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RESUMEN (en espaiiol)

Los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC) son la neoplasia maligna mas
frecuente en la region de la cabeza y el cuello. y son el sexto cancer mas comtinmente diagnosticado.
Cada vez se reconoce mas la importancia del microambiente tumoral inmune en el pronostico de los
pacientes con CCECC.

Hipotesis: E] microambiente tumoral inmune juega un papel relevante en la patogénesis y pronostico del
CCECC.

Objetivo: El objetivo general de este trabajo fue evaluar la expresion tumoral y estromal de PD-L1, PD-1
y LLTI, y la infiltracion por TILs (linfocitos infiltrantes de tumores) CD8+ y Tregs/FOXP3+, y
establecer una posible asociacién con parametros clinicopatolégicos y su impacto en la supervivencia de
los pacientes con CCECC.

Métodos: Se recogieron retrospectivamente muestras de 372 pacientes con CCECC negativos para VPH
tratados quirirgicamente en el Hospital Universitario Central de Asturias entre 1990 y 2010. Se
construyeron microarrays de tejido para realizar analisis inmunohistoquimicos de la expresion de PD-L1.
expresion de PD-1 en células inmunes, densidad de TILs CD8+ y FOXP3+ y expresion tumoral y
estromal de LLT1. La expresion de PD-L1 vy la densidad de TIL CD8+ se combinaron para establecer el
tipo de microambiente tumoral.

Resultados: La expresion de PD-1 y PD-L1 se detecté de forma frecuente en CCECC. La densidad media
de TILs CD8+ fue de 275 por mm’ v de 54 por mm? en el caso de TILs FOXP3+. Los pacientes con
tumores que mostraban una TPS (tumor proportion score) o CPS (combined proportion score) positiva de
PD-L1 presentaron de forma concordante y significativa una mayor supervivencia especifica de
enfermedad (SEE) y una mayor supervivencia global (SG). Los pacientes con una alta densidad de
infiltracién por TILs CD8+ y TILs FOXP3+ también mostraron significativamente una mejor SEE y SG.
El tipo de microambiente tumoral se correlacioné con la SEE, observandose la mejor SEE en los casos
con tipo I (positividad para PD-L1 CPS y alta densidad de CD8+ TIL). En el analisis multivariante de
Cox, la baja infiltracién por TILs CD8+ se asocié de forma independiente con una peor SEE. LLTI se
analizé en los pacientes con carcinomas de orofaringe (CCEO; n=240). Los pacientes con expresion
tumoral de LLT1 mostraron significativamente una peor SEE y peor SG. Los pacientes con tumores con
una alta infiltracién por TILs LLT1+ mostraron de forma significativa una mayor SEE y una mayor SG.
El andlisis multivariante de Cox reveld ademas que la expresion de LLT1 tumoral y la infiltracién de
TILs positivo para LLT1 eran factores prondsticos independientes para SEE y SG.

Conclusiones: Una alta infiltracion por TILs, en particular por linfocitos T CD8+, y la expresion positiva
de PD-L1 se asocia con mejores resultados de supervivencia. La combinacién de la expresion positiva de
PD-L1 v una alta infiltracion por TILs CD8+ (microambiente inmune tipo I) confiere el prondstico mas
favorable. La expresién tumoral de LLT1 se detecta frecuentemente en pacientes con CCEO HPV
negativo y emerge como un predictor independiente de mal prondstico. Una alta densidad de TILs LLT1
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positivos se asocia independientemente con un mejor prondstico.

RESUMEN (en Inglés)

Head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC) are the most common malignancy in the head and
neck region, and the sixth most commonly diagnosed cancer. The importance of the immune tumor
microenvironment in the prognosis of patients with HNSCC is increasingly recognized.

Hypothesis: The immune tumor microenvironment plays a relevant role in the pathogenesis and
prognosis of HNSCC.

Objective: The overall aim of this work was to evaluate the tumor and stromal expression of PD-L1, PD-
1 and LLT1, and the infiltration by TILs (tumor infiltrating lymphocytes) CD8+ and Tregs/FOXP3+, and
to establish their possible associations with clinicopathological parameters and the impact on patient
survival.

Methods: Samples were retrospectively collected from 372 HPV-negative HNSCC surgically treated
patients at the Hospital Universitario Central de Asturias between 1990 and 2010. Tissue microarrays
were constructed to perform immunohistochemical analysis of tumor and stromal expression of PD-L1,
PD-1 expression in immune cells, density of CD8+ and FOXP3+ TILs and tumor and stromal expression
of LLT1. PD-L1 expression and TIL CD8+ density were combined to establish the type of tumor
microenvironment.

Results: The expression of PD-1 and PD-L1 was frequently detected in HNSCC tissue specimens. The
average density of CD8+ TILs was 275 per mm2 and 54 per mm?2 in the case of FOXP3+ TILs. Patients
with tumors that showed a positive PD-L1 TPS (tumor proportion score) or CPS (combined proportion
score) concordantly and significantly exhibited a higher disease-specific survival (DSS) and overall
survival (OS). Patients with a high density of infiltration by CD8+ TILs and FOXP3+ TILs also showed
significantly better DSS and OS. The type of tumor microenvironment correlated with DSS, with the best
DSS being observed in cases with type I (positivity for PD-L1 CPS and high density of CD8+ TIL). In
Cox multivariate analysis, only low CD8+ TIL infiltration was independently associated with a worse
DSS. LLT1 was analyzed in patients with carcinoma of the oropharynx (OPSCC; n=240). Patients
harboring positive tumoral LLT1 showed significantly worse DSS and worse OS. Patients with tumors
with a high infiltration of LLT1+ TILs showed significantly higher DSS and higher OS. Cox multivariate
analysis further revealed that tumoral LLT1 expression and infiltration of LLT1-positive TILs were
independent prognostic factors for DSS and OS.

Conclusions: A high infiltration by TILs, in particular by CD8+ T lymphocytes, and a positive
expression of PD-L1 are associated with better survival results. The combination of both positive
expression of PD-L1 and high infiltration by CD8+ TILs (type I immune microenvironment) gives the
most favorable prognosis. Tumoral expression of LLT1 is frequently detected in patients with HPV-
negative OPSCC and emerges as an independent predictor of poor prognosis. A high density of LLT1-
positive TILs is independently associated with a better prognosis.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN BIOMEDICINA Y ONCOLOGIA MOLECULAR




“La medicina es una ciencia de la incertidumbre
y un arte de la probabilidad”

William Osler
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ABREVIATURAS

- ADCC: Citotoxicidad dependiente de anticuerpo (“Antibody-dependent celular
cytotoxicity”)

- AJCC: American Joint Committe on Cancer

- APCs: Células presentadoras de antigenos (“Antigen-presenting cell”’)

- CAF: Fibroblastos asociados al cancer (“Cancer-associated fibroblast”)

- CCE: Carcinoma de células escamosas

- CCECC: Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello

- CCEH: Carcinoma de células escamosas de hipofaringe

- CCEL: Carcinoma de células escamosas laringeo

- CCEO: Carcinoma de células escamosas de orofaringe

- CNA: Alteracion en el numero de copias (“copy number alteration”)

- CPS: Puntuacion de la proporcion combinada (“Combined proportion score”)

- DCs: Células dendriticas (“Dendritic cells )

- ISH: Hibridacion in situ (“In situ hybridization”)

- KLRs: Receptores de tipo lectina en las células Natural Killer.

- LLTZ1: Lecitin Like Transcript 1

- mDCs: Células dendriticas mieloides (“Myeloid dendritic cells”)

- MDSC: Células supresoras con origen mieloide (“Myeloid-derived suppressor
cell”)

- NKC: Complejo de genes Natural Killer

- NK: Natural Killer

- PCR: Reaccion de la cadena de polimerasa

- PD-1: Proteina de muerte celular programada 1 (“Programmed Cell Death 1)



PD-L1: Ligando de muerte celular programada 1 (“Programmed Death-ligand
1)

PET- ®F-FDG: Tomografia por emision de positrones

RM: Resonancia magnética

R/M: Recurrente/metéstasico

SEE: Supervivencia especifica de enfermedad

SG: Supervivencia global

TAAs: Antigenos asociados a tumor (“Tumor-associated antigen”)

TAN: Neutrofilos asociados a tumor (“Tumor-associated Neutrophil”)

TC: Tomografia computerizada

TILs: Linfocitos infiltrantes de tumor (““‘Tumor-infiltrating Lymphocytes”)
TMASs: Macrofagos asociados al tumor (“Tumor-associated Macrophages”)
TMA: Matrices tisulares (“tissue microarrays”)

TME: Microambiente tumoral (“Tumor microenvironment”)

TPS: Puntuacién de la proporcion tumoral (“Tumor proportion score”)

TORS: Cirugia robotica transoral (“Transoral robotic surgery”)

VPH: Virus del Papiloma Humano

VPH-KRT: Virus del papiloma humano con diferenciacion queratinocitica y
reduccién del proceso oxidativo (“HPV- keratinocyte differentiation and
oxidative reduction process”)

VPH-IMU: Virus del papiloma humano con respuesta inmune y diferenciacion

celular mesenquimal (“lmmune response and mesenchymal cell differentiation”)



1. INTRODUCCION







1.1 CARCINOMAS DE CELULAS ESCAMOSAS DE CABEZA Y CUELLO

Los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC) son neoplasias
malignas de estirpe epitelial originadas en la mucosa de la via aerodigestiva superior, que
tradicionalmente incluyen la cavidad oral, orofaringe, hipofaringe y laringe. En el
presente trabajo nos hemos centrado en los carcinomas de células escamosas (CCE) que
afectan a la orofaringe, hipofaringe y laringe, por lo que al hablar de CCECC nos

referiremos a estas tres localizaciones anatémicas.

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA

El cancer de cabeza y cuello comprende un heterogéneo grupo de tumores
malignos de la via aerodigestiva superior, que en conjunto constituye la séptima causa
mas comln de cancerl. La incidencia varia de forma importante en funcién de la
localizacion anatémica y region geografica®. Mas de un 95% corresponden a carcinomas
de células escamosas®. Los CCE de cavidad oral y de laringe son los méas frecuentes, con
una incidencia de 3,9 casos por 100.000 habitantes y de 2,3 casos por 100.000 habitantes
respectivamente. De forma global, la incidencia del CCECC esta asociada al consumo
del tabaco y esta disminuyendo en los paises donde esta descendiendo su consumo®. En
contraste, la incidencia del CCECC debido a la infeccion por el virus del papiloma
humano (VPH-positivo) ha aumentado drasticamente en los Estados Unidos desde la
década de 1970, debido al incremento de carcinomas de células escamosas de orofaringe
(CCEOQ) entre hombres blancos de mediana edad. La incidencia del CCEO VPH-positivo
se ha incrementado de 0,8 casos por 100.000 habitantes entre 1988 y 1990 a 2,6 casos por
100.000 habitantes entre 2003 y 2004. En el mismo tiempo se ha producido un descenso
del 50% en la incidencia del CCEO VPH-negativo, pasando de dos casos por 100.000

habitantes a un caso por 100.000 habitantes®. En Europa la prevalencia estimada del VPH



en los CCEO se ha incrementado del 35% antes del 2000 al 73% después del 2005°. En
una revision realizada por Herrero y cols.” se ha estimado una incidencia de CCEO VPH-
positivos en Espafia e Italia alrededor del 13%. En el estudio de Rodrigo y cols.g,
describen una menor incidencia de CCEO VPH-positivos en Asturias, en comparacion al
resto de Espafia. Sin embargo, esta incidencia esta en aumento pasando del 1,3% entre

1990 y 1999 a 6,1% entre el 2000 y 2009.

1.1.2. ETIOLOGIA

Existen dos causas principales de los CCECC: consumo de tabaco y alcohol e
infeccion por VPH. Histdricamente la mayoria estaban causados por el tabaco y el
alcohol, pero en las dos tltimas décadas el VPH ha sido reconocido como agente causal,
especificamente en los CCEO. Tanto los CCECC VPH-positivos como VPH-negativos
tienen una mayor incidencia en los varones que en las mujeres, y la incidencia también
se incrementa con la edad. Los pacientes con CCEO VPH-positivo suelen ser de raza
blanca, tienen un estatus socioeconémico alto y son diagnosticados a una menor edad que
los pacientes VPH-negativos. Ademas, el VPH influye en el pronéstico, de forma que los
pacientes con CCEO VPH-positivo tienen un mejor prondéstico que los VPH-negativo®.

Factores de riesgo CCECC-VPH-negativo:

El tabaco es el agente causal de la mayoria de CCECC y el riesgo se incrementa
de forma sinérgica con el alcohol®. Histéricamente, aproximadamente el 90% de los
pacientes con CCECC tenian historia de consumo de tabaco, con un riesgo aumentado de
4 a 5 veces de desarrollar carcinomas orales, orofaringeos e hipofaringeos y un riesgo
aumentado 10 veces de desarrollar carcinomas laringeos!®. Los efectos carcindgenos del

tabaco son dosis dependiente en relacion con la frecuencia, duracion e intensidad del



habito tabaquico. De forma paralela, el cese del consumo reduce el riesgo de desarrollar
CCECC a medida que se incrementa el tiempo desde el cese del consumo??,

El consumo del alcohol incrementa el riesgo de CCECC y se estima que del 1%
al 4% de los casos pueden ser atribuibles al consumo de alcohol en pacientes no
fumadores, e incrementa dos veces el riesgo de desarrollar CCECC en bebedores que
nunca han fumado®. En particular, el consumo de alcohol incrementa en mayor medida
el riesgo de carcinomas de células escamosas de hipofaringe (CCEH) en comparacion
con otras sublocalizaciones!#. Sin embargo, el mayor impacto del alcohol se observa en
la interaccién con el tabaco, donde tiene un impacto multiplicativo en el riesgo de
cancer®,

Los CCECC son dos a cinco veces mas comunes en hombres que en mujeres,
aunque esta ratio varia en funcién de la region geogréafica y se cree que es debida a un
mayor consumo de tabaco y alcohol en varones?. Los indicadores de un bajo nivel
socioeconémico, como bajo nivel educacional y bajos ingresos econémicos, estan
fuertemente asociados con un incremento del riesgo de CCECC de manera global®,
Aunque el riesgo se atenua tras ajustar el consumo de tabaco y alcohol, aproximadamente
un tercio del riesgo asociado con un bajo nivel socioeconémico permanece desconocido.
Incluso entre no fumadores y no bebedores, existe un mayor riesgo de desarrollar CCECC
entre los pacientes con un bajo nivel socioeconémico?’.

La supresion inmune secundaria a farmacos inmunosupresores y a la infeccién por
VIH incrementa el riesgo de CCECC?,

Factores de riesgo CCECC VPH-positivo:

La infeccion por el VPH es una infeccidn de transmision sexual que suele cursar
de forma asintomatica, pero que puede producir diferentes tipos de lesiones benignas y

malignas entre las que se encuentra el CCECC VPH-positivo, un subtipo que ocurre



primariamente en los tejidos linfoides de amigdalas linguales y palatinas'®. La proporcion
de CCEO causados por el VPH esté en incremento, con una prevalencia estimada del 80%
en los Estados Unidos. En contraste, el VPH es detectado en menos del 20% del resto de
localizaciones de los CCECCS. La infeccién oral por VPH es un precursor de CCEO-
VPH positivo. Aunque existen mas de cien tipos diferentes de VPH, solamente un
pequefio grupo de estos son considerados de alto riesgo oncogénico?°. El subtipo VPH16
es responsable de mas del 90% de los CCEO VPH-positivos?t. Aunque la historia natural
de la progresion de infeccion oral por VPH a CCEO VPH-positivo no esté esclarecida, se
sabe que la mayoria de las infecciones por VPH no progresan a cancer. El tiempo desde
la primera infeccion oral por VPH hasta el desarrollo de cancer es desconocido, aunque
se cree de mas de una década??. Aunque el VPH es una causa clara de CCEO VPH-
positivo, existen otros factores que influyen en los riesgos de exposicion al VPH oral,
como la persistencia de la infeccion por VPH una vez que es adquirida.

Los habitos sexuales son una forma de exposicion a la infeccion por VPH y estan
fuertemente asociados con el riesgo de CCEO VPH-positivo?3. En cambio, no se relaciona
con el riesgo de CCECC VPH-negativo reflejando las distintas etiologias de estas dos
enfermedades®. Aunque es dificil de identificar cual de los habitos sexuales confiere el
mayor riesgo de infeccion por VPH oral, el sexo oral se cree que es la principal via de
transmision.

Entre un tercio y dos tercios de los pacientes con CCEO VPH-positivo tienen
historia de consumo de tabaco®. Este se asocia de forma significativa con un incremento
de la prevalencia de VPH oral y la prevalencia de VPH16 se incrementa de forma dosis-

dependiente con mayores prevalencias a mayor consumo de tabaco?.



Los pacientes con CCEO VPH-positivos son predominantemente varones (85%-
90%), de raza blanca (92%-95%) y con una edad media comprendida entre los 50 y 56

afos®.

1.1.3. EVALUACION Y DIAGNOSTICO

La exploracion endoscopica, la palpacion cervical, la tomografia computarizada
(TC) y la resonancia magnética (RM) son usadas de rutina para determinar la extension
inicial y estadio. La tomografia por emision de positrones con 8F-Fluorodesoxiglucosa
(PET-F-FDG) ha incrementado la sensibilidad para detectar pequefios tumores y
afectacion ganglionar no palpable en la exploracién o visualizacion directa®.

El diagndstico se establece mediante el analisis histologico. Con la identificacion
de la infeccion por VPH de alto riesgo, principalmente el subtipo VPH16, como factor de
riesgo para el desarrollo de CCEO y su implicacion pronostica, existe un creciente interés
en clasificar al CCECC como VPH positivo y negativo. Esta distincion se debe a la
diferente biologia molecular, mutaciones, predictores de respuesta al tratamiento y
pronostico entre estos dos subtipos?®. Dado que el papel del VVPH en otras localizaciones
diferentes a la orofaringe y su valor prondstico contintan en debate, esta distincion no se
suele aplicar a las otras localizaciones.

Existe un diferente fenotipo biolégico y molecular entre el CCEO VPH-positivo
y el CCEO VPH-negativo?’. El andlisis inmunhistoquimico de p16-INK4A en las
muestras tumorales se emplea como test inicial de eleccion y como biomarcador
subrogado de la infeccién por VPH de alto riesgo?®, seguido por la deteccién del ADN
del VPH mediante hibridacion in situ (ISH) o reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR)?. A diferencia del CCEO VPH-positivo, el CCECC causado por el tabaco v el



alcohol estd méas asociado con mutaciones en p53 y otros genes supresores de tumores,
haciéndolos menos sensibles al tratamiento con quimioterapia y radioterapia?®.

En la 82 Edicion del Manual de Estadificacion del Cancer de la American Joint
Committe on Cancer (AJCC) y de la Unién Internacional Contra el Cancer (UICC),
publicada en 2017, se realizaron cambios en la estadificacion de los CCECC. Algunos de
los cambios incluyen la subclasificacion en funcion del estatus VPH del CCEO, la
inclusion de la extension extranodal (ENE) en los CCECC VPH-negativos, la inclusién
de la profundidad de invasion (DOI) en los carcinomas de células escamosas de la cavidad

oral y cambios en la definicion de los tumores con primario de origen desconocido®.

1.1.4. TRATAMIENTO

La cirugia, radioterapia y quimioterapia y las diversas combinaciones de
tratamiento son empleadas en el manejo del CCECC en funcién del estadio TNM y
localizacion del tumor primario. La enfermedad en un estadio inicial (1 y 1) es la forma
de presentacion en un 40% de los pacientes y se trata con una sola modalidad de
tratamiento: cirugia o radioterapia. Para la mayoria de los pacientes con una enfermedad
en un estadio avanzado (I11'y IVA/B) resecable, que representan un 60% de los casos, el
tratamiento esta basado en radioterapia combinada con quimioterapia basada en platinos,
con o sin quimioterapia de induccién o cirugia mas radioterapia/quimiorradioterapia®.
La enfermedad metastasica se trata mediante quimioterapia en combinacion,
monoterapia, inmunoterapia o tratamiento de soporte en funcién de la situacion clinica.

El tratamiento de la recurrencia local o regional depende del sitio de la recurrencia
y las terapias previas y puede variar desde cirugia de rescate a radioterapia con

quimioterapia, solo quimioterapia?®3! o inmunoterapia®.
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La cirugia esta indicada en tumores resecables en los que se puedan lograr bordes
quirurgicos libres de tumor. La cirugia clasica abierta o los procedimientos minimamente
invasivos como la cirugia transoral robotica (TORS) o cirugia transoral laser (TLM) se
emplean en funcién de las caracteristicas del tumor y sitio anatomico. En el momento
actual, se plantea la TORS como una alternativa a la quimiorradioterapia como estrategia
preservadora de funcidn en casos avanzados, en un intento de reducir la toxicidad de la
quimiorradioterapia. En manos expertas se postula efectiva y segura oncolégicamente
para casos seleccionados de CCEQ®3.

La radioterapia se emplea como tratamiento Unico en casos iniciales (estadios I-
I1), terapia adyuvante a la cirugia, o concurrente con la quimioterapia en el tratamiento
de la enfermedad localmente avanzada®!. La dosis de radiacién varia entre los 60 Gy y 70
Gy. La estrategia de desintensificacion de dosis en pacientes con bajo riesgo de recidiva
esta en estudio y la IMRT (radioterapia de intensidad modulada) puede reducir los efectos
adversos tardios?®.

La quimioterapia es parte de la terapia multimodal. Se puede administrar como
quimioterapia de induccion, concomitante con radioterapia y como tratamiento
adyuvante®!. El cisplatino a altas dosis es el radiosensibilizador estandar en el tratamiento
del CCECC. Como farmaco alternativo tenemos el cetuximab3*3®, Sin embargo, la
adicion de cetuximab a cisplatino con radioterapia no demostr6 mejoria en la
supervivencia en comparacion a cisplatino con radioterapia en un ensayo en fase 3,
incrementando de forma notable la toxicidad34. Estudios recientes demuestran que la

concomitancia con cisplatino es superior a la concomitancia con cetuximab?.
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1.1.5. PRONOSTICO

La supervivencia tras el diagnostico de un CCECC depende fundamentalmente de
la localizacion anatémica del tumor primario, el estadio y el estatus VPH (en el caso de
los CCEQ), junto con otros factores clinicos y patoldgicos. El sistema de estadificacion
de la AJCC/UICC es el principal parametro usado para predecir el prondstico y guiar el
tratamiento®. La supervivencia a los 5 afios tras el diagnéstico de un CCECC en los
Estados Unidos es de aproximadamente un 65%. La supervivencia a los 5 afios del
diagndstico se ha incrementado de forma significativa en los Gltimos 20 afios pasando de
un 54,7% entre 1992 y 1996, hasta un 65,9% entre 2002 y 2006. El incremento de la
supervivencia ha sido mayor en el CCEO, donde la supervivencia a 5 afios ha pasado del
39,7% al 69,8%. Este incremento puede ser atribuido a los avances en el tratamiento y al
mejor pronostico de los CCEO VPH-positivos, cuya incidencia ha aumentado en los

Gltimos afios®.
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1.2. GENERALIDADES SOBRE LA BIOLOGIA MOLECULAR EN LOS
CARCINOMAS DE CELULAS ESCAMOSAS DE CABEZA Y CUELLO
1.2.1. MODELOS DE CARCINOGENESIS GENOMICA

En términos generales, los CCECC se pueden clasificar en tres subgrupos
genéticos: tumores con presencia de VPH transcripcionalmente activo (VPH-positivo),
tumores que son VPH-negativos con numerosas variaciones en el numero de copias
(CNA-alto) y tumores que son VPH-negativos con pocas variaciones en el nimero de
copias (CNA-silentes)®. Estos subgrupos han sido identificados mediante perfiles de
expresion génica pero no han sido verificados por completo y aln se encuentran bajo
investigacion®®,

Las vias de p53 y RB juegan un papel clave en el control del ciclo celular y se
encuentran frecuentemente alteradas en los CCECC VPH-negativos, si bien parece que
permanecen activas en los tumores CNA-silentes. Ademas, la etiologia de los tumores
CNA-silentes no esta del todo definida y la edad se considera como factor de riesgo.
Numerosos oncogenes Yy rutas de sefializacion se relacionan con la progresion del CCECC
VPH-negativo con CNA-alto, destacando las mutaciones en FAT1 y NOTCH1 que se
relacionan con la via de WNT-B-catenina y siendo su principal factor de riesgo el
consumo de tabaco®®,

El CCECC clésico (VPH-negativo con CNA-alto) se caracteriza por mutaciones
en el factor nuclear eritroide de tipo 2 relacionado con el factor 2 (NFE2L2). Los tumores
VVPH-negativos de forma habitual se desarrollan desde cambios precursores en la mucosa
que se pueden presentar como leucoplasias. Las células en la mucosa leucoplésica
progresan a cancer por acumulacion de mutaciones. La falta de conocimiento sobre los
cambios precursores dificulta la precision de la situacion temporal de los eventos, pero se

cree que la acumulacién de mutaciones es el factor mas importante (Figura 1)%,
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FIGURA 1: Modelos de carcinogénesis gendmica en los CCECC. Tomado de la

referencia®.

1.2.2. ALTERACIONES GENETICAS MAS FRECUENTES

Como ya se ha mencionado, existen caracteristicas clinicas, bioldgicas y
moleculares que distinguen a los CCEO VPH-positivos de los VPH-negativos®’, y por
ello los CCEO VPH-positivos han sido reconocidos como una entidad independiente en
la actual clasificacion de la AJCC/UICC. Por el contrario, los CCECC causados por el
tabaco y el alcohol estan méas asociados con mutaciones de TP53 y otros genes supresores
de tumores?®. La secuenciacion del genoma de los CCECC ha identificado, ademas de
mutaciones en TP53, mutaciones relacionadas con sefiales de supervivencia (PIK3CA-
AKT1-MTOR-PTEN, EGFR y MET), proliferacion (RB, MET, CCDNI,

CDKN2A/CDKNZ2b e inactivacion de p16) y desdiferenciacion tumoral (NOTCH1)%. Son
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mas frecuentes las mutaciones de TP53 e inactivacion de p16/CDKN2A entre los CCECC
VVPH-negativos, y mutaciones en TRAF3, PIK3CA y amplificacion de E2F1 en los

CCECC VPH-positivos.

1.2.3. SENAS DE IDENTIDAD DEL CANCER

Las sefias de identidad del cancer (“hallmarks’) comprenden seis capacidades
bioldgicas que son adquiridas durante las diferentes etapas del desarrollo tumoral.
Incluyen mantener la sefializacion proliferativa, evadir los supresores del crecimiento,
permitir la inmortalidad replicativa, resistencia a la muerte celular, induccién de la
angiogeénesis y activacion de la invasion y la metastasis. Detras de estas sefias de identidad
se encuentran la inestabilidad del genoma y la inflamacion. En la Gltima década se han
agregado dos nuevas sefias de identidad: la reprogramacién del metabolismo energético
y la evasion de la destruccion inmunolégica (Figura 2)*L. Por otro lado, los tumores son
estructuras complejas y heterogéneas. Ademas de las células cancerosas, contienen un
repertorio de diferentes poblaciones de células normales del estroma circundante y células
inmunes reclutadas, que en conjunto constituyen el microambiente tumoral (TME)
(Figura 3), y a través de una estrecha comunicacion tumor-estroma contribuyen a la

adquisicion de estos rasgos distintivos del cancer??.
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FIGURA 2: Sefias de identidad del cancer. Tomado de la referencia®!.
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FIGURA 3: Componentes del TME. Tomado de la referencia®.
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1.3. INMUNOLOGIA TUMORAL EN LOS CCECC
1.3.1. GENERALIDADES

La capacidad para evadir la respuesta inmune ha sido identificada recientemente
como una nueva sefia de identidad del cancer®t. Aunque el cancer es dirigido inicialmente
por mutaciones oncogénicas, las células cancerosas tienen la capacidad de modular o
“educar” al microambiente circundante y a las sefiales del sistema inmune para
desarrollarse, invadir y metastatizar®?.

La inmuno-edicién del cancer describe una relacion dindmica entre el tumor y el
sistema inmune. En la fase de eliminacion, el sistema inmune puede identificar y eliminar
células tumorales segun la expresion de antigenos asociados a tumor (TAAS). La fase de
equilibrio se caracteriza por un estado latente del tumor: las células cancerosas no se
destruyen, pero su crecimiento esta restringido por el sistema inmune. Y en la fase de
escape inmune las células pueden suprimir o evadir el control inmune®.

La respuesta al tratamiento y la progresion tumoral estd influenciada por la
interaccion entre el tumor y el TME. EI TME representa un complejo ecosistema en el
que se produce una estrecha comunicacion e interaccion entre las diversas subpoblaciones
celulares que lo componen, como las células tumorales, los linfocitos T y B, las células
Natural Killers (NK), células supresoras con origen mieloide (MDSC), macrofagos,
células dendriticas y fibroblastos asociados al cancer (CAF), junto con la matriz
extracelular (Figura 3)*144,

Se considera a los linfocitos infiltrantes tumorales (TILs) como los efectores
cruciales de la respuesta inmune antitumoral y su presencia ha sido relacionada con un
incremento en la supervivencia en varios tipos de cancer*®#, Los tumores han
desarrollado mecanismos para evadir la respuesta inmune del huésped (inmuno-

supervivencia) entre los que se encuentran la capacidad de disminuir la expresion de HLA
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de clase | para evitar el reconocimiento por las células T4/, induccion de la apoptosis de
las células T8, reclutamiento de células inmunosupresoras como células T reguladoras
(Tregs), MDSCs, o macréfagos de tipo M2, inactivacion del proceso de reconocimiento
de antigenos previniendo el procesamiento y presentacion de los antigenos asociados al
tumor*?, alteracion de los puntos de control inmune® y supresion de la actividad citolitica
de las células NK5L. También a través de un proceso selectivo conocido como inmuno-
edicion, se seleccionan las células tumorales menos inmunogénicas por su capacidad de
escapar del sistema inmune ofreciendo asi una ventaja biolégica para sobrevivir4,

En los Gltimos afios el microambiente inmune tumoral ha ganado mucho interés,
especialmente debido a los avances en la inmunoterapia del cancer. Desde que los
CCECC se dividen en VPH-positivos (principalmente el CCEO) y VPH-negativos, es de
esperar que el TME de cada subtipo pueda variar. Los CCECC VPH-positivos presentan

un incremento del infiltrado inmune comparado con los CCECC VPH-negativos®?.

1.3.2. ELEMENTOS DEL MICROAMBIENTE TUMORAL
1.3.2.1. CELULAS EFECTORAS DEL SISTEMA INMUNE INNATO

Los neutréfilos y las células NK son las células efectoras innatas y son las
primeras en responder en caso de dafio tisular.

Neutroéfilos: pueden ser atraidos al microambiente tumoral a través de la
secrecion de IL-8, CCL4 o CCL5 por las células tumorales. Los neutrofilos asociados al
tumor (TAN) pueden diferenciarse hacia un fenotipo antitumoral (N1) o protumoral (N2),
en funcion de los factores de crecimiento presentes en el TME. Los TAN de tipo N2
pueden promover el crecimiento tumoral favoreciendo la inestabilidad genética,

angiogénesis, metastasis y supresion inmune®. En estudios recientes se ha encontrado
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una menor supervivencia y mayor porcentaje de afectacion ganglionar en pacientes con
carcinomas de orofaringe e hipofaringe con una alta infiltracion por neutr6filos>4,
Células NK: tienen un efecto citolitico directo a través de la liberacion de
perforinas y granzimas y pueden secretar IFN-y que promueve la activacion de células
mieloides y células T-helper 1. Pueden promover la apoptosis tumoral via FasL o0 TRAIL
(apoptosis relacionada con TNF inducida por ligando). También las células NK pueden
eliminar células tumorales a través de la citotoxicidad dependiente de anticuerpo
(ADCC)*. En el momento actual, se sabe poco acerca de la presencia de las células NK
en el TME, a pesar de que el mecanismo inmune del anticuerpo dirigido frente a EGFR
(cetuximab) actlia sobre la citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC)%. La
presencia de células NK CD56+ tumorales y estromales se ha asociado con una mayor

supervivencia, tanto en pacientes con CCECC VPH-positivos como VPH-negativos®’.

1.3.2.2. CELULAS MIELOIDES

Células dendriticas: las células dendriticas (DCs) son células presentadoras de
antigenos (APCs) que relacionan el sistema inmune innato con el adaptativo. Se encargan
de seleccionar antigenos del sitio tumoral y, cuando se activan de forma apropiada,
inducir una respuesta tumoral especifica de células T. Algunos estudios previos sugieren
que un mayor numero de células mieloides DCs (mDCs) se asocia con una mayor
infiltracién por linfocitos intratumorales, menores tasas de metastasis ganglionares,
menos recurrencias y una mejor supervivencia en pacientes con CCECC585%60, por el
contrario, otros estudios no relacionan la infiltracion por DCs con parametros clinicos en
el CCECC®82, En los estudios donde se incluyo el estatus VPH, se ha encontrado mayor
infiltracion por DCs en CCECC VPH-positivos®®, mientras que en otros no se han

encontrado diferencias®.
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Macrdéfagos: los macréfagos estan presentes en el TME y aparecen con dos
fenotipos. Los macrofagos activados por IFN-y polarizan hacia un fenotipo M1 y
contribuyen a respuestas inmunes antitumorales. Los macrofagos activados por IL-4
polarizan hacia un fenotipo M2 y contribuyen a respuestas antiinflamatorias y
protumorales*. Se ha descrito una mayor densidad de células CD68+ (marcador de
macrofagos) en los CCECC en comparacion a tejido sano y su presencia se asocia a una
peor supervivencia y mayor afectacion ganglionar®®, aunque esta correlacién no se
observa en otros estudios®”8, Las evidencias sugieren un rol de los TAMs (Macréfagos
asociados al tumor) M2 en la progresion de los CCECC. Los CCECC VPH-positivos
parecen presentar una mayor infiltracion por TAMs M1, mientras que los CCECC VPH-
negativos presentan una mayor infiltracion por TAMs M244,

Células supresoras con origen mieloide (MDSCs): estan caracterizadas por su
capacidad para inhibir las respuestas inmunes innatas y adaptativas. Suprimen la accion
de las células T CD4+ y CD8+, inducen células Tregs y actGan junto a los macréfagos
favoreciendo un fenotipo inmunosupresor elevando los niveles de IL-10 y disminuyendo
IL-12%°. Una mayor infiltracion por MDSCs se ha correlacionado con un estadio clinico
mas avanzado y mayor grado histolégico’, y se ha encontrado una mayor infiltracién por

MDSCs en CCECC en comparacion al tejido sano®°.

1.3.2.3. CELULAS EFECTORAS DEL SISTEMA INMUNE ADAPTATIVO
Células T CD8+: tras la activacion por estimulacién antigénica por las APCs o
por citoquinas, las células T CD8+ nativas se diferencian en células T efectoras de
memoria o citotoxicas’. Las células T citotdxicas constituyen un subgrupo de células T
con la capacidad de reconocer y eliminar células tumorales. Varios estudios correlacionan

un alto infiltrado inmune tumoral por células T CD8+ con mejor prondstico en
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CCECC"273747576 Sin embargo, el efecto parece verse influido por la localizacion del
tumor primario, la cantidad relativa de otras células inmunes infiltrantes, la distribucion
espacial y estatus del VPH*. Dos recientes meta-analisis sobre el rol de los TILs CD8+
en el CCE oral han mostrado resultados contradictorios’”’8, En el CCEO, los TILs CD8+
parecen tener un efecto positivo en la supervivencia cuando se detecta una alta infiltracion
tanto estromal como tumoral’®798%81 | os CCEO VPH-positivos muestran una mayor
infiltracion por TILs CD8+ y se ha descrito que, entre estos pacientes, los que tienen una
menor proporcién de TILs CD8+ no presentan un mejor prondstico en comparacion a los
VPH negativos®. En los CCEL, una alta infiltracion por TILs CD8+ también se ha
relacionado con una mejor supervivencia®38+8s,

Células T CD4+: representan un heterogéneo grupo de células que pueden ser
subclasificadas en varios tipos: Thl, Th2, Th9, Th17, células T helper foliculares (Tfh) y
Tregs®. El rol de estas células en los CCECC puede ser atribuible a cualquier subtipo y
la tincién inmunohistoquimica de CD4+ puede no ser suficiente. Esto puede explicar el
ambiguo rol de células T CD4+ en el CCECC*. No se ha hallado una correlacion
significativa entre los TILs CD4+ y un prondstico mas favorable en pacientes con
CCECC"3878889 para establecer su papel en el CCECC es necesario un estudio de las
subpoblaciones de TILs CD4+ en las diversas localizaciones y subtipos tumorales.

Células T reguladoras: son una subpoblacion de células T CD4+ que pueden ser
identificadas por la expresion del factor de transcripcion FoxP388. Juegan un papel clave
en el mantenimiento de la tolerancia inmune regulando otras células inmunes (DCs,
celulas NK, células B, células CD4+ y CD8+), por lo que también facilitan el escape
inmune y la progresion tumoral®. En estudios recientes, una mayor presencia de TILs

CD4+ FoxP3+ se ha asociado con un mejor pronéstico en CCECC®%2, Sin embargo, por
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localizaciones, en el CCE de cavidad oral se correlaciona una menor presencia de TILs
CD4+ FoxP3+ con un mejor prondstico®4,

Linfocitos B: la presenciay valor pronostico de las células B en el TME esta poco
estudiado*. Como parte del sistema inmune adaptativo, los linfocitos B juegan un rol
importante en la respuesta inmune frente a las células tumorales. Los linfocitos B maduros
pueden producir anticuerpos que se unen a las células tumorales permitiendo la ADCC
por las células NK, la fagocitosis por macrofagos mediada por el receptor Fc, convertirse
en células presentadoras de antigeno o interactuar directamente con las células T CD4+
(CD40/CD40L) y CD8+ (CD27/CD70), favoreciendo asi la accién inmune antitumoral®®.
Sin embargo, las células B reguladoras (Bregs) se cree que estimulan el crecimiento
tumoral por interaccion negativa con otras células inmunes del TME®®. Se ha descrito una
mayor proporcion de linfocitos B CD19+/CD20+ tumorales en los CCECC VPH-
positivos, frente a los CCECC VPH-negativos y mucosa sana®%’. La mayoria de los
estudios asocian la presencia de linfocitos B con un mejor pronéstico de los CCECC%%,

Pero otros estudios no encuentran esta asociacion favorablel,

1.3.2.4. OTROS COMPONENTES DEL ESTROMA

Fibroblastos asociados al cancer (CAFs): son las células no inmunes mas
abundantes en el estroma. Favorecen el desarrollo tumoral promoviendo la proliferacion
tumoral, invasién y metéstasis. La presencia de CAFs en el TME se relaciona con
desmoplasia estromal mediante la deposicion de colageno. Los marcadores mas
empleados para identificar CAFs son a-SMA (smooth muscle actin), integrina a6 y FAP
(fibroblast activation protein). Producen factores de crecimiento epidérmico (EGF) y
vascular (VEGF) y producen metaloproteasas de matriz (MMPs) que ayudan en el

remodelado de la matriz extracelular y favorecen la progresion tumoral y el desarrollo de
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metastasisi®®. También promueven la supresion inmune en el estroma circundante, al
producir niveles altos de TGF-B, IL-10 e IL-6, y reclutan méas células inflamatorias a
través de la secrecion de quimocinas'®. Existen pocos estudios al respecto, pero algunos
estudios iniciales han relacionado la mayor abundancia de CAFs con un peor prondstico

en los CCEC(C103.104,105
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1.3.3 ALTERACION DE LOS PUNTOS DE CONTROL INMUNE

La respuesta inmune se activa cuando las células T reconocen a los TAAs expresados
por las células tumorales y procesados por las células presentadoras de antigenos (APC).
Con el fin de mantener la homeostasis inmune, la activacion de las células T esta regulada
por sefiales estimuladoras e inhibidoras. Las células T requieren dos sefiales para
activarse. La primera es generada a través del receptor de células T (TCR) la cual es
dependiente de antigeno. La segunda es co-estimuladora, generada por la interaccion

entre moléculas co-estimuladoras en la membrana de las APC y la célula T.

Los puntos de control inmune representan recesos inmunologicos que bloquean a los
efectos estimuladores de células T con el fin de evitar la autoinmunidad (Figura 4). Las

moléculas clave que participan en vias de control inmune incluyen PD-1/PD-L1y CTLA-

4106

PD-1 (programmed cell death 1): es un receptor inhibidor que pertenece a la familia
de CD28. Se expresa en la superficie celular de las células T activadas (también células
B, NK y monocitos). Después de unirse a sus principales ligandos (PD-L1y PD-L2), PD-
1 impide la activacion de células T y limita la actividad de células T efectoras en drganos
periféricos y tejidos durante la inflamacion. Esto se consigue inhibiendo la proliferacion
de las células T y regulando a la baja a las moléculas anti-apoptoticas y la liberacion de

citoquinas'®’,

PD-L1 (programmed cell death ligand 1): es el ligando fisiolégico de PD-1. Es
inducido en tejido no linfoide y en células tumorales. Se expresa bajo condiciones
inflamatorias desencadenado por citoquinas entre las que destaca IFN-y y estimulos
exogenos. En células tumorales, la expresion de PD-L1 puede estar desencadenada por

alteraciones celulares asociadas a carcinogénesis (induccion intrinseca). Su expresion
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ocurre frecuentemente en una variedad de tumores, incluyendo los CCECC. La unién del

PD-L1 con PD-1 bloquea la activacion de células T favoreciendo la evasion inmunel®,

CTLA-4: es una glicoproteina de superficie expresada por las células T. Regula
negativamente la activacién de las células T compitiendo por los ligandos B7, CD80 y
CD86 con el receptor activador CD28. En los CCECC, se ha encontrado en superficie
una expresion aumentada de CTLA-4 en las células T reguladoras (Tregs), que

disminuyen la proliferacion de las células T,
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FIGURA 4: Vias de sefalizacion estimuladoras o inhibidoras de células T y

anticuerpos monoclonales dirigidos contra ellas. Tomado de la referencial®,

Expresion de PD-L1:
PD-L1 no se expresa generalmente en tejido normal, pero algunas citoquinas

inflamatorias, en particular IFNy, pueden aumentar su expresion en varios tipos celulares,
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incluyendo las células tumorales. Esto indica que los tumores pueden aumentar la
expresion de PD-L1 en respuesta a IFNy secretado por los TILs. Se considera un
mecanismo de resistencia inmune adaptativo para suprimir la funcién de las células T
efectoras y PD-L1 también puede ser expresado en el tumor sin presencia de TILs,
Basado en la combinacion de la expresion de PD-L1 y la densidad de TILs, Teng MW et
al.1% han propuesto clasificar los tumores en cuatro grupos:

o Tipo I: expresion de PD-L1 con alta densidad de TILs. Se considera que
presentan una resistencia inmune adaptativa. Estos pacientes podrian ser
los méas beneficiados de la inmunoterapia.

o Tipo II: no presentan expresion de PD-L1 y no presentan TILs. Se
considera que presentan una ignorancia inmune. Son los denominados
“desiertos inmunologicos”, y en ellos no seria eficaz la inmunoterapia.

o Tipo IlI: expresion de PD-L1 y no presentan TILs, por lo que la induccion
de la expresion de PD-L1 seria debida a las alteraciones oncogénicas
(induccion intrinseca). Esto sugiere una inmunosupresion tumoral.

o Tipo IV: no presentan expresion de PD-L1 y tienen una alta densidad de
TILs. Esto sugiere una tolerancia inmune. La inmunosupresion se supone
debida a otro mecanismo diferente a PD-1/PD-L1.

La inmunoterapia ha emergido como una estrategia de tratamiento prometedora en el
cancer. El blogueo de los puntos de control inmune usando anticuerpos dirigidos
principalmente frente a PD-1/PD-L1 ha demostrado eficacia en el tratamiento de varias
neoplasias!®®!!, En 2016 la FDA (Food and Drug Administration) aprob¢ el uso de los
anticuerpos monoclonales anti-PD-1 Nivolumab y Pembrolizumab para el tratamiento de
pacientes con un CCECC recurrente/metastasico (R/M) y refractario a las terapias

basadas en platino. En 2019, la FDA aprob0 el uso de Pembrolizumab como primera linea
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de tratamiento en pacientes con un CCECC R/M irresecable®. La expresion de PD-L1 se
ha propuesto como biomarcador predictivo para los inhibidores de los puntos de control
inmune, aunque ha mostrado un valor predictivo moderado entre los tumores sélidos*!2.
En el CCECC, la expresion de PD-L1 se correlaciona con una buena eficacia de los
inhibidores de los puntos de control inmune anti-PD-1/PD-L1 y se incrementa el valor
predictivo cuando se considera tanto la expresién de PD-L1 como de la infiltracion
tumoral por células inmunes. Sin embargo, el valor predictivo de la expresion de PD-L1
tiene limitaciones ya que algunos pacientes PD-L1 negativos han mostrado respuesta al
tratamiento con inmunoterapial*314,

Maés alla del posible papel de PD-L1 como biomarcador predictivo de la respuesta
anti-PD-1/PD-L1 en los CCECC, el valor prondstico de su expresion continta siendo
controvertido. Dos recientes meta-analisis no han mostrado un claro impacto de la
expresion de PD-L1 en el pronéstico de los CCECC!51%6, No obstante, la considerable
heterogeneidad entre los estudios podria contribuir a explicar estos resultados
contradictorios. También pueden causar discrepancias las diferencias metodoldgicas en
la tincion inmunohistoquimica de PD-L1, incluyendo los anticuerpos empleados y/o los
puntos de corte de cada estudio. Ademas, las localizaciones heterogéneas, el estadio,
diferentes regimenes de tratamiento y el estatus VPH de los pacientes pueden haber
contribuido a los resultados variables. En nuestra opinién, un analisis méas detallado del
microambiente tumoral y del infiltrado inmune asociado a la expresion de PD-L1 puede

ser beneficioso para definir y clarificar su valor pronéstico en los CCECC.
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1.3.4. SUPRESION DE LA ACTIVIDAD CITOLITICA DE LAS CELULAS NK

Los receptores de tipo lectina en las celulas NK (KLRs) son un tipo de
glicoproteinas de tipo lectina C, codificadas por genes del Complejo NK (NKC)
localizados en el brazo corto del cromosoma 1251:117:118 Ademas de la subfamilia NKG2,
NKC incluye un grupo de genes menos estudiado que codifican los receptores NKRP1
(CD161) y sus ligandos lectina de tipo C (CLEC). En este grupo, los mas estudiados son
el complejo NKRPLA/LLT1 -codificados por los genes KLRB1 y CLEC2D,
respectivamente!!®. Ambas moléculas son glicoproteinas de sefializacion transmembrana
de tipo Il con un dominio lectina tipo C extracelular. NKRP1 se expresa
predominantemente en la superficie de células NK, donde actia como un receptor
inhibidor. Sin embargo, también estimula las células T, lo que resulta en la liberacion de
IL-17 y citoquinas inflamatorias®®.

En un reciente estudio de metadatos sobre 18.000 tumores de 39 tipos tumorales,
Gentles AJ y cols.*?° describieron la expresion de KLR1B (CD161) como uno de los
marcadores pronosticos mas favorables. La unidn del ligando LLT1 (Lecitin Like
Transcript 1) al receptor NKRP1 de las células NK también estimula la produccion de
IFN-y, y de forma similar estimula la activacion de las células B'?l, LLT1 también se
expresa en osteoblastos y condrocitos e inhibe la degradacion 6sea. La expresion tumoral
de LLT1 puede facilitar la supervivencia de las células tumorales frente a la actividad
citolitica de las NK. Por otro lado, NKRP1 puede estar involucrado en la activacion de
los linfocitos B y T en el curso de reacciones inflamatorias y la patogénesis de
enfermedades autoinmunes. De esta forma, el complejo receptor/ligando NKRP1A/LLT1
se postula como una diana terapéutica que podria ser usada en la inmunoterapia del cancer
y algunas enfermedades autoinmunes®. La expresion de LLT1 se ha detectado en células

B y monocitos circulantes, pero no en los macrofagos localizados en higado o pulmones.
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Ademas, se ha encontrado una alta expresion de LLT1 en sitios inmunoprivilegiados
(cerebro, placenta y testiculos) y se ha confirmado la capacidad del ligando LLT1 para

inhibir la funcion de las células NK17,
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1. HIPOTESIS

En el momento actual, el impacto del perfil de respuesta inmunologica en el
pronostico y respuesta al tratamiento de pacientes con CCECC es incierto. Esto es debido
a que la mayoria de los estudios incluyen series heterogéneas de pacientes que han
recibido diferentes tratamientos y ademas tumores de diferentes localizaciones, sin tener
en cuenta la posible influencia de la infeccion por el virus VPH.

Como se indicd anteriormente, estudios previos sobre linfocitos infiltrantes de tumor
(TILS), han mostrado que una alta infiltracion por células T CD8+ y Tregs esta asociado
a un pronostico mas favorable en el CCECC, siendo inconsistentes los resultados con
relacion a la expresion de PD-1/PD-L1. Y hasta el momento actual, las interacciones entre
PD-L1, PD-1y los diferentes tipos de TILs, asi como el impacto de estas interacciones
en el prondstico no han sido bien documentadas en estos carcinomas.

Por otro lado, se desconoce si el inhibidor de la activacion de células NK LLT1 se

expresa en los CCECC y su posible relevancia prondstica ain no se ha explorado.

2.2. OBJETIVOS

Nuestro objetivo se ha centrado en estudiar varios aspectos clave que regulan la
respuesta inmune frente al CCECC, como la infiltracion tumoral por células del sistema
inmune y la expresion de inhibidores de puntos de control inmunolégico. Para ello, se ha
seleccionado una amplia serie de pacientes diagnosticados de CCECC, con estatus del
VPH conocido, de localizaciones bien definidas y tratados de forma homogénea, con el
fin de definir el valor prondstico y las posibles implicaciones terapéuticas del perfil de

respuesta inmune.
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Este objetivo general se ha abordado a través de los siguientes objetivos especificos:

1-

Evaluar la expresion tumoral y estromal de PD-1 y PD-L1 en una cohorte
homogénea de pacientes con CCECC VPH-negativos.

Analizar la infiltracién tumoral de células T citotoxicas (CD8+) y células T
reguladoras (Tregs/FOXP3+).

Evaluar la expresion tumoral y estromal de LLT1.

Analizar las correlaciones de la expresion tumoral/estromal de PD-1, PD-L1 y
LLT1 con la infiltracion por linfocitos T (CD8+ y Tregs) y NK.

Investigar el significado clinico y valor prondstico de la expresion de PD-1, PD-
L1, LLT1 y de la infiltracion por linfocitos T y NK, asi como de las

combinaciones de estos parametros.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. SUJETOS A ESTUDIO

Se selecciond una serie homogénea de 382 pacientes tratados quirdrgicamente de
un carcinoma escamoso de cabeza y cuello (249 CCEO, 65 CCEH y 68 CCEL) en el
Servicio de Otorrinolaringologia del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA)
entre los afios 1990 y 2009.

El manejo de las muestras y los procedimientos experimentales se llevaron acabo
de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
de la Investigacion del Principado de Asturias (CEI 70/16, con fecha 5 mayo de 2016
para el proyecto P116/00280 y CEI 141/19, con fecha 14 de mayo de 2019 para el proyecto
P119/00560). EI consentimiento informado para la recoleccion, almacenamiento y
andlisis de las muestras fue obtenido de todos los pacientes.

El estadio del cancer fue establecido de acuerdo con la 72 edicion del Manual de
la American Joint Committe on Cancer Staging y la edad fue definida como la edad en el
momento de la cirugia.

Todos los pacientes tenian un tumor primario Unico localizado en orofaringe,
hipofaringe o laringe confirmado con biopsia. En todos los casos los mérgenes
quirurgicos microscopicos estaban libres de tumor, ningun paciente habia recibido otro
tratamiento antes de la cirugia y el estatus de la infeccién por VPH era conocido.

Para obtener una muestra homogeénea, se excluyeron del analisis 10 casos que
mostraban infeccion por el VPH (8 en CCEO, 1 en CCEH y 1 en CCEL), por lo que la
muestra final fue de 372 pacientes (241 CCEO, 64 CCEH y 67 CCEL)

Las variables clinico-patologicas fueron estudiadas retrospectivamente y
revisadas en la historia clinica hospitalaria. Las variables analizadas fueron: edad, sexo,
consumo de tabaco y alcohol, localizacion del tumor primario, clasificacion pT y pN,

estadio, grado de diferenciacion histolégica, administracion de RT complementaria y
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seguimiento clinico. Las caracteristicas clinico-patoldgicas del total de los pacientes
CCECC a estudio se muestran en la Tabla 1.

La edad media de los pacientes fue de 58,6 afios (rango 30-86 afios). S6lo 14 casos
fueron mujeres. El tiempo de seguimiento minimo en los pacientes que no fallecieron por
el tumor fueron 36 meses y el tiempo de seguimiento medio para el total de la serie fue
de 34,6 meses (mediana 21,5 meses). Doscientos treinta y dos (62%) de los 372 pacientes
recibieron radioterapia complementaria.

La recurrencia fue definida como recidiva del tumor en los primeros 5 afios
después del tratamiento en cualquier localizacion: recidiva local, metastasis ganglionar

y/o metéstasis a distancia.
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TABLA 1: Caracteristicas clinico-patologicas de la cohorte de 372 pacientes

con CCECC VPH-negativos seleccionados para estudio.

CARACTERISTICAS N° DE CASOS (%)

Edad (media y rango) 58,6 (30-86 afnos)
Sexo

- Varones 358 (96)

- Mujeres 14 (4)
Tabaco

- No fumadores 12 (3)

- Moderado (1-50 paquetes-afio) 149 (40)

- Importante (>50 paquetes-afio) 206 (55)

- Desconocido 5(1)
Alcohol

- No bebedores 25 (7)

- Bebedores 342 (90)

- Desconocido 5(1)
Localizacion

- Orofaringe 241 (65)

- Hipofaringe 64 (17)

- Laringe 67 (18)
Clasificacion pT

- T 38 (10)

- T2 77 (21)

- T3 125 (34)

- T4 132 (35)
Clasificacion pN

- NO 103 (28)

- N1 46 (12)

- N2 183 (49)

- N3 40 (11)
Estadio

- 20 (5)

- 24 (6)

- 64 (17)

- 1V 264 (71)
Grado de diferenciacion

- Bien diferenciado 147 (39)

- Moderadamente diferenciado 148 (40)

- Pobremente diferenciado 77 (21)
Radioterapia complementaria

- Si 232 (62)

- No 140 (38)
Recurrencia

- Si 224 (60)

- No 148 (40)

Total 372




3.2. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS Y CONSTRUCCION DE MATRICES
TISULARES (TMA)

Se obtuvieron las muestras histologicas tumorales conservadas en parafina a
través del Biobanco del Principado de Asturias (PT17/0015/0023). El diagnostico
histolégico de carcinoma escamoso fue confirmado por patdlogos expertos. Se
seleccionaron tres areas morfolégicamente representativas de cada bloque de tejido
tumoral parafinado para la construccion de las matrices tisulares (TMAS). Se emplearon
tres cilindros de 1 mm de didmetro de cada caso para construir los TMAS, como se
describi6 previamente!?2,

Asi se construyeron un total de 15 TMAS, que contenian 3 nucleos de tejido de
cada uno de los 382 CCECC (141 CCEO amigdalar, 108 CCEO en base de lengua, 65
CCEHy 68 CCEL). Cada TMA también incluia 3 cilindros de mucosa normal de laringe
o de faringe, que sirvieron como control interno. El epitelio normal se obtuvo de pacientes
adultos varones, no fumadores y no bebedores e intervenidos de amigdalectomia o de

polipos laringeos.
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3.3. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

Los TMAs fueron cortados en secciones de 3 um y secados en portaobjetos de
microscopio IHC Flex (Dako, Santa Clara, CA). Las secciones fueron desparafinadas en
xileno y rehidratadas a través de soluciones de gradacion decreciente de etanol. El proceso
de recuperacion antigénica se realizd calentando las secciones usando la solucion
Envision Flex Target Retrieval de alto pH (Dako).

Se realiz6 un estudio inmunohistoquimico de PD-1, PD-L1, LLT1, CD8 'y FOXP3
de las muestras contenidas en los TMAs.

La tincion se llevo a cabo en una estacion de trabajo de tincion automaética (Dako
Autostainer Plus, Dako) a temperatura ambiente con los siguientes anticuerpos
monoclonales:

- Anti-PD-L1 (clon E1L3N, diluido 1:200, Cell Signaling Technology, Danvers, MA).

- Anti-PD-1 (clon EH33, diluido 1:200, Cell Signaling Technology, Danvers, MA)

- Anti-LLT1/CLEC2D (Clon 4C7, diluido 1:200, Novus Biologicals, Littleton, CO).

- Anti-CD8 (clon SP16, diluido 1:400, NeoMarkers, Freemont, CA)

- Anti-FOXP3 (clon 236A/E7, diluido 1:400, Abcam, Cambridge, UK).

La deteccidn se llevo a cabo usando el sistema de visualizacion EnVision Flex +
(DakoCytomation, Dako) durante 30 minutos a temperatura ambiente y empleando la
diaminobenzidina como cromdgeno. La contratincion con hematoxilina durante 7
minutos fue el ultimo paso.

Como control positivo de PD-L1 se empleoé tejido placentario, y de PD-1, LLT1,
CD8y FOXP3, tejido amigdalar sano.

Todas las secciones fueron revisadas por dos investigadores de forma ciega
respecto a la informacion clinica.

Para la expresion de PD-L1, solamente se valoro6 la tincion de membrana celular

y la expresion en células tumorales se cuantifico6 como: expresion de PD-L1 negativa

41



(<1% de células con tincion), expresion de PD-L1 baja (1-10%), expresion de PD-L1
intermedia (11-50%) o expresion de PD-L1 alta (>50% células tefiidas). La positividad
de la puntuacién de proporcion tumoral (TPS: tumor proportion score) se definié como
>1% de las células tumorales con tincion positiva respecto al total de células tumorales,
basandose en las recomendaciones actuales®. La puntuacion de proporcion combinada
(CPS: combined proportion score), que corresponde al nimero de células positivas para
PD-L1 (englobando células tumorales, linfocitos y macréfagos) en relacion con el total
de células tumorales, también se considerd positivo si era >1%.

La expresion de PD-1 fue evaluada en las células inmunes estromales y fue
considerada positiva cuando >1% de las células tenian tincion positiva.

Los linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) se definen como linfocitos presentes en
el tumor (intratumorales), mientras que el area peritumoral no esta incluida. La
cuantificacion de la tincion de TILs se llevo a cabo de forma automatizada usando el
software ImageJ para CD8 (marcador de linfocitos T citotoxicos) y de forma manual para
FOXP3 (marcador de linfocitos T reguladores), contando las células en las 3 areas
tumorales de cada caso dentro de cada TMA (3 areas representativas de cada tumor). Las
3 areas tumorales se midieron y el nimero total medio de células positivas para cada
marcador se expres6 en densidad por mm?. Con fines estadisticos, el valor de la mediana
fue usado como punto de corte para definir una alta y baja densidad tanto para TILs CD8+
como FOXP3+.

La tincién de LLT1 mostré una distribucion homogénea entre las muestras
tumorales, preferentemente detectado en el citoplasma de las células tumorales, aunque
algunos casos mostraron tincion a nivel de la membrana celular. Se aplicé un sistema de
puntuacion semicuantitativo basado en la intensidad de la tincion: la expresion de LLT1

fue clasificada como negativa (ausencia de expresion), débil-moderada, o intensidad de
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tincion fuerte. Con fines estadisticos, y basado en estudios preliminares, la puntuacion
fue dicotomizada como expresion negativa versus positiva (débil-moderada/ fuerte).

La tincion estromal de LLT1 fue puntuada de forma semicuantitativa midiendo la
densidad de las células inmunes positivas, como se describié previamente'?: ausencia o
células positivas esporadicas (score 0), nimero de células positivas medio a moderado
(score 1), nimero de células positivas abundante (score 2) o altamente abundante (score
3). Latincion de LLT1 en los TILs fue evaluada de forma conjunta en el compartimento
intratumoral y estromal y las puntuaciones fueron dicotomizadas como expresion baja

(scores 0y 1) versus expresion alta (scores 2 y 3).
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3.4. DETECCION DE VPH

El estatus VPH fue analizado usando inmunohistoquimica para p16 y deteccion
de los serotipos de VPH de alto riesgo mediante hibridacion in situ en todos los casos. Y
en los casos pl6 positivos, la deteccion por PCR empleando los cebadores GP5+/6+, y

posterior genotipado por enzimoinmunoanalisis, como previamente ha sido descrito®.
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3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Las caracteristicas clinicas y demogréaficas de los pacientes se resumieron usando
estadisticos descriptivos estandar.

La correlacion entre resultados inmunohistoquimicos, contaje de linfocitos
infiltrantes y variables clinico-patoldgicas fue analizada mediante la version 21 del
software para Mac de IBM SPSS Statistics usando Chi-cuadrado de Pearson, test exacto
de Fisher, correlacion de Spearman.

El andlisis mediante Kaplan-Meier fue usado para la estimacion de la
supervivencia, comparando las distribuciones mediante el test Log-Rank.

Los estudios de regresion de Cox fueron usados para los analisis univariantes y
multivariantes y se calcularon los cocientes de riesgos (HR) con un intervalo de confianza
del 95% y los valores de P.

Todos los estudios se realizaron bilaterales. Los valores de P < 0,05 fueron

considerados estadisticamente significativos.

45



46



4. RESULTADOS
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4.1. ANALISIS DE LA EXPRESION DE PD-1, Y PD-L1 E INFILTRACION POR
TILS EN MUESTRAS TISULARES DE CCECC

No fue posible analizar la expresion de todos los marcadores en todos los casos
por problemas con la integridad de las muestras correspondientes a cada caso. La tincion
de PD-1 pudo ser evaluada en 319 de los 372 casos; 152 (47,5%) de los 319 casos

presentaron expresion positiva de PD-1 en las células inmunes estromales (Figura 5).

. 'q " sk e
AT

FIGURA 5: Ejemplos de tincion de PD-1. A: Epitelio amigdalar con tincién
subepitelial, B: control positivo: tejido linfoide amigdalar, C: tumor con ausencia de
expresion en células inmunes estromales; D: tumor con expresion en células inmunes

estromales. Magnificacion original 200X.

La tincion de PD-L1 fue evaluable en 349 de los 372 casos; 103 (29,5%) de los
349 casos presentaron expresion tumoral de PD-L1 (Figura 6). De estos casos, 66 (19%)
se clasificaron como baja expresion (1-10% de células tumorales con tincion), 18 (5%)
como expresion intermedia (11-50% de células tumorales con tincién) y 19 casos (5,5%)

se clasificaron como alta expresion (>50% de células tumorales con tincién) (Figura 7).
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92 casos (26%) mostraron expresion estromal de PD-L1; de estos, 37 casos (11% del total
de casos) no mostraron expresion en las células tumorales, pero si en el estroma (Figura
6). Se hallé una correlacion significativa entre la expresion tumoral y estromal (células

inmunes) de PD-L1 (coeficiente de correlacion de Spearman = 0,373, P < 0,001). La

puntuacion de la proporcién combinada (CPS) de PD-L1 fue positiva en 140 casos (40%).

FIGURA 6: Ejemplos de tincién de PD-L1. A: Epitelio normal sin tincién, B:
control positivo (placenta), C: tumor con ausencia de expresion, D: tumor con expresion
en células tumorales y estromales, E: tumor con expresion sélo en células tumorales; F:

tumor con expresion solo en celulas estromales. Magnificacion original 200X.
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FIGURA 7: Ejemplos de CCECC con tincion negativa y positiva para PD-L1. A:
Niveles de expresion de PD-L1 negativos (< del 1% de las células), B: bajos (1-10%), C:

intermedios (11-50%); D: altos (> del 50%). Magnificacion original 20X.

La expresiéon de PD-1 se correlacioné de forma significativa con PD-L1 TPS
(coeficiente de correlacion de Spearman = 0,373, P < 0,001) y con PD-L1 CPS
(coeficiente de correlacion de Spearman = 0,288, P < 0,001).

En cuanto al infiltrado inmune, el nimero de linfocitos T infiltrantes (TILs) CD8+
se pudo evaluar en 337 de los 372 casos, mostrando una densidad media de 275 TILs
CD8+ por mm? (mediana=182, rango 4-2.670/mm?). El nimero de TILs FOXP3+ se
evalud en 338 de los 372 casos observando una menor infiltracion de Tregs que TILS

CD8+, con una densidad media de 54 por mm? (mediana=37, rango 0-321/mm?). La ratio
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media entre TILs CD8+ y FOXP3+ fue 9,4 (mediana 5,1; rango 0,1-129). En la Figura 8

se muestran ejemplos representativos de una alta y baja infiltracion por TILs CD8+ y

FOXP3+, respectivamente.
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FIGURA 8: Ejemplos de CCECC con alta (A) y baja (B) infiltracion por TILs

CD8+ y alta (C) y baja (D) infiltracion por TILs FOXP3+. Magnificacion original 200X.

Se encontrd una fuerte correlacion positiva entre el nimero de TILs citotdxicos
(CD8+) y reguladores (Tregs, FOXP3+) (coeficiente de correlacion de Spearman = 0,473,
P <0,001). El nimero de TILs CD8+y FOXP3+ también se correlaciond con la expresién
de PD-L1 y fue significativamente mayor en los casos positivos para PD-L1, tanto
valorado mediante el TPS como el CPS (Figura 9). De forma similar, la infiltracion por

TILs CD8+ y Tregs FOXP3+ también se correlacionaron significativamente con la
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expresion positiva de PD-1 (coeficiente de correlacion de Spearman = 0,316, P < 0,001,

y coeficiente de correlacion de Spearman = 0,239, P < 0,001, respectivamente).
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FIGURA 9: Correlacién entre PD-L1 TPS,
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CD8+ (A, B) y Tregs FOXP3+ (C, D). Se muestran los diagramas de cajas con la mediana

(linea negra) y los valores medios.

