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RESUMEN (en espaiiol)

Introduccion y Objetivos: Los tumores originados en las fosas nasales y en los senos
paranasales son un grupo de tumores poco frecuente, con una amplia diversidad histologica y
unas caracteristicas clinicas y genéticas especificas, lo cual dificulta mucho tanto su estudio
como su diagnostico y clasificacion, impidiendo estandarizar su manejo para obtener unos
resultados de tratamiento satisfactorios. A pesar de la utilizacion de un tratamiento multimodal
agresivo que incluye tanto cirugia como (RT) y quimioterapia (QT), los resultados oncolégicos
son bastante pobres, con una tasa de supervivencia global a 5 afios del 30-50%. Por este
motivo es necesario desarrollar nuevas opciones de tratamiento, dentro de las cuales la
inmunoterapia (IT), especialmente la basada en los inhibidores de los puntos de control
inmunoldgicos, como los agentes anti-PD1 nivolumab y el Pembrolizumab, es especialmente
interesante. La presencia de linfocitos infiltrantes de tumor CD8+ (TILs CD8+), la expresion
tumoral de PD-L1 y la inestabilidad de microsatélites (MSI) han sido estudiados como posibles
biomarcadores de respuesta al tratamiento con estos farmacos, pero su papel en el caso de
los carcinomas pobremente diferenciados de senos paranasales no ha sido estudiado hasta la
fecha. El objetivo de esta Tesis Doctoral es evaluar la presencia de TILs CD8+, PD-L1 y MSI
en una serie de tumores pobremente diferenciados de senos paranasales, asi como su relacion
con los parametros clinicopatoldgicos y prondsticos.

Método: Se evalud la presencia de TILs CD8+, asi como la expresion de PD-L1 y los
marcadores de MSI (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) en 69 casos de tumores pobremente
diferenciados de 9 subtipos histologicos diferentes de pacientes que habian recibido
tratamientos convencionales

Resultados: En nuestra serie se observo la presencia de TILs CD8+ en 23/69 (33%) de los
casos, la expresion de PD-L1 en 23/69 (33%) de los casos y la presencia de MSI en 5/69 (7%)
de los casos. La presencia de TILs CD8+ presentd correlacidon con la expresion de PD-L1 y
ambas fueron mutuamente excluyentes con la presencia de MSI. Ninguno de estos marcadores
se asoci6 con la edad, el sexo, el estadio tumoral o la presencia de recidivas. No observamos
una relacion estadisticamente significativa entre la presencia de TILs CD8+ y la SG, la SE o la
SLE. Tampoco observamos una relacion estadisticamente significativa entre la expresion de
PD-L1 y la SG, la SE o la SLE, aunque los casos con expresion de PD-L1 mostraron una
tendencia a presentar peor supervivencia especifica.

Conclusién: Los inhibidores de puntos de control inmunolégico han cobrado importancia
como nuevas opciones para el tratamiento de muchos tipos de tumores. Nuestros resultados
indican que también un subconjunto sustancial de pacientes con tumores pobremente
diferenciados de senos paranasales pueden ser candidatos para ser tratados con esta nueva
y prometedora terapia.
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RESUMEN (en Inglés)

Introduction and Objectives: Tumours originating in the nasal cavities and paranasal sinuses
are a rare group of tumours, with a wide histological diversity and specific clinical and genetic
characteristics, which makes both their study and their diagnosis and classification very difficult,
preventing standardisation of their management to obtain satisfactory treatment results. Despite
the use of aggressive multimodal treatment that includes both surgery (RT) and chemotherapy
(QT), oncological results are quite poor, with an overall 5-year survival rate of 30-50%. For this
reason, new treatment options need to be developed, of which immunotherapy (IT), especially
based on immune checkpoint inhibitors, such as the anti-PD1 agents nivolumab and
Pembrolizumab, is of particular interest. The presence of CD8+ tumour infiltrating lymphocytes
(CD8+ TILs), PD-L1 tumour expression and microsatellite instability (MSI) have been studied
as possible biomarkers of response to treatment with these drugs, but their role in the case of
poorly differentiated carcinomas of the paranasal sinuses has not been studied to date. The aim
of this PhD Thesis is to evaluate the presence of CD8+ TILs, PD-L1 and MSI in a series of
poorly differentiated paranasal sinus tumours, as well as their relationship with
clinicopathological and prognostic parameters.

Methods: We evaluated the presence of CD8+ TILs, as well as the expression of PD-L1 and
MSI markers (MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2) in 69 cases of poorly differentiated tumours of
9 different histological subtypes in patients who had received conventional treatments.
Results: In our series we observed the presence of CD8+ TILs in 23/69 (33%) of cases, PD-L1
expression in 23/69 (33%) of cases and the presence of MSI in 5/69 (7%) of cases. The
presence of CD8+ TILs correlated with PD-L1 expression and both were mutually exclusive with
the presence of MSI. None of these markers were associated with age, sex, tumour stage or
the presence of recurrence. We did not observe a statistically significant association between
the presence of CD8+ TILs and OS, ES or SLE. We also did not observe a statistically significant
association between PD-L1 expression and OS, SE or SLE, although cases with PD-L1
expression showed a tendency to have worse specific survival.

Conclusion: Immune checkpoint inhibitors have gained importance as new options for the
treatment of many tumour types. Our results indicate that also a substantial subset of patients
with poorly differentiated sinus tumours may be candidates for treatment with this promising
new therapy.

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

1.1 Presentacion del problema

Los tumores originados en las fosas nasales y en los senos paranasales son un
grupo de tumores poco frecuente, representando aproximadamente un 3,6% de los
tumores de cabeza y cuello y menos de un 0,2% del total de tumores malignos (1-3).
Estos tumores representan una amplia diversidad histolégica, cada uno con su etiologia,
epidemiologia, caracteristicas clinicas y genéticas especificas (2). Estas premisas
dificultan mucho su estudio, obstaculizando su diagndstico y clasificacion e impidiendo
estandarizar el manejo de los pacientes para obtener unos resultados de tratamiento

satisfactorios.

A pesar de los avances en los tratamientos quirurgicos, de radioterapia (RT) y de
quimioterapia (QT) y utilizando un tratamiento multimodal agresivo, los resultados
oncoldgicos son bastante pobres (4). Independientemente del tipo de tratamiento
utilizado, el prondstico de los pacientes con carcinomas de senos paranasales es malo,
con una tasa de supervivencia global a los 5 afios del 30-50% (2). Para intentar mejorar
estos resultados, es necesario desarrollar nuevas opciones de tratamiento. Dentro de
estas nuevas opciones de tratamiento, la inmunoterapia (IT), especialmente los
inhibidores de los puntos de control inmunitario, podria ser una opcién terapéutica para

el tratamiento de los tumores en estadios mas avanzados.

Dentro de los puntos de control inmunitario, uno de los mas estudiados es la
interaccidn entre el receptor del ligando 1 de muerte programada o PD-1 (en inglés:
Programmed Death 1) con su ligando PD-L1 (en inglés: Programmed Death-ligand 1),
que bloquea los linfocitos T activados, disminuyendo su activacion y proliferacion y
protege a las células tumorales de la apoptosis (5). Esta interaccién es utilizada por
diversos tipos de tumores como mecanismo de evasion de la respuesta inmune
antitumoral (6-8). Es por ello por lo que se han desarrollado anticuerpos monoclonales
gue bloquean esta via para intentar restaurar la actividad de los linfocitos Ty aumentar
asi la respuesta inmune antitumoral (9,10). Los inhibidores de puntos de control
funcionan liberando un freno natural en el sistema inmunitario para que las células
inmunitarias reconozcan y ataquen a los tumores. La inmunoterapia ha surgido como
una prometedora estrategia de tratamiento para redirigir las respuestas inmunitarias

del huésped y ya es una realidad en el arsenal actual para el tratamiento tumoral.
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Introduccion

Desde que en 2014 la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) aprobé el pembrolizumab, un anticuerpo monoclonal anti-PD-1,
para el tratamiento del melanoma avanzado, el nimero de agentes que interfieren con
esta via de sefalizacién ha aumentado rapidamente y ya se han incorporado al
tratamiento de un amplio espectro de neoplasias (5,11-14). En 2016, la FDA aprobd el
uso de pembrolizumab y nivolumab para los carcinomas de células escamosas de cabeza
y cuello (CECC) metastdsicos o recurrentes y en 2019 la FDA aprobd el pembrolizumab
para el tratamiento de primera linea de pacientes con CECC recurrente o metastasico

irresecable (15).

Para seleccionar a los pacientes susceptibles de beneficiarse de este tipo
terapias, algunos estudios han demostrado la utilidad de la expresion de PD-L1 en las
células tumorales (16). Sin embargo, la expresidon de PD-L1 puede no ser el Unico factor
predictivo, pues se ha observado que no todos los pacientes PD-L1 positivos medidos

por inmunohistoquimica (IHQ) responden bien a estas terapias (17).

Especificamente, en los CECC la expresion tumoral de PD-L1 se correlaciona
generalmente con una mayor eficacia a los bloqueantes anti-PD-1/PD-L1 y el valor
predictivo aumenta al considerar tanto la expresidén de PD-L1 como los niveles de células
inmunitarias infiltrantes del tumor. Sin embargo, el valor predictivo de la expresion de
PD-L1 tiene limitaciones, ya que algunos pacientes PD-L1 negativos también responden
al tratamiento con estos agentes inmunoterdpicos (18,19). Ademas del papel potencial
de PD-L1 como biomarcador predictivo para la respuesta del CECC al tratamiento anti-
PD-1/PD-L1, la relevancia prondstica en estos tumores sigue siendo controvertida. Dos
metaanalisis no lograron demostrar un impacto claro de la expresion de PD-L1 en el
pronodstico de los CECC (20,21), aunque la heterogeneidad entre los estudios fue
significativa. Estos resultados contradictorios pueden deberse a diferencias
metodoldgicas en la tincidn inmunohistoquimica para PD-L1, incluidos los anticuerpos
especificos y los valores de corte utilizados en cada estudio. Ademas, la heterogeneidad
de la localizacién de los tumores, la estadificacién, los regimenes de tratamiento, asi
como el estado del virus del papiloma humano (VPH) de los pacientes incluidos en los

estudios también pueden haber contribuido a estos resultados variables.
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Introduccion

En los tumores de senos paranasales se ha estudiado el impacto de la expresién
de PD-L1 en carcinomas de células escamosas (o SNSCC, por sus siglas en inglés) y en
adenocarcinomas de tipo intestinal (o ITAC, por sus siglas en inglés). En estos tumores,
si bien globalmente la positividad de PD-L1 no parece tener valor prondstico, un
subgrupo de pacientes podria beneficiarse de la terapia con inhibidores de este punto

de control inmunitario debido a la sobreexpresién observada de PD-L1 (22).

Un estudio mads refinado y cuidadoso de los microambientes inmunitarios
asociados a la expresién de PD-L1 puede ser Util para definir mejor la funcidén prondstica
de este biomarcador (23). Diversos estudios se han centrado en el estudio de la
presencia de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs), un grupo de células inmunitarias que
presentan una mayor reactividad inmunoldgica especifica en el entorno tumoral, siendo
las células (linfocitos) T citotdxicas CD8 positivas (TILs CD8+) el subconjunto mas
importante. Otros de los linfocitos presentes en el microambiente tumoral son los
linfocitos T reguladores (Treg). Estudios previos sobre TILs han demostrado que el
aumento de la infiltracion por TILs CD8+ o Treg se asocia a resultados favorables (24).
En los CECC, una alta infiltracién por TILs CD8+ se asocia con mejores resultados de
supervivencia. Ademas, la expresion positiva de PD-L1 se correlaciona con una alta
infiltracién por TILs, explicando su asociacion con un mejor prondstico (23,25).
Desafortunadamente, hasta ahora, las interacciones entre PD-L1, PD-1, y los diferentes
subgrupos de TILs, asi como el impacto de estas interacciones en los resultados clinicos,
han sido escasamente documentadas en los tumores de senos paranasales. Los SNSCC,
al igual que el resto de los CECC, son tumores inmunogénicos y se ha observado, de
modo andlogo a aquellos, que hay un subgrupo de pacientes con elevada expresién de
PD-L1 y un alto indice de TILs CD8+ en los que podria ser de utilidad la IT (26). Por el
contrario, los ITAC son tumores poco inmunogénicos y muy pocos pacientes presentan
positividad para los TILs CD8+ y, por tanto, resultan menos susceptibles a este tipo de

tratamiento (27).

Por otra parte, el papel de la epigenética en la génesis y el desarrollo tumoral ha
cobrado importancia en los ultimos afios (28,29). Los cambios epigenéticos son
modificaciones dinamicas y hereditarias del genoma que se producen

independientemente de la secuencia del ADN. Las alteraciones epigenéticas pueden
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conducir a una inestabilidad gendmica en las células que favorece la aparicion y
acumulacién de mutaciones que pueden inducir el desarrollo tumoral. La inestabilidad
gendmica mds estudiada y mejor caracterizada es la inestabilidad de microsatélites (o
MSI, por sus siglas en inglés) (29). La MSI es una situacién en la cual la longitud de un
microsatélite, secuencia corta y repetitiva de ADN, ha aumentado o disminuido en el
tejido tumoral. Los microsatélites son particularmente susceptibles a errores en la
replicacion, debido a que su estructura repetitiva propicia que la ADN polimerasa se
equivoque al copiar la hebra molde del ADN. Por ello, en la MSI, el nimero de
repeticiones en el tejido tumoral y el normal es diferente. La MSI se debe a defectos en
los genes (generalmente por mutaciones, pero se han descrito también cambios
epigenéticos) implicados en el sistema MMR (mismatch repair) de reparacidon de
emparejamientos erréneos, como MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, entre otros. Aunque
inicialmente se describid en pacientes con cancer de colon esporddico y cancer
colorrectal hereditario no polipdsico, actualmente ha sido demostrada en muchos tipos
de tumores (29). Dentro de los carcinomas de senos paranasales se ha visto en los
SNSCC, pero no en los ITAC (30). Los tumores con una elevada MSI y mutaciones en los
genes de reparacion se caracterizan por una elevada carga mutacional y de
neoantigenos y una frecuente infiltracion de células inmunitarias. Por tanto, en estos
tumores, los inhibidores de puntos de control inmunitario muestran altas tasas de
respuesta y supervivencia en comparacién con los tumores estables en microsatélites
(31). La FDA ha aprobado la presencia de MSI, analizada por IHQ o por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) multiplex como predictor de la eficacia de la
inmunoterapia del cdncer irresecable o metastasico, independientemente de su

localizacion (32,33).

En esta Tesis Doctoral se ha estudiado la expresidn de PD-L1, el microambiente
tumoral y la MSI en una serie de pacientes con carcinomas pobremente diferenciados
de senos paranasales, incluyendo en la muestra 9 estirpes diferentes, con el objetivo

final de investigar nuevas opciones terapéuticas para estos tumores.

-16 -



Introduccion

1.2 Tumores nasosinusales

1.2.1 Epidemiologia

Los tumores de las fosas nasales y senos paranasales representan entre un 3 y
un 5% de los tumores de cabezay cuello, con unaincidencia entre 0,5-1,0 casos/100.000
habitantes (1-3). Son tumores mas frecuentes en los varones, con una relacion entre el
sexo masculino/sexo femenino de 1,2-2,7:1 (34-36). Este aspecto marca una diferencia
especialmente significativa con respecto al resto de tumores de cabeza y cuello, en los
gue la preponderancia masculina es mucho mas elevada, sobrepasando el 90%.
Globalmente, el 75% de los tumores nasosinusales se diagnostican en personas
alrededor de los 50 afios, aun cuando pueden presentarse en cualquier edad (37). Los
tumores de estirpes histolégicas menos diferenciadas, como el carcinoma
indiferenciado (o SNUC, por sus siglas en inglés), el neuroblastoma olfatorio (u ONB, por
sus siglas en inglés), el carcinoma NUT o el adenocarcinoma de tipo no intestinal de alto
grado (o HG-non-ITAC, por sus siglas en inglés) suelen presentarse a edades mas

tempranas (38).

Con respecto a la localizacidon tumoral, la incidencia ha aumentado en las fosas
nasales, representando hasta un 45% de los tumores nasosinusales, mientras que en los
senos paranasales la incidencia se mantiene similar (55%) (39,40). Dentro de los senos
paranasales el seno mas frecuentemente afectado es el maxilar (60-80%), seguido del
etmoides, aunque, en ocasiones, es dificil de definir exactamente dado que la gran
mayoria al momento del diagndstico afecta a mas de un seno paranasal (41). La

incidencia de tumores primarios del seno frontal y esfenoidal es muy baja (2).

1.2.2 Etiopatogenia

En general, no se conocen con exactitud los mecanismos etiopatogénicos que
dan lugar a los tumores de senos paranasales, si bien se han descrito diferentes
carcindgenos ambientales, virus y agentes fisicos que podrian estar implicados. El
mecanismo etiopatogénico de estos tumores no se conoce con exactitud, aunque se
cree que estan involucrados varios factores, entre los que destacan la inflamacién y
genotoxicidad desencadenados por las particulas carcindgenas. La genotoxicidad se
divide en primaria y secundaria; la primaria es la producida directamente sobre las
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células diana del organismo y la secundaria es la producida por la respuesta inflamatoria
cronica del individuo en respuesta a la exposicion a diferentes particulas (42-44).
Actualmente, cada vez cobra mas importancia el estroma en la progresién de los
tumores y actualmente muchos estudios se centran en el microambiente tumoral, sus

células inflamatorias y las vias activadas (45-47).

Los SNSCC y especialmente los ITAC son tumores etiolégicamente relacionados
con la exposicién ocupacional al polvo de madera y cuero y a otros compuestos
industriales como el niquel y el cromo (48). Los trabajadores de la industria de la madera
tienen hasta 500-900 veces mas riesgo de desarrollar un ITAC y 20 veces mas riesgo de
desarrollar un SNSCC respecto a la poblacidon general. Los trabajadores de la industria
peletera tienen un riesgo 10 veces superior al de la poblacién general de desarrollar un

ITAC (2,49).

En algunos casos de tumores de senos paranasales, el VPH y el virus de Epstein-
Barr (VEB) se han visto implicados en la oncogénesis (50,51). Se ha demostrado la
presencia de VPH 16 y 18 predominantemente en los SNSCC (51). En un metaanalisis se
observé una prevalencia de VPH del 30% en los tumores de senos paranasales (52). La
presencia de un papiloma invertido también se considera un factor de riesgo ya que se

ha observado una tasa de malignizacidon a SNSCC del 5% (53,54).

Aunque de manera menos evidente que en los carcinomas faringolaringeos, hay
evidencia suficiente de que el humo del tabaco puede contribuir a la aparicién de

tumores de senos paranasales, preferentemente SNSCC (55-57).

En el caso de los tumores pobremente diferenciados de senos paranasales no se
han encontrado agentes etiolédgicos claros. Los SNUC son tipicamente negativos para el
VEB y se ha notificado el desarrollo de algunos casos tras el tratamiento radioterapico

para el carcinoma nasofaringeo (41).
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1.2.3 Histopatologia

El tracto nasosinusal esta recubierto de un epitelio pseudoestratificado ciliado
de tipo respiratorio en el que predominan cuatro tipos de células diferentes: células
cilindricas ciliadas, células cilindricas no ciliadas, células basales y células caliciformes.
Ademas, el vestibulo nasal estd recubierto por un epitelio poliestratificado plano
queratinizado, mientras que el techo de las fosas nasales esta recubierto por un epitelio
olfatorio sensorial (2). Mientras que la gran mayoria de la mucosa de la via aerodigestiva
superior deriva del endodermo, la mucosa de las fosas nasales deriva del ectodermo.
Esta mucosa ademas tiende a crear invaginaciones, dando lugar a la presencia de

numerosas glandulas.

Aunque el tracto nasosinusal es una region anatdmica relativamente pequena,
es muy compleja y las particularidades antes mencionadas hacen que esta region sea el
origen de una amplia variedad de tumores benignos y malignos, tanto epiteliales como
no epiteliales, a menudo con morfologia de alto grado y/o indiferenciada (58), cada uno
con su etiologia, epidemiologia, caracteristicas clinicas y genéticas distintivas (1,2). Por
centimetro cubico, el tracto nasosinusal da lugar a una diversidad de neoplasias mayor
gue cualquier otra region del cuerpo humano (59). Esta diversidad se debe en parte a su
complejidad anatdmica y a la gran variedad de tejidos diferentes que estan presentes
este area (60,61). Ademas, en los ultimos afios, con el aumento de las pruebas
moleculares, se han identificado subconjuntos de tumores basados en alteraciones
genético-moleculares especificas, como son la expresion de proteinas especificas,
alteraciones cromosdmicas, infeccion por virus oncogénicos o mutaciones genéticas

especificas (62).

Entre el 50 y el 90% de los tumores de senos paranasales son de estirpe epitelial,
siendo los SNSCC los mas frecuentes (60-75%), seguidos de los ITAC (10-20%)
(3,39,62,63). El resto de los tumores epiteliales esta constituido por una misceldnea. La
42 edicidn de la clasificacion de los tumores de senos paranasales de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) incluye los siguientes grupos principales de neoplasias
epiteliales malignas: carcinomas de células escamosas queratinizantes y no
gueratinizantes, carcinomas de células escamosas fusiformes, carcinomas

linfoepiteliales, carcinomas indiferenciados o SNUC, carcinomas neuroendocrinos (o
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SNEC, por sus siglas en inglés), adenocarcinomas (incluidos subtipos intestinales o ITAC
y nointestinales o non-ITAC) y teratocarcinosarcomas (o SNTCS, por sus siglas en inglés).
Sin embargo, algunas de estas categorias tumorales, como por ejemplo los
adenocarcinomas de tipo no intestinal, los SNUC y los SNEC, aun no estan
completamente caracterizados y actualmente son diagndsticos de exclusién, lo que da

lugar a una coleccién heterogénea de tumores con escaso significado clinico (64-67).

El andlisis genético-molecular permite que actualmente puedan ser
diagnosticados un mayor nimero de variantes que antes estaban englobadas dentro de
los tumores mds o menos diferenciados. Dentro de los tumores diferenciados, entre los
SNSCC se ha caracterizado un grupo de tumores con caracteristicas distintivas que
presentan una mutacién del exon 20 del gen del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y dentro de los carcinomas de células escamosas no queratinizantes,
los tumores que portan una fusién DEK-AFF2 forman una categoria tumoral distinta
(61,66-69). Otros ejemplos de tumores caracterizados por una marca genético-
molecular distintiva serian el carcinoma NUT (asi denominado por la presencia de una
translocacion cromosdmica t(15;19) que produce el oncogén de fusion BRD4—NUT) (70),
el carcinoma multifenotipico relacionado con el VPH en casos de VPH de alto riesgo en
ausencia de la t(6;9) y reordenamiento de MYB-NFIB (71). Finalmente, existen nuevos
subtipos histoldgicos previamente clasificados como SNUC, como el carcinoma
SMARCB1-deficiente, el carcinoma SMARCA4-deficiente y, posiblemente, también SNUC
IDH2-mutado (62,72-74).

A continuacion, describiremos brevemente las caracteristicas diferenciales de

algunos de los subtipos histoldgicos en los que se centra el presente trabajo.

El carcinoma de células escamosas (SNSCC) es la forma mas frecuente de
carcinoma de senos paranasales (Figura 1). Histolégicamente estd constituido por
trabéculas o nidos de tamafio variable, formados por células similares a las del epitelio
plano poliestratificado, con distinto grado de atipia, si bien en la mayoria de las
ocasiones los tumores son de alto grado, con elevado grado de atipia y desdiferenciacion
(75). Existen formas queratinizantes y no queratinizantes. La forma mas frecuente es la
queratinizante, constituida por nidos y cordones irregulares de células neoplasicas que

muestran grados variables de diferenciacién escamosa y queratinizacion tanto en forma
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de disqueratosis individuales como formando globos cérneos y a menudo se asocian con
una reaccion desmoplasica del estroma circundante. La forma no queratinizante esta
constituida por células de aspecto mas basalioide. Puede clasificarse segln su grado de
diferenciacién en formas bien (G1), moderadamente (G2) y pobremente diferenciadas
(G3) (76), lo cual tiene implicaciones clinicas evidentes, pues los tumores peor
diferenciados suelen ser mas agresivos y responder mejor a los tratamientos no

quirurgicos.

Figura 1. Carcinoma epidermoide bien diferenciado. Obsérvense los globos cérneos. Hematoxilina-

Eosina (X200)

Segun la clasificacion de Barnes (77) los adenocarcinomas de tipo intestinal
(ITAC) pueden clasificarse en 5 categorias principales: papilar (18%), coldonico (40%),
sélido (20%), mucinoso (22%) y mixto (Figura 2). Estos subtipos muestran diferentes
patrones de crecimiento: el papilar estd formado por finos tallos conectivos que
sustentan varios estratos de células cuboideas o cilindricas con escasa atipia citoldgica;
el colénico crece con arquitectura tubulo-glandular; el sélido muestra pérdida de
diferenciacion con mayor atipia citolégica y el mucinoso muestra abundante
componente mucoso extracelular e intracelular (78,79). Todos estos tumores se
subdividen en alto y bajo grado, segun el grado de atipia citolégica, siendo el prondstico
relativamente bueno para los tumores bien diferenciados, mientras que en los tumores
pobremente diferenciados el prondstico se asemeja al de los carcinomas de células

escamaosas.
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Figura 2. Distintos subtipos histolégicos de adenocarcinoma de tipo intestinal. A. Papilar; B. Coldnico; C.

Sélido; D. Mucinoso. Hematoxilina-Eosina (X20)

Sin embargo, también se hallan entre los tumores de senos paranasales los
adenocarcinomas de tipo no-intestinal (non-ITAC): son un grupo heterogéneo de
tumores con diferenciaciéon glandular sin diferenciacién intestinal y que no se asemejan
a ningun tipo de tumor de glandulas salivales. En cuanto a sus caracteristicas
histoldgicas, la mayoria muestra un patrén sélido, con glandulas en roseta intercaladas
(Figura 3). Las células neoplasicas son de tamano pequeiio a mediano y con escaso
citoplasma ligeramente eosinofilico (80). Los adenocarcinomas de tipo no-intestinal se
pueden subdividir en tumores de bajo grado (LG-non-ITAC) y alto grado (HG-non-ITAC).
Los LG-non-ITAC son muy indolentes y se definen por glandulas de tipo seromucinoso
con atipia arquitecténica (glandulas fusionadas, cribiformes y formaciones papilares).
Por el contrario, los HG-no-ITAC son tumores agresivos, poco diferenciados, con
ocasional evidencia focal de diferenciacién glandular. Los estudios moleculares sugieren
gue algunos casos de LG-no-ITAC albergan mutaciones (por ejemplo, CTNNB1) o

fusiones (por ejemplo, ETV6:NTRK3) (78).
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Figura 3. Distintos subtipos histoldgicos de adenocarcinoma de tipo no intestinal. A. Bajo grado; B. Alto

grado. Hematoxilina-Eosina (X20)

El carcinoma indiferenciado de senos paranasales (SNUC) es un diagndstico de
exclusién, consistente en un carcinoma de alto grado que carece de cualquier
diferenciacién escamosa, glandular o neuroendocrina significativa por histologia y/o
IHQ. EI SNUC es un carcinoma de alto grado con una elevada agresividad local y
sistémica. Esta constituido por I[dminas, nidos, I6bulos o cintas de células de tamafno
pequefio a mediano, sin evidencia de diferenciacion escamosa o glandular. Sus células
son poligonales con nucleos redondeados u ovoides, hipercromaticos, con nucléolos
discretos o poco prominentes y un citoplasma moderadamente eosinofilico (Figura 4A).
A menudo presenta numerosas mitosis y es frecuente observar tanto necrosis como
invasion vascular (41). Los estudios moleculares han permitido independizar
recientemente algunos subtipos caracterizados por una marca molecular especifica, los
cuales presentan un comportamiento clinico caracteristico. El carcinoma SMARCB1-
deficiente, denominado asi por la pérdida de la expresidn nuclear de esta proteina, es
un subtipo de SNUC (61) que histolégicamente esta constituido por células basalioides
indiferenciadas con nucleos redondos que contienen cromatina dispersa y nucleolos
prominentes (Figura 4B). Las células neopldsicas se organizan en ldminas sélidas y nidos,
a menudo con empalizada periférica, rodeadas de estroma desmoplasico. Al igual que
en el SNUC, las mitosis y los fendmenos de necrosis son hallazgos frecuentes (81).
Estudios genéticos recientes han demostrado también que un subconjunto significativo
de los SNUC alberga mutaciones de IDH2 y estos tumores parecen tener un mejor

prondstico (82). Estos tumores no se distinguen facilmente de los SNUC sin mutaciones
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en IDH2 por histologia rutinaria o IHQ, aunque en un futuro pueden constituir una

entidad tumoral independiente.

Figura 4. A. Carcinoma indiferenciado. Hematoxilina-Eosina (X20); B. Carcinoma SMARCB1-deficiente. El
analisis inmunohistoquimico con anticuerpo anti-INI-1 muestra ausencia de expresion de SMARCB1,

mientras que los linfocitos infiltrantes son positivos

El carcinoma NUT es un tumor agresivo poco diferenciado, en ocasiones con
evidencia de diferenciacion escamosa, que se define genéticamente por el
reordenamiento del gen de la proteina nuclear en los testiculos (NUTM1) en el
cromosoma 15q14. Microscépicamente estd constituido por las caracteristicas “células
redondas azules” que consisten en laminas, nidos y cordones de células con citoplasma
eosinofilico, nucleos ovalados con uno o mas nucléolos prominentes (Figura 5). En los
casos en los que presenta diferenciacion escamosa se evidencian células escamosas
gueratinizadas adyacentes a células indiferenciadas. Al igual que el SNUC, es frecuente
observar una actividad mitética alta, asi como fendmenos de necrosis y apoptosis e
invasién tanto linfovascular como dsea (83).
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Figura 5. Carcinoma NUT Tincidn IHQ con el anticuerpo anti-NUT-1 (X20)
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El carcinoma indiferenciado SMARCA4-deficiente es un subtipo de SNUC
constituido histolégicamente por células redondeadas de pequeiio tamafio, con
cromatina condensada y citoplasma eosinofilico, con frecuentes fendmenos de necrosis,

apoptosis y mitosis (Figura 6) (84).

N
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Figura 6. Carcinoma indiferenciado SMARCA4-deficiente. Hematoxilina-Eosina (X20); B. La pérdida

completa de SMARCAA4 es la caracteristica definitoria de estos tumores.

El carcinoma neuroendocrino de senos paranasales o SNEC es un tumor epitelial
gue muestra diferenciacién neuroendocrina, con grado histolédgico variable, siendo en
la mayoria de los casos un tumor pobremente diferenciado (Figura 7) (85). La ultima
clasificacién de los tumores de senos paranasales de la OMS de 2017 (86) diferencia 2
subtipos histolégicos dentro del carcinoma indiferenciado neuroendocrino: el
carcinoma neuroendocrino de célula pequefia (o small cell), constituido por células de
tamafo pequefio a intermedio con una alta proporcién nucleo/citoplasma, cromatina
hipercromdtica y actividad mitética intensa, con frecuentes fendmenos de apoptosis y
necrosis; y el carcinoma neuroendocrino de célula grande (o large cell), constituido por
células de mayor tamafio organizadas en nidos, trabéculas y rosetas, con abundante
citoplasma, nucleos ricos en cromatina, nucléolos prominentes y frecuentes fendémenos

de mitosis y necrosis (87).
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Figura 7. Carcinoma neuroendocrino. Hematoxilina-Eosina (X20)

El estesioneuroblastoma o neuroblastoma olfatorio (ONB, por sus siglas en
inglés) es un tumor maligno con diferenciacion neurobldstica derivado de la membrana
olfatoria. Basado en su grado de diferenciacién, se distinguen 4 grados (I-1V) segun la
clasificacién de Hyams (88). Independientemente del grado histoldgico, los ONB son
neoplasias con crecimiento lobulillar. Sin embargo, en los tumores de mayor grado, la
estructura lobulillar a menudo se ve sustituida por un patrén de crecimiento sélido. Los
ONB de grado 3 y grado 4 se caracterizan por una proliferacion neoplasica hipercelular
en la que las células son mas anaplasicas e hipercromaticas y tienen una actividad
mitdtica aumentada. Los tumores de grado 4 son mas indiferenciados y anapldsicos y se
caracterizan por nucleos pleomdrficos, a menudo con nucléolos eosinofilicos
prominentes (89). Las células neoplasicas estan separadas por una matriz neurofibrilar
formada por procesos de células neuronales en la que los axones pueden apreciarse
mejor con tinciones de plata convencionales; esta caracteristica es considerada de gran
utilidad para su diagndstico. Las rosetas tipo Homer-Wright también son bastante
caracteristicas de los ONB, pero se ven con menos frecuencia y ain menos frecuentes
son las rosetas olfativas de Flexner-Wintersteiner, en las que las células se disponen

formando glandulas (Figura 8) (90).
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Figura 8. Estesioneuroblastoma. Hematoxilina-Eosina (X20)

1.2.4 Presentacion clinica

Los tumores nasosinusales en estadios iniciales suelen ser asintomaticos o
presentarse con sintomas inespecificos, como secrecidn nasal, epistaxis, hiposmia o
molestias locales, pudiendo simular un proceso infeccioso nasosinusal (2). Sin embargo,
estos tumores suelen ser diagnosticados en estadios avanzados, en los cuales pueden
asociar dolor, parestesia o anestesia, aumento del tamafo del paladar o la cara y dolor
dental, debido a su alta propension a la diseminacion perineural y a causar lesién dsea.
Pueden aparecer ademas sintomas como proptosis, diplopia, pérdida de agudeza visual
y sindrome conjuntival en caso de invasidon orbitaria. También puede producirse
afectacién de la base del crdneo durante su crecimiento, asi como extension
intracraneal, incluidos el seno cavernoso y la fosa craneal anterior y media (91). La
alteracion o pérdida del olfato puede ser un sintoma clinico de subtipos como el ONB,
aunque no es tan frecuente como cabria esperar, en parte debido a la conservacion del
olfato en el lado contralateral (92). En casos muy avanzados puede producirse invasion
de la fosa infratemporal, afectaciéon de la mucosa oral y piel de la mejilla y producirse

deformidades faciales, trismus o lesiones intraorales (93).

La afectacion ganglionar es infrecuente en el momento del diagnéstico, variando
entre un 2-20% segun la histologia tumoral y las estructuras afectadas. También las

metdstasis a distancia son infrecuentes, variando su incidencia entre un 2-10% (60,94).
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1.2.5 Diagnéstico

A menudo el diagndstico de los tumores de senos paranasales se realiza de forma
tardia, en estadios avanzados, lo cual ensombrece el prondstico. Por ello es importante
sospechar esta patologia en pacientes con clinica nasal unilateral refractaria al

tratamiento.

Ante la sospecha de un tumor de senos paranasales, es imprescindible realizar
una historia clinica completa y una anamnesis que incluya una exploracién
otorrinolaringoldgica exhaustiva. Realizaremos una exploracién nasal cuidadosa,
utilizando para ello el endoscopio flexible o el rigido, pues la informacién que nos aporta
la rinoscopia anterior en este caso es muy limitada. Es importante realizar ademas una
exploracion cervical para comprobar la presencia de metastasis ganglionares y una

exploracidon neuroldgica que incluya todos los pares craneales.

Como es evidente, el diagndstico debera de ir apoyado siempre con pruebas de
imagen, de cara a estudiar la extension tumoral y planificar el tratamiento. Las pruebas
de eleccién serdn la tomografia computarizada (TC) (Figura 9), util para valorar el
compromiso de estructuras 6seas y planificar tanto el tratamiento quirdrgico como el
tratamiento radioterdpico y la resonancia magnética (RM) (Figura 10), util para valorar
la afectacidn de tejidos blandos, asi como la afectacidn orbitaria e intracraneal y de
eleccién para realizar el seguimiento de estos tumores (95-97) En cuanto a la tomografia
por emision de positrones (PET) (Figura 11), se realizara en aquellos casos en los que se

sospecha recurrencia tumoral o afectacién a distancia (98).

Una vez obtenida la informacion clinica y radioldgica, es imprescindible realizar
una toma de biopsia guiada por endoscopia para filiar bien el tipo histolégico y el patrén
molecular del tumor, de cara a orientar asi el tipo de tratamiento mdas adecuado,
pudiendo realizarse la toma de la muestra en la propia consulta o en el quiréfano bajo
anestesia general en caso de un eventual riesgo de sangrado importante. El estudio
anatomopatoldgico debe ser realizado por un patdlogo experto en este tipo de tumores
debido a la complejidad histoldégica antes mencionada. En algunos casos las

discrepancias entre patélogos pueden llegar a cifras del 80%.
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Figura 9. Imdgenes de TC de un carcinoma neuroendocrino de senos paranasales en las que se aprecia la
afectacién nasosinusal en un corte coronal (A), la probable extension intracraneal en un corte axial (B),

asi como las presencia de adenopatias cervicales en corte axial (C)

Figura 10. RM de un carcinoma neuroendocrino de senos paranasales. A. Secuencia coronal ponderada
en T2 en las que se aprecia la presencia de invasion intracraneal; B. Secuencia axial ponderada en T1 en
la que se aprecia una tumoracion nasosinusal con captacion de contraste, permitiendo delimitar la
afectacién de las estructuras nasosinusales; C. Secuencia sagital ponderada en T1 que delimita la

afectacion intracraneal

Figura 11. Imagen de PET de un paciente con un ITAC con afectaciéon metastdsica 6sea mdltiple
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1.2.6 Estadificacion

Para la estadificacion de los tumores de senos paranasales, la clasificacion
utilizada en la actualidad es la correspondiente a la 82 edicion del American Joint
Committee on Cancer (AJCC) y de la Organizacion Internacional contra el Cancer (UICC)

de 2016 (Anexo 1) (99).

Los tumores se clasifican de forma diferente segun estén localizados en el seno
maxilar o en las fosas nasales y el seno etmoidal; los tumores localizados en los senos
esfenoidales o frontales no cuentan con una clasificacion propia debido a su escasa

incidencia.

La clasificacién TNM se basa en la extensién tumoral (T), la afectacién ganglionar

regional (N) y la presencia de metastasis a distancia (M).

Para la estadificacion de los ONB existen ademads otras dos clasificaciones
adicionales, la clasificacidn de Dulguerov y la clasificacion de Kadish, siendo esta ultima

la mas utilizada (Anexo 2) (100).
1.2.7 Tratamiento

El tratamiento de estos tumores se llevara a cabo de forma individualizada en
cada paciente, atendiendo a su estadio tumoral, a la histologia del tumor, asi como a
factores propios del paciente como su edad y sus comorbilidades (2). También es
importante la experiencia del equipo multidisciplinar, asi como las preferencias del
paciente. El manejo de estos tumores suele ser complejo y multimodal, siendo
recomendable que tenga lugar en centros con experiencia que traten un numero

notable de pacientes.

De forma general, el tratamiento de eleccion para estos tumores es la cirugia,
pero debido a su alta tendencia a presentar recidivas locales, se suele combinar con RT
postoperatoria incluso en caso de resecciones completas con margenes libres (2), salvo
en casos excepcionales como tumores T1-T2 limitados a fosa nasal y etmoides que
cumplan esta ultima premisa (101). En algunos subtipos histolégicos seleccionados, la
QT se considera util dentro del tratamiento multimodal con fines curativos, pero en la

mayoria de los casos es utilizada en tumores avanzados que no son susceptibles de
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tratamiento local o en el caso de la presencia de metastasis a distancia con intencion

paliativa.

En cuanto a la reseccidn quirurgica, la técnica de eleccidon dependera de la
localizacion y la extension de la tumoracion, asi como del defecto resultante que habra
de ser reconstruido, pudiendo llevarse a cabo abordajes endoscdpicos, abiertos o
combinados (2). En los ultimos afios, los avances en la cirugia endoscépica han supuesto
un cambio en el manejo de estas lesiones, pues mientras la mayoria requerian antes
abordajes abiertos, ahora son susceptibles de reseccion puramente endoscopica, siendo
una cirugia menos invasiva y con menor morbilidad, con resultados oncoldgicos
comparables en términos de supervivencia (102,103). Los abordajes abiertos pueden
realizarse mediante incisiones pequefias o0 mediante degloving, evitando asi secuelas
estéticas y funcionales. Cuando la reseccién sea amplia, se requerird en muchas

ocasiones realizar una técnica reconstructiva con un colgajo regional o libre.

El tratamiento selectivo de los ganglios linfaticos del cuello no se realiza de forma
rutinaria en los tumores de senos paranasales debido al bajo riesgo de metastasis
regionales. Sin embargo, en el caso de los tumores indiferenciados de senos
paranasales, por su mayor riesgo de dar metastasis ganglionares, se debe considerar la
diseccidn concomitante del cuello y/o la RT postoperatoria debido a la mayor frecuencia

de metdstasis cervicales (104).

Al igual que en el resto de los tumores de cabeza y cuello, la RT es un pilar
fundamental del tratamiento de esta patologia, ya sea como terapia adyuvante o en el
caso de recidiva. Las nuevas técnicas de RT de intensidad modulada (IMRT), como la
terapia de arco volumétrico modulado (VMAT), disminuyen en gran parte los efectos
derivados de la toxicidad de este tratamiento (105). En el caso de tumores T1-T2 NO,
después de cirugia radical, se recomienda RT cuando hay factores de riesgo, como
margenes positivos, invasién perineural o vascular, o en caso de histologias
desfavorables (106) como es el caso de los tumores indiferenciados. Para tumores T3-
T4 NO y N+ resecables, la cirugia seguida de RT se considera el tratamiento de eleccién
(107,108). En el caso de tumores irresecables o pacientes inoperables, la RT o la quimio-

radioterapia (QRT) es el tratamiento de eleccion (109).
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La QT neoadyuvante combinada con cirugia y/o RT es una opcidén en pacientes
con tumores avanzados de senos paranasales. La eleccidn del tipo de QT segun el tipo
histoldgico del tumor no estd hasta el momento bien establecida, pero la pauta mas
utilizada es la terapia basada en platino en combinaciéon con 5-fluorouracilo, taxanos,
ifosfamida o vincristina (110,111). Dado que los tumores indiferenciados de senos
paranasales son tumores muy agresivos, con frecuente fracaso del tratamiento
quirurgico locorregional y gran tendencia a metastatizar tanto a ganglios regionales
como a distancia, la terapia sistémica puede tener un papel importante. El SNUC es un
tumor quimiosensible, en el que la QT de induccién basada en platino combinado con
doxorrubicina/vincristina o docetaxel/5-fluorouracilo, seguida de cirugia y RT
posoperatoria, parece el tratamiento mas adecuado (112). De forma similar, se ha
objetivado que esta terapia en los SNEC ha sido eficaz, con resultados casi idénticos en
cuanto a supervivencia (113). En los ONB, los tumores mas indiferenciados (mayor grado
Hyams) son sensibles al tratamiento sistémico (114); al igual que en los anteriores, son
tumores quimio y radiosensibles, por lo que se recomienda también el tratamiento
multimodal (115); con respecto al régimen de quimioterapia, parece que la terapia
basada en platino es util (116) aunque también la combinacién de ciclofosfamida,

vincristina y doxorrubicina ha demostrado utilidad (117).

Aunque el tratamiento con IT se acepta actualmente como una modalidad
terapéutica en los carcinomas de células escamosas recurrentes/metastasicos, pocos
estudios han investigado su papel en los tumores de senos paranasales y no se ha
aprobado ninguna terapia dirigida, en parte porque estos tumores suelen excluirse de
los principales ensayos clinicos. Los datos sobre la eficacia de los agentes dirigidos y los
inhibidores de puntos de control inmunitario son escasos (118). Se ha publicado algun
caso de SNUC (119) y de melanoma nasosinusal (120) tratados con IT, con resultados

dispares.
1.2.8 Pronédstico

El prondstico de estos tumores es pobre, presentando de forma general
supervivencias menores a 50% a los 5 afios, pues la mayoria se diagnostican en estadios
avanzados y presentan altas tasas de recurrencia loco-regional y metastasis a distancia

(2). Si hablamos de cifras, los pacientes con SNUC tienen unas tasas de supervivencia a
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largo plazo entre 20 y 40% (121). Mds desalentador es incluso el prondstico del
carcinoma NUT, con una supervivencia global media menor de un afio (6,7 meses de
media) (122), aunque recientemente se ha evidenciado buena respuesta clinica a
tratamientos dirigidos con inhibidores de bromodominio en este tipo de tumores (123).
Para los carcinomas deficientes en SMARC-B1 se ha documentado menos de un 20% de
supervivencia libre de enfermedad a los dos afios aproximadamente, presentando
recurrencias locorregionales aproximadamente el 30% de los pacientes y metdstasis a
distancia el 35% de los pacientes (124). Los SNEC a menudo presentan metdstasis
sistémicas al diagndstico (higado, pulmdn, cerebro, hueso, rifién y pancreas) y presentan
una supervivencia global media entre el 35-50% a los 5 afios y aquellos localizados en
las fosas nasales parecen tener mejor prondstico que los localizados en el seno maxilar
o etmoidal (125). La supervivencia global a los 5y 10 afios de los ITAC oscila entre el 50-
60% y el 45-50% respectivamente, siendo los tumores sélidos mas indiferenciados y por
lo tanto los que presentan peor prondstico (77,126); por otro lado, en los HG-non-ITAC
se ha documentado una supervivencia global a los 3 afios del 20% (127). Los ONB
presentan una supervivencia global a los 5 afios de aproximadamente el 45% (128); la
recurrencia local ocurre aproximadamente en el 30%, la diseminacion regional se
observa en el 15-20% y las metastasis a distancia en menos del 10% de los pacientes. El
riesgo de afectacion ganglionar y metastasis a distancia sigue siendo alto incluso

después de 5 afos y se recomienda un seguimiento a largo plazo (129).

1.3 Aspectos inmunolégicos

1.3.1 Elsistemainmuney el cancer

Varios son los mecanismos de tumorigénesis conocidos, propuestos por
Hanahan y Weinberg en 2000 (130) y 2011 (131) y recientemente actualizados en 2022
(132) (Figura 12). Las caracteristicas distintivas incluyen: la perpetuacién de la
proliferacién tumoral, la evasiéon de los supresores del crecimiento tumoral, la
inmortalidad replicativa, la resistencia a la apoptosis, la induccidn de la angiogénesis, asi
como de la adquisicidn de la capacidad de invasidon y metastatizacién. Junto a todos

estos mecanismos subyacen tanto la inflamacién como la inestabilidad genémica (131).
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Figura 12. Las caracteristicas distintivas del cancer. A la izquierda, se muestran las 8 capacidades
distintivas y 2 caracteristicas habilitadoras. A |la derecha, otras caracteristicas emergentes propuestas

(132).

Una de las caracteristicas del proceso de oncogénesis es la capacidad que tienen
los tumores para evadir la respuesta inmune del huésped, siendo el papel del sistema
inmune en el crecimiento y la progresidén tumoral indiscutible. La teoria de Burnet y
Thomas sobre la capacidad del sistema inmune para interactuar con el tejido tumoral,
detectando y destruyendo las células tumorales durante todo el proceso de desarrollo
y progresion de la enfermedad es universalmente aceptada (133). Esta interaccidn
puede tanto potenciar como inhibir el crecimiento tumoral y el equilibrio entre estas
dos posibilidades determinara el desarrollo o no de la enfermedad. En general, las
células T citotdxicas (Tc) CD8+ vy las células T helper (Th) CD4+ inhiben la tumorigénesis
a través de mecanismos que comunmente involucran la produccién de interferén
gamma (IFN-y) y citotoxinas, pero otros factores, como la inflamacidn crénica, pueden

interferir en este proceso, favoreciendo el desarrollo de la enfermedad (134,135).

La respuesta del sistema inmune estaria iniciada por sefiales producidas por la
célula tumoral (antigenos tumorales especificos o neoantigenos) y sostenida por las
células efectoras del sistema inmune, tanto innato como adaptativo. A pesar de este
primer control inmune tumoral, el tumor es capaz de evolucionar y continuar su
crecimiento hasta llegar a matar al huésped. Por ello, se ha planteado que la ineficacia
de la respuesta inmune pueda ser debida a la seleccién de células tumorales con

mecanismos de resistencia inmunoldgicos que le proporcionen una ventaja evolutiva.

El desarrollo del cdncer se caracteriza por la acumulacién de un nimero variable
de alteraciones genéticas y la pérdida de los procesos naturales de regulacién del ciclo
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celular. Asi, en el proceso de transformacién maligna, las células sanas sometidas a
situaciones de estrés, como radiaciones ionizantes, carcