetro, pero menor a 2 centímetros. 

 T1c Tumor mayor a 2 centímetros, pero menor a 3 centímetros. 

T2 Tumor mayor a 3 centímetros, pero menor a 5 centímetros; o 

tumor con una de las siguientes características: envuelve al 

bronquio principal (sin invasión de la carina), invade pleura 

visceral, asocia atelectasia u obstrucción que se extiende hasta 

la región hiliar. 

 T2a Tumor mayor de 3 centímetros, pero menor a 4 centímetros. 

 T2b Tumor mayor de 4 centímetros, pero menor a 5 centímetros. 

T3 Tumor mayor a 5 centímetros, pero menor a 7 centímetros o 

invasión directa de una de las siguientes estructuras: pared 

costal, nervio frénico, pericardio parietal o nódulo pulmonar 

metastásico en el mismo lóbulo que el primario. 

T4 Tumor mayor a 7 centímetros o invasión de una de las 

siguientes estructuras: diafragma, mediastino, corazón, grandes 

vasos, tráquea, nervio laríngeo recurrente, esófago, cuerpos 
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vertebrales, carina o nódulo pulmonar metastásico en un lóbulo 

diferente al primario, pero del pulmón ipsilateral. 

N – Afectación ganglionar 

Nx No es posible caracterizar la afectación ganglionar. 

N0 No afectación ganglionar. 

N1 Metástasis ganglionares ipsilaterales peribronquiales o hiliares 

(incluídas las afectadas por invasión directa). 

N2 Metástasis en ganglios mediastínicos o subcarinales 

ipsilaterales. 

N3 Metástasis en ganglios mediastínicos o hiliares contralaterales 

o en ganglios escalénicos o supraclaviculares ipsilaterales. 

M – Afectación metastásica 

M0 No afectación metastásica. 

M1 Metástasis a distancia 

 M1a Nódulo pulmonar metastásico en pulmón contralateral o tumor 

con nódulos pleural o pericárdicos o existencia de derrame 

pleural o pericárdico maligno. 

 M1b Metástasis única fuera del mediastino en un único órgano. 

 M1c Múltiples lesiones metastásicas en uno o varios órganos. 
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Anexo 5. Estadiaje del cáncer de pulmón no microcítico 
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Anexo 6. MODELO DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 