La expresion de PD-L1 por CPS vy la infiltracion por TILs CD8+ se combinaron

para clasificar el microambiente tumoral en 4 subtipos, de acuerdo con lo descrito por

Teng y cols™®, Tipo I, de respuesta inmune adaptativa, con CPS positiva de PD-L1 y una

alta infiltracion por TILs CD8+. El tipo | se observo en 67 de 335 casos (20%). Tipo I,

de ignorancia inmune, con CPS negativa de PD-L1 y una baja infiltraciéon por TILs CD8+,

que se observé en 143 de los 335 casos (43%). Tipo 11, de induccion intrinseca, con CPS
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positiva de PD-L1 y una baja infiltracion por TILs CD8+, que se observd en 30 de los
335 casos (9%). Tipo IV, de tolerancia inmune, con una CPS negativa y una alta

infiltracion por TILs CD8+, que se observo en 95 de los 335 casos (28%).
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4.2. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LLT1 EN CELULAS TUMORALES Y
TILS ESTROMALES EN MUESTRAS TISULARES DE CCEO

La tincion de LLT1 se evalud en 221 (92%) de 241 casos de CCEO HPV-
negativos. Las muestras con una inadecuada integridad tisular y/o representatividad del
tumor fueron excluidas de la evaluacion. Tampoco se incluyeron en el andlisis los casos
de hipofaringe o laringe por agotamiento de las muestras disponibles en los TMAs.
Del total de 221 casos evaluables, 190 (86%) casos presentaron expresion positiva de
LLT1 en las células tumorales: 144 (65%) mostraron expresion débil a moderada y 46
(21%) mostraron expresion fuerte (Figura 10). El epitelio normal de faringe mostro
expresion negativa de LLT1, mientras que una expresion fuerte fue observada en TILs

con una abundancia variable (Figura 11).
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FIGURA 10: Expresion inmunohistoquimica de LLT1 en CCEO. A: Expresion
de LLT1 negativa en epitelio normal, B: tumor con expresion negativa, C: tumor con
expresion débil-moderada, D: tumor con expresion fuerte (> del 50%). Magnificacion

original 200X.
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También se evalud la expresion estromal de LLT1 en el infiltrado inmune
intratumoral. Latincion de LLT1 en los TILs pudo ser valorada en 220 muestras de CCEO
HPV-negativos y se correlacion6 con la expresion tumoral de LLT1. En la Figura 11 se
muestran imagenes representativas de las diferentes puntuaciones de tincién positiva de
LLT1 en TILs. 8 tumores mostraron ausencia o expresion esporadica de LLT1 en los
TILs (score 0), 52 expresion media a moderada de LLT1 (score 1), 89 una expresion
abundante (score 2) y 71 altamente abundante de LLT1 en los TILs (score 3).
Dicotomizando en alta versus baja expresion, 60 (27%) casos mostraron una baja
expresion de LLT1 en los TILs y 160 (73%) una alta expresion. La expresion estromal de
LLT1 en los TILs no se correlacion6 con la expresion tumoral de LLT1 (coeficiente de
correlacion de Spearman = 0,033, P = 0,625).

La expresion tumoral de LLT1 se correlacionaba significativamente con la
expresion de PD-L1 TPS (coeficiente de correlacion de Spearman = 0,144, P = 0,032),
pero no con la de PD-L1 CPS (coeficiente de Spearman = 0,103, P = 0,127), ni PD-1
(coeficiente de Spearman = 0,132, P = 0,53), ni tampoco con la infiltracion por linfocitos
T citotoxicos CD8+ (coeficiente de Spearman = 0,03, P = 0,65) o Tregs FOXP3+
(coeficiente de Spearman = 0,057, P = 0,4).

Sin embargo, se encontrd una correlacion positiva significativa entre la expresion
estromal de LLT1 en los TILs y la expresion de PD-L1 TPS (coeficiente de Spearman =
0,168, P = 0,013), PD-L1 CPS (coeficiente de Spearman = 0,229, P = 0,001), PD-1
(coeficiente de Spearman = 0,178, P = 0,009), asi como con la infiltracion por TILs CD8+
(coeficiente de Spearman = 0,302, P < 0,001) y FOXP3+ (coeficiente de Spearman =

0,204, P = 0,002).

56



FIGURA 11: Ejemplos representativos de las diferentes densidades de tincion

estromal de LLT1. A: ausencia de tincién en los TILs, B: tincion de densidad moderada,

C: densidad abundante; D: densidad altamente abundante. Magnificacion original 200X.
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4.3. CORRELACIONES ENTRE LA EXPRESION DE PD-1, PD-L1, LA
INFILTRACION POR TILs Y LOS PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS
EN CCECC

Se analizaron las posibles correlaciones entre la expresion de PD-L1, PD-1y la
infiltracion por TILs citotdxicos (CD8+) y Tregs (FOXP3+) con los parametros clinico-
patoldgicos (Tabla 2).

La TPS positiva de PD-L1 y la CPS positiva de PD-L1 fueron significativamente
menos frecuentes en tumores clasificados como pT4 (P = 0,033 y P = 0,04,
respectivamente) y en tumores en estadio IV (P = 0,017 y P = 0,029, respectivamente).
La CPS positiva de PD-L1 fue mas frecuente en tumores sin recurrencia (P = 0,043). No
se observaron otras correlaciones entre la expresion de PD-L 1y las caracteristicas clinico-
patoldgicas (Tabla 2).

En paralelo a nuestras observaciones de PD-L1, una alta infiltracion por TILs
CDB8+ fue también significativamente menos frecuente en estadio avanzado IV (P = 0,03).
Una alta infiltracion por Tregs FOXP3+ fue significativamente mas frecuente en tumores
de localizacion laringea CCEL (P = 0,002), en comparacion a CCEO y CCEH. También
encontramos que era mas frecuente una alta infiltracion por TILs CD8+ y FOXP3+ en
tumores no recurrentes, aunque las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica.

No se observaron otras correlaciones con otros parametros clinico-patolégicos (Tabla 2).
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TABLA 2: Correlacion de la expresion de PD-1y PD-L1y la infiltracion por TILs CD8+ y FOXP3+ con parametros clinico-patologicos.

Caracteristicas TPS positivo P CPS positivo PD-L1 P PD-1 positivo (%) P TILs CD8+ por encima de la TILs FOXP3+ por encima P
PD-L1 (%) (%) mediana (%) de la mediana (%)

Localizacion

Orofaringe 69/231 (30) 0,94 89/231 (38) 0,46 107/222 (48) 0,56  110/225 (49) 0,84  96/225 (43) 0,02

Hipofaringe 18/60 (30) 28/59 (47) 23/55 (42) 29/57 (51) 32/57 (56)

Laringe 16/58 (28) 23/58 (40) 22142 (54) 25/55 (45) 38/56 (68)

Clasificacion pT

T1-T2 34/102 (33) 0,033 46/102 (45) 0,04  40/91 (44) 0,77  50/96 (52) 0,45 56/97 (58) 0,44

T3 42/120 (35) 54/119 (45) 53/110 (48) 59/116 (51) 59/116 (51)

T4 26/127 (20) 39/124 (31) 56/115 (49) 54/122 (44) 50/122 (41)

Clasificacion pN

NO 31/90 (34) 0,28 40/90 (44) 0,38  36/78 (46) 0,79  47/87 (54) 0,26  44/88 (50) 0,9

N1-3 72/259 (28) 100/258 (39) 116/241 (48) 117/250 (47) 122/250 (49)

Estadio

1-11 13/35 (37) 0,017  16/35 (46) 0,029  13/28 (46) 0,079  19/32 (59) 0,03  20/33 (61) 0,15

1 26/61 (43) 33/61 (54) 25/57 (44) 36/59 (61) 33/59 (56)

v 64/253 (25) 91/252 (36) 114/234 (49) 109/246 (44) 113/246 (46)

Grado de diferenciacion

Bien diferenciado 43/137 (31) 0,47 54/138 (39) 0,7 55/125 (44) 0,35 65/1348 0,25 58/135 (43) 0,18

Moderadamente diferenciado 36/139 (26) 54/139 (39) 67/128 (52) 61/138 (44) 75/140 (54)

Pobremente diferenciado 24/73 (33) 32/72 (42) 31/70 (44) 40/71 (56) 37/71 (52)

Recurrencia

No 45/133 (34) 0,18  63/133 (47) 0,043  58/117 (50) 0,64 69/127 (54) 0,11  71/128 (56) 0,07

Si 58/216 (27) 67/215 (36) 94/202 (46) 95/210 (45) 95/210 (45)

Total 103/349 (29,5) 130/348 (37) 152/319 (47,5) 164/337 (49) 166/338 (49)
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4.4, CORRELACIONES DE LA EXPRESION TUMORAL Y ESTROMAL DE
LLT1 EN TILS CON PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS EN CCEO

Como se indico anteriormente, la expresion de LLT1 s6lo se evalud en el subgrupo
de 221 pacientes con CCEO VPH-negativos. Las correlaciones con los parametros
clinico-patoldgicos se muestran en la Tabla 3. La expresion positiva de LLT1 en las
celulas tumorales era mas frecuente en los pacientes con recurrencia tumoral y en
pacientes muertos por tumor, aunque las diferencias no alcanzaron la significacion
estadistica (P = 0,1). No se observaron otras correlaciones de la expresion tumoral de
LLT1 con las caracteristicas clinico-patologicas.

En cuanto a la expresion estromal de LLT1, una alta expresion de LLT1 en los
TILs se asocié significativamente con una menor tasa de recurrencias tumorales (P =
0,001) y menor mortalidad por el tumor (P = 0,005), no habiendo asociacion con la

clasificacion TNM, estadio ni grado de diferenciacion tumoral (Tabla 3).
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TABLA 3: Correlacién de la expresion tumoral y estromal de LLT1 con

parametros clinico-patologicos en CCEO VPH-negativos.

Caracteristicas Expresién positiva P Expresién P

de LLT1 en células altade LLT1

tumorales (%6) en TILs (%)

Localizacion 0,79 1
Amigdalar 87/102 (85,3%) 75/102 (73%)
Base de la lengua 103/119 (86,6%) 85/119 (71%)
Clasificacion pT 0,43 0,46
T1 11/12 (92%) 9/12 (75%)
T2 43/53 (81%) 42/53 (78%)
T3 64/77 (83%) 51/77 (66%)
T4 72179 (91%) 58/79 (73%)
Clasificacién pN 0,99 0,239
NO 45/52 (86%) 42/52 (81%)
N1 24/28 (86%) 23/28 (82%)
N2 94/110 (85%) 76/110 (69%)
N3 27/31 (87%) 19/31 (61%)
Estadio 0,3 0,264
| 2/2 (100%) 2/2 (100%)
I 13/18 (72%) 17/18 (94%)
I 32/38 (84%) 28/38 (74%)
\Y 143/163 (88%) 113/163 (69%)
Recurrencia tumoral 0,1 0,001
No 69/85 (81%) 71/85 (83%)
Si 121/136 (89%) 89/136 (65%)
Grado de 0,64 0,82
diferenciacion
Bien diferenciado 87/99 (88%) 71/99 (71%)
Moderadamente dif. 69/83 (83%) 60/83 (72%)
Pobremente dif. 34/39 (87%) 29/39 (74%)
Estatus 0,1 0,005
Vivo 36/48 (75%) 38/48 (79%)
Muerto por tumor 110/123 (89%) 79/123 (64%)
Muerto por otra causa 44/50 (88%) 38/50 (76%)
Total 190/221 (86%) 160/221 (73%)

61




4.5. IMPACTO DE LA EXPRESION DE PD-1Y PD-L1 E INFILTRACION POR

TILS EN LA SUPERVIVENCIA DEL CCECC

Los pacientes con tumores que mostraban una TPS o CPS positiva de PD-L1

presentaron de forma significativa y concordante una mayor supervivencia especifica de

enfermedad (SEE) y una mayor supervivencia global (SG) (Figura 12).
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FIGURA 12: Supervivencia especifica de enfermedad y supervivencia global de

Aunque la expresion de PD-L1 dicotomizada como positiva versus negativa se

correlaciond significativamente con una mejor supervivencia de los pacientes, no se
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encontrd una asociacion significativa entre los diferentes niveles de expresion tumoral de

PD-L1y la supervivencia (P = 0,13 para la SEE y P = 0,24 para la SG; Figura 13).
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FIGURA 13: Supervivencia especifica de enfermedad (A) y supervivencia global

(B) en funcion de los diferentes niveles de expresion de PD-L1 (CPS).

supervivencia de los pacientes (Figura 14).
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Respecto a la infiltracion por linfocitos T citotdxicos (CD8+) y Tregs (FOXP3+),
los pacientes con una alta densidad de infiltracion por ambos tipos de linfocitos tambiéen

mostraron de forma significativa una mejor SEE y SG (Figura 15).
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FIGURA 15: Supervivencia especifica de enfermedad y supervivencia global de

acuerdo con la densidad de infiltracion por TILs CD8+ (A, B) y TILs FOXP3+ (C, D).
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La ratio entre los TILs CD8+ y FOXP3+ (usando como punto de corte la mediana
de esta ratio) no tuvo influencia en el pronostico (P = 0,84 para la SEEy P = 0,78 para la
SG). Ademas, una alta infiltracion por TILs CD8+ se asoci0 significativamente con un
mejor prondstico independientemente de los niveles de TILs FOXP3+ (P = 0,009 para la

SEE y P = 0,007 para la SG; Figura 16).
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De acuerdo con el fenotipo del microambiente tumoral, el subgrupo de pacientes
con CCECC clasificado como tipo | (PD-L1 CPS positivo / alta densidad de CD8+)
mostraron la mayor SEE a 5 afios (53%), seguido por el tipo 1V (PD-L1 CPS negativo /
alta densidad de CD8+) con una SEE a 5 afios de 48%, el tipo 111 (PD-L1 CPS positivo /
baja densidad de CD8+) con una SEE a 5 afios de 30 % y por ultimo el tipo 1l (PD-L1
CPS negativo / baja densidad de CD8+) con una SEE a 5 afios de 26% (P = 0.008; Figura
17). De acuerdo con estos resultados, los pacientes con una alta infiltracién por TILs
CD8+ presentan claramente un mejor pronostico independientemente del estatus PD-L1.
Sin embargo, entre los pacientes con baja infiltracion por TILs CD8+, aquellos con una

expresion positiva de PD-L1 muestran un mejor pronaostico.
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El analisis multivariante realizado incluyendo la localizacién del tumor, la
clasificacion pT, la clasificacion pN, el grado de diferenciacion, el CPS de PD-L1, la
expresion de PD-1, la densidad de TILs CD8+ y la densidad de TILs FOXP3+, mostro
que los parametros asociados de forma independiente con una peor SEE fueron: una
clasificacion pT4 (HR=1,56, IC 95% =1,16-2,1, P = 0,003), una clasificacion pN+ (HR=
2,27, 1C 95% = 1,51-3,42, P < 0,001) y una baja infiltracién por TILs CD8+ (HR= 1,6,
IC 95% = 1,19-2,16, P = 0,002). Los mismos parametros fueron asociados de forma
independiente con una peor SG: una clasificacion pT4 (HR= 1,61, IC 95% = 1,24-2,10,
P =0,003), una clasificacion pN+ (HR= 1,84, IC 95% = 1,33-2,56, P < 0,001) y una baja
infiltracion por TILs CD8+ (HR= 1,45, IC 95% = 1,12-1,89, P = 0,005).

El impacto del perfil inmune en el curso de la enfermedad también fue analizado
por separado en cada sitio anatomico (Tabla 4). EI CPS positivo para PD-L1 se asocid
con una mejor SEE y SG en orofaringe, hipofaringe y laringe, aunque las diferencias solo
fueron significativas en la orofaringe, probablemente debido al bajo nimero de casos en
las otras localizaciones. Una alta infiltracion por TILs CD8+ se asociaba con una mejor
SEE y SG en todas las localizaciones, siendo las diferencias estadisticamente
significativas en orofaringe e hipofaringe. Una alta infiltracién por TILs FOXP3+
también se asocidé con una mejor SEE y SG en todas las localizaciones, si bien no alcanzo
significacion estadistica. En contraste, la expresion positiva de PD-1 se asociaba con una
mejor SEE y SG en orofaringe (aunque no estadisticamente significativa) y con una peor
SEE y SG en hipofaringe y laringe, aunque las diferencias sélo fueron significativas en

el subgrupo de hipofaringe.
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TABLA 4: Supervivencia especifica de enfermedad (SEE) y supervivencia global

(SG) a 5 afos, segun la expresion de PD-L1 y PD-1 e infiltracion por TILs CD8+ y

FOXP3+ en las diferentes localizaciones.

Orofaringe Hipofaringe Laringe
SEE SG SEE SG SEE SG

CPS PD-L1
Positivo 40% 29% 35% 27% 65% 58%
Negativo 34% 22% 18% 16% 41% 36%
HR (IC 95%) 0,67 (0,46-0,97) 0,71 (0,52-0,98) 0,87 (0,46-1,6) 0,81 (0,45-1,45) | 0,44 (0,19-1,02) | 0,49 (0,23-1,04)
P 0,035 0,038 0,66 0,48 0,056 0,06
Expresion PD-1
Positivo 39% 29% 18% 16% 39% 36%
Negativo 31% 20% 25% 21% 51% 45%
HR (IC 95%) 0,72 (0,5-1,02) 0,75 (0,55-1,02) 1,89 (1,02-3,5) 1,59 (0,87-2,87) 1,2 (0,5-2,85) 1.15 (0,5-2,63)
P 0,07 0,07 0,04 0,13 0,68 0,73
TILs CD8+
Alto 44% 31% 43% 34% 59% 54%
Bajo 28% 17% 10% 10% 42% 33%
HR (IC 95%) 0,62 (0,43-0,88) 0,67 (0,49-0,91) | 0,49 (0,26-0,92) 0,57 (0,31-1,04) | 0,74 (0,34-1,62) | 0,72 (0,35-1,58)
P 0,008 0,011 0,027 0,06 0,46 0,38
TILs FOXP3+
Alto 40% 26% 35% 32% 57% 45%
Bajo 32% 24% 14% 11% 42% 40%
HR (IC 95%) 0,72 (0,5-1,02) 0,78 (0,57-1,05) | 0,63 (0,34-1,16) 0,63 (0,35-1,11) | 0,64 (0,29-1,42) | 0,87 (0,41-1,84)
P 0,068 0,11 0,14 0,11 0,28 0,72

HR: razon de riesgos
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4.6. CORRELACION DE LA EXPRESION TUMORAL Y ESTROMAL DE LLT1

CON LA SUPERVIVENCIA EN PACIENTES CON CCEO

Los pacientes con expresion tumoral de LLT1 mostraron significativamente una

peor SEE (P = 0,049, test log-rank) y peor SG (P = 0,036, test log-rank) (Figura 18). No

se hallaron diferencias significativas entre los diferentes niveles de expresion de LLT1

(Figura 19).
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FIGURA 18: Supervivencia especifica de enfermedad (A) y global (B) en funcion

de la expresion de LLT1 en las células tumorales
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FIGURA 19: Supervivencia especifica de enfermedad (A) y global (B) en funcién

de los diferentes niveles de expresion tumoral de LLT1, valores 0, 1y 2.
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En cuanto a la expresion estromal de LLT1, los pacientes con tumores con una
alta infiltracion por TILs LLT1+ mostraron de forma significativa una mayor SEE (P <

0,001, test log-rank) y una mayor SG (P = 0,007, test log-rank) (Figura 20).
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FIGURA 20: Supervivencia especifica de enfermedad (A) y global (B) en funcién

de la infiltracion por linfocitos positivos para LLT1 (LLT1 IC).

El siguiente paso fue evaluar el impacto en el prondstico de la combinacién de la
expresion tumoral de LLT1 y la expresion estromal de LLT1 en los TILs. Los pacientes
con tumores con una expresion negativa de LLT1 y alta infiltracién por TILs LLT1+
(LLT1tum-/LLT1 IC alto) mostraron el mejor pronostico, mientras aquellos que
mostraron una expresion positiva de LLT1 y baja infiltracion por TILs LLT1+
(LLT1tum+/LLT1 IC bajo) mostraron el peor pronéstico, y otras combinaciones
mostraron cifras intermedias de supervivencia (P < 0,001 para SEE y P = 0,003 para SG,

test log-rank) (Figura 21).
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FIGURA 21: Supervivencia especifica para enfermedad (A) y supervivencia
global (B) en funcion de la expresion combinada de LLT1 en las células tumorales y la

infiltracion por linfocitos LLT1 positivos (LLT1 IC).

El analisis multivariante de Cox incluyendo la clasificacion pT (T1-T2 vs T3-T4),
la clasificacion pN (NO vs N+), el grado de diferenciacion, la expresiéon tumoral de LLT1
(positiva vs negativa) y la infiltracion por TILs LLT1+ (baja vs alta) mostré que los
parametros independientes asociados con una peor SEE fueron la clasificacion T3-T4
(HR =1,56, 95% CI = 1,04-2,33, P = 0,029), la clasificacion N+ (HR = 2,08, 95% ClI
= 1,28-3,37, P = 0,003), la expresion tumoral positiva de LLT1 (HR = 1,79, 95% CI =
1,01-3,19, P = 0,04), y una baja infiltracion por TILs LLT1+ (HR = 1,75, 95% CI =
1,21-2,53, P = 0,003). De forma analoga, los parametros independientemente asociados
con una peor SG fueron: la clasificacion T3-T4 (HR = 1,51, 95% CI = 1,07-2,11, P =
0,017), la clasificacion N+ (HR = 1,68, 95% CI = 1,15-2,46, P = 0,007), y una baja

infiltracion por TILs LLT1+ (HR = 1,45, 95% CI = 1,03-2,03, P = 0.031).
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5. DISCUSION

73



74



En nuestro estudio hemos seleccionado una amplia serie homogénea de pacientes
con CCECC tratados quirargicamente y con estatus VPH negativo para darle mayor
consistencia a los resultados. En esta serie hemos realizado un analisis de la expresion de
PD-L1 tanto tumoral como en las células inmunes estromales usando puntos de corte
recomendados por las guias recientes®?, y hemos tenido en cuenta la relacién entre la
expresion de PD-L1, PD-1 y la presencia de TILs citotdxicos y reguladores en el
microambiente tumoral. Ademas, analizamos el impacto en el pronostico de la
combinacion de la expresién de PD-L1 junto con la infiltracién por TILs en los CCECC,
segun lo descrito en otras localizaciones!®. Esto nos ha permitido establecer robustas
conclusiones sobre el valor pronéstico de estos marcadores.

Por otro lado, en esta tesis hemos evaluado por primera vez la expresion tumoral
y estromal de LLT1 en el tumor y los TILs, respectivamente. Se ha seleccionado una
cohorte homogénea de 249 pacientes con CCEO tratados quirirgicamente y con estatus
VPH negativo y analizado su posible impacto prondstico y relevancia clinica.

El presente estudio reine una serie de caracteristicas destacables tales como una
adecuada seleccion de casos evitando la influencia de variables no contraladas (estatus
VPH, sitio del tumor primario y diferentes regimenes de tratamiento), un amplio tamafio
muestral y el analisis combinado de varios componentes clave del microambiente tumoral
en el contexto del CCECC, como la expresion de PD-1y PD-L1, la expresion tumoral y
estromal de LLT1, junto con la infiltracion por TILs CD8+ y FoxP3. Sin embargo, este
estudio también tiene algunas limitaciones. Primero, existen sesgos potenciales debido a
la naturaleza retrospectiva del estudio. Segundo, hemos usado TMAs y dado que la
expresion de PD-L1, PD-1y LLT1 y la infiltracién por TILs es heterogénea, nuestra
valoracion de las tres areas representativas puede no reflejar la situacion del tumor en su

totalidad. Sin embargo, hemos observado que la expresiéon fue altamente concordante
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entre las tres areas seleccionadas y evaluadas para cada tumor. Incluso en casos de analisis
de secciones histologicas diagndsticas, esta heterogeneidad puede influir también en la
puntuacion. Tercero, este estudio se realizé en un Unico centro. Y cuarto, ayudaria a la
robustez de nuestro estudio realizar un analisis en paralelo en una segunda cohorte

independiente como grupo de validacién de la hip6tesis generada.
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5.1. RELACION DE LA EXPRESION DE PD-1 Y PD-L1 CON LA
SUPERVIVENCIA EN CCECC

La expresion de PD-L1 por las células tumorales ha sido identificada como un
mecanismo de evasion del sistema inmune!?*. Algunos articulos han identificado la
expresion de PD-L1 como factor prondstico negativo en algunos tipos de cancer, mientras
que otros lo han relacionado con un mejor prondstico'?> 126, De forma andloga, en el
contexto de los CCECC ocurre algo similar, con dos meta-analisis que no han podido
demostrar una clara asociacion de la expresion de PD-L1 con el prondstico'®116, De esta
forma, se han obtenido resultados diferentes de la expresion de PD-L1 en relacion con el
impacto, tanto positivo como negativo. Estas discrepancias pueden ser atribuidas a
diferencias metodolégicas como el uso de diferentes anticuerpos, puntos de corte
variables de la positividad de PD-L1, diferentes sistemas de puntuacion aplicados
(incluyendo o no a las células inmunes) y la inclusion en los estudios de cohortes
heterogéneas de pacientes con diferente estatus VPH y diferentes tratamientos. Ademas,
esta variabilidad prondstica podria reflejar también un alto nivel de complejidad y
heterogeneidad de la comunicacion entre el tumor y el estroma, y las interacciones entre
la expresion tumoral de PD-L1 y otras células inmunes del microambiente tumoral.
Teniendo todo esto en cuenta, en nuestra serie hemos observado que una expresion
positiva de PD-L1 (especialmente empleando la cuantificacion mediante CPS) se
asociaba con mejores cifras de supervivencia entre los pacientes tratados quirirgicamente
de un CCECC. Esta asociacion fue consistentemente observada en todas las
localizaciones, aunque solo alcanz6 significacion estadistica en la orofaringe,
probablemente debido a un menor tamafio muestral en la hipofaringe y laringe.

La expresion de PD-1 en las células T tiene una funcion inhibidora frente a los

linfocitos T efectores y la expresion de PD-1 estd aumentada en linfocitos T exhaustos,
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sugiriendo un valor pronostico negativo. Sin embargo, la expresion positiva de PD-1 no
se correlacion6 con un peor pronéstico en nuestra cohorte de pacientes. De hecho, en
otros estudios de CCECC se ha encontrado una relacion entre una alta expresion de PD-
1 en células inmunes, con un mejor prondsticot?”128129  para explicar este mejor
pronostico de una alta expresion de PD-1, los autores sugieren que el incremento de la
expresion de PD-1 puede aumentar en el contexto de una estimulacion inmune especifica

de antigenos.
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5.2. RELACION DE LA INFILTRACION POR TILS CON LA SUPERVIVENCIA
EN CCECC

Schneider et al.*?” analizaron la expresion de PD-L1y PD-1 en TILs en una serie
de pacientes tratados quirurgicamente de un CCECC. Estos autores mostraron que la
expresion de PD-L1 en el total de la serie no se correlacion6 con la supervivencia, aunque
se apreciO una tendencia a un mejor prondstico entre los casos con expresion positiva, tal
como muestran los resultados de este trabajo. En cambio, encontraron que la expresion
de PD-L1 se asociaba con un peor pronostico en el subgrupo de pacientes con carcinoma
oral, sugiriendo una influencia del sitio del tumor con la significacién pronostica de PD-
L1. Altos niveles de TILs PD-1 positivos se asociaban con un mejor prondstico en este
estudio, aunque esto puede reflejar una mayor infiltracion general/global por TILs. En
relacién con esto, una alta densidad de TILs, tanto citotoxicos (CD8+) como Tregs
(FOXP3+), también estaba asociada con una mayor supervivencia en nuestro estudio. Sin
embargo, los analisis multivariantes mostraron que el Unico parametro inmunolégico
independiente asociado significativamente con una mejor SEE y SG fue una mayor
densidad de TILs CD8+. Los linfocitos T CD8+ son predominantemente linfocitos T
citotoxicos, elemento crucial del sistema inmune celular que es esencial en las respuestas
inmunes antitumorales mediadas por células.

De Ruiter y cols.” en un reciente meta-analisis correlacionaron de forma
consistente una alta infiltracion por linfocitos T CD8+ con un mejor prondstico en los
CCECC. Ademas, casi todos los estudios que evaltan el valor pronéstico de TILs CD8+
describen una asociacion entre una elevada densidad de células T CD8+ y un mejor

prondstico en pacientes con CCECC, independientemente del estatus VPH.
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5.3. RELACION DE LA COMBINACION DE LA EXPRESION DE PD-L1 E
INFILTRACION POR TILS CON LA SUPERVIVENCIA EN CCECC

Nuestros resultados muestran que la expresion positiva de PD-L1 (cuantificada
tanto mediante TPS como CPS) y una alta densidad de TILs FoxP3+ se correlacionaba
fuertemente con una alta densidad de TILs CD8+. Esto puede ser la posible explicacion
a laasociacion observada de estos dos parametros (PD-L1 e infiltracion por TILs FoxP3+)
con una mayor supervivencia, tal como se aprecia en los analisis univariantes.

Nuestros hallazgos son consistentes con varios estudios en CCECC!21% y en
otras localizaciones tumorales!31132.133 que muestran la asociacion de la expresion de PD-
L1 con niveles aumentados de la infiltracion por TILs y un mejor pronéstico de los
pacientes. De esta forma, la expresion de PD-L1 puede ser un marcador subrogado de
respuestas inmunes antitumorales, explicando asi la asociacion poco esperada con un
mejor prondstico en algunos tumores.

PD-L1 no se expresa generalmente en tejidos normales, pero las citoquinas
inflamatorias, particularmente el IFN-y, pueden aumentar su expresion en diferentes tipos
celulares, incluyendo las células tumorales. Esto indica que los tumores pueden aumentar
laexpresion de PD-L1 en respuesta a la liberacion de IFN-y por TILs como un mecanismo
de resistencia inmune adaptativo para suprimir la funcion local de los linfocitos T,
sugiriendo que la inmunovigilancia existe incluso en estadios avanzados del cancer:11°,
Sin embargo, PD-L1 también puede ser constitutivamente expresado en tumores sin TILs
a través de vias intrinsecas oncogénicas®*.

Basado en la combinacion de la expresion de PD-L1y la densidad de TILs, se ha
propuesto una clasificacion de los tumores en cuatro grupos*'?. El tipo | esta caracterizado
por la positividad de PD-L1 con una alta densidad de TILs llevando a una resistencia

inmune adaptativa; los pacientes de tipo | es mas probable que se puedan beneficiar de
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inmunoterapia con el blogqueo PD-1/PD-L1. El tipo Il tiene una expresion negativa de
PD-L1 con una ausencia de TILs indicando ignorancia inmune. El tipo 111 tiene expresion
positiva de PD-L1 con una ausencia de TILs indicando induccion de PD-L1 por vias
oncogenicas intrinsecas. Y el tipo IV esta caracterizado por una expresion negativa de
PD-L1 con una alta densidad de TILs indicando tolerancia inmune, y en este caso la
supresion de la inmunidad se supone controlada por otros supresores en lugar del eje PD-
1/PD-L1. En el melanoma humano (donde estos datos estan méas avanzados), el tipo |
(38%) y el tipo 11 (41%) son los predominantes en el tumor, con el tipo | teniendo el mejor
prondstico!®, El uso de esta clasificacion no esta disponible en la mayoria de los tumores,
pero Teng y cols.1% no consideran que el microambiente de tipo | sea tan prevalente como
en el observado en el melanoma. De acuerdo con esto, en nuestro estudio s6lo un 20% de
los pacientes fueron clasificados en el tipo I, cifras comparables a otros dos estudios en
CCECC!?3130 donde se describen entre el 14 y 20% de tumores de tipo .

Dado que una alta infiltracion por linfocitos T CD8+ refleja una respuesta inmune
y ha sido asociada con un mejor prondstico’, los tumores de tipo | y 1V se espera que
tengan mejor pronostico, mientras que los tipos Il y Il tendrian un peor pronéstico. En
nuestro estudio, los grupos de pacientes con un tumor de tipo | o IV mostraron
significativamente una mejor SEE y SG que los pacientes con tumores de tipo Il o IlI.
Las mejores cifras de supervivencia fueron observadas en el tipo I, mientras que las
peores en el tipo 11. Resultados similares se observaron en el meta-analisis realizado por
Yang y cols.!*® combinando la expresion de PD-L1 con la densidad de TILs CD8+ en
aquellos trabajos que incluian ambos datos!?313%135 Nuestro trabajo esta en concordancia
con dos de estos estudios?31%, que muestran una correlacion positiva entre la expresion
de PD-L1 y densidad de TILs CD8+ y un mejor prondstico para la expresion positiva de

PD-L1, una alta densidad de TILs CD8+ y un microambiente tumoral de tipo I. Cabe
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mencionar que dos de estos estudios, como en nuestra serie, solamente incluyen pacientes
con tumor de orofaringe!® o predominantemente localizados en orofaringe!??, y en uno
de ellos'? con el mismo tratamiento (cirugia). Hay que destacar que dos de estos estudios
previos incluyen una proporcion significativa de pacientes VPH positivo (19% y 37%) y
ninguno incluye tumores laringeos, que constituyen importantes diferencias respecto al
disefio de nuestro estudio. El otro estudio*®® también describe una correlacion positiva
entre la expresion de PD-L1 y TILs CD8+, aungue ni la expresion positiva de PD-L1 o
el microambiente tumoral de tipo | fueron asociados con un mejor prondéstico. De forma
notoria, este estudio incluye tumores de hipofaringe tratados con quimioterapia de
induccion. En otro estudio reciente de carcinomas de hipofaringe tratados
quirargicamente también se observd una correlacion positiva entre la expresion de PD-
L1y TILs CD8+ y un mejor pronostico si hay una alta densidad de TILs CD8+ y un
microambiente tumoral de tipo I, pero no para la expresion de PD-L1%2¢, De nuevo, parece
que la localizacion del tumor y el tipo de tratamiento puede influir en el valor prondstico
de estos parametros.

De acuerdo con nuestros hallazgos, una alta infiltracién por TILs FOXP3+
también predice un mejor pronostico. Este hallazgo ha sido descrito previamente en
CCECC™7 y en otras localizaciones!®’. Resulta un tanto inesperada una asociacion
entre la presencia de linfocitos T inmunosupresores en el microambiente tumoral con un
mejor prondstico. No obstante, hemos observado una fuerte correlacion entre la
infiltracion tanto por TILs CD8+ como Tregs FOXP3+, y ambos fueron asociados de una
forma consistente con un mejor prondstico en los analisis univariantes. En cambio, el
valor pronostico de los TILs FoxP3+ se pierde en el analisis multivariante sugiriendo que
esta asociacién con un mejor prondstico pueda ser indirecta, debido a la correlacién con

TILs CD8+. Otros estudios también sugieren que el nimero de TILs FOXP3+ puede
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reflejar el nimero total de linfocitos T presentes en el tumor3613, Nuestra hipotesis es
que el efecto beneficioso de los TILs CD8+ supera al efecto inmunosupresor de los TILs
FOXP3+. Para investigar este potencial fendmeno, se podria usar la ratio CD8+/FOXP3+.
Asi una alta ratio (reflejo de un predominio de TILs CD8+) se ha asociado con un mejor
pronostico en diferentes tipos de tumor®®. Pocos estudios previos han evaluado esta ratio
en CCECC®2# hallando una asociacion con un mejor pronéstico. En nuestro estudio, no
hemos observado evidencias de asociacion entre la ratio CD8+/FOXP3+ y la
supervivencia. Por ello, el valor pronéstico de CD8+/FOXP3+ en CCECC deberia ser

clarificado y validado en estudios adicionales en amplias cohortes independientes.
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5.4. RELACION DE LA EXPRESION DE LLT1 CON LA SUPERVIVENCIA EN
CCEO

Como se ha comentado anteriormente, existen diferentes mecanismos de evasion
inmune tumoral en CCECC, y varios puntos de control inmune han sido identificados y
estan sobreexpresados en el microambiente tumoral induciendo el agotamiento de los
linfocitos T efectores, siendo el eje PD-1/PD-L1 antes discutido el mas ampliamente
estudiado*>%4°, En marcado contraste, pocos estudios han investigado el rol del eje de
control inmune inhibidor LLT1/NKRP1 (CD161). En un reciente estudio de metadatos
sobre 18.000 tumores de 39 localizaciones, Gentles y cols.*?® han identificado la
expresion de KLRBL1 (que codifica CD161) como el marcador pronéstico més favorable,
indicando la presencia de una firma favorable de linfocitos T como marcador de
caracteristicas inmunes innatas. De acuerdo con estos resultados, en un meta-anélisis de
730 perfiles de transcriptémica disponibles de cancer de pulmén, Braud y cols.!4!
encontraron una asociacion positiva entre la expresion génica de CLEC2D (que codifica
LLT1)y KLRB1 (que codifica CD161) con un pronostico favorable. De forma interesante,
en este articulo, la expresion de LLT1 estaba restringida a células inmunes dentro del
tejido tumoral de cancer de pulmén no microcitico. Ademas, Matthew y cols.!#?
describieron una sobreexpresion de LLT1 en carcinomas de prostata y lineas celulares
derivadas. Ademas, la disrupcion de la interaccion de LLT1 con NKRP1 usando un
anticuerpo blogueante incrementaba la citotoxicidad mediada por NK en lineas celulares
de cancer de préstata. En conjunto, estos datos sugieren un papel importante del eje
LLT1-NKRP1A en la evasion inmune, y como la expresion de LLT1 en el cancer de
préstata podria contribuir a la inhibicidn de la actividad citolitica mediada por las células
NK. De forma similar, Marrufo y cols.'*® detectaron la expresion de LLT1 en lineas

celulares de cancer de mama triple negativo y demostraron que el bloqueo del complejo
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LLT1-NKRP1 usando anticuerpos bloqueantes o inhibiendo la expresion de LLT1
potencid la lisis de las celulas cancerosas mediada por las células NK. En base de estos
hallazgos, lainteraccion LLT1-NKRP1A ha sido propuesta como una estrategia novedosa
y nueva diana de inmunoterapia para tratar el cancer de mama triple negativo y el cancer
de prostatal#4.

En consonancia con estos estudios, nuestros resultados demuestran por primera
vez que la expresion de LLT1 se detecta en un alto porcentaje de las muestras de CCEO.
Aln més importante, la expresion positiva de LLT1 en las células tumorales se revela
como un predictor independiente de mal prondstico en pacientes con CCEO, lo que
sugiere un posible efecto inmunosupresor de la expresion de LLT1. Estos hallazgos estan
en linea con nuestras observaciones previas en carcinomas cutaneos escamosos, donde la
expresion de LLT1 fue un predictor significativo de riesgo de metastasis nodal y una SEE
reducida’#. Estos datos indican por tanto que el valor pronéstico de la expresion de LLT1
puede variar en funcion del tipo histolégico, siendo desfavorable en carcinomas
escamosos. Ademas, nuestro estudio también muestra evidencias del rol de la expresion
LLT1 en el infiltrado inmune tumoral. Asi, encontramos que una alta densidad de TILs
LLT1 positivos se asociaba significativa e independientemente con un mejor prondstico,
si bien la expresion tumoral de LLT1 se asociaba con peor pronéstico. Estos resultados
son similares a los descritos en el carcinoma de pulmén no microcitico'#!, indicando que
la expresion de LLT1 en el infiltrado inmune intratumoral puede conferir un prondstico
favorable en diferentes tipos de tumor. Es posible que esta expresion elevada de LLT1 en
el infiltrado inmune sea un reflejo de una alta infiltracion por linfocitos NK, en los que
se expresa, Y de ahi su asociacion con un mejor prondstico. De hecho, en nuestra serie de

CCEO se observé una fuerte correlacién entre la densidad de linfocitos CD8+ y FOXP3+
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y la expresion de LLT1 en el infiltrado inmune, lo cual probablemente refleja una alta

densidad de infiltrado linfocitario en general.
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6. CONCLUSIONES
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1. Una alta infiltracion por TILs, en particular por linfocitos T CD8+, se asocia con un
mejor prondstico en pacientes tratados quirdrgicamente de un CCECC VPH negativo.

2. La expresion positiva de PD-L1 en pacientes con CCECC VVPH negativo se asocia con
un mejor pronostico. Esta asociacion puede ser indirecta debida a la fuerte correlacion
positiva de PD-L1 con una mayor densidad de TILs CD8+.

3. La combinacion de la expresion positiva de PD-L1 y una alta infiltracion por TILs
CD8+ (microambiente inmune tipo 1) confiere el pronostico mas favorable en pacientes
tratados quirargicamente de un CCECC VPH negativo, mientras que la combinacion de
la expresion negativa de PD-L1 y ausencia de TILs (microambiente inmune tipo I1)
confiere la peor supervivencia.

4. Laexpresion tumoral de LLT1 se detecta frecuentemente en pacientes con CCEO HPV
negativo y emerge como un predictor independiente de mal prondstico.

5. Una alta densidad de TILs LLT1 positivos se asocia independientemente con un mejor

prondstico en pacientes tratados quirdrgicamente de un CCEO HPV negativo.
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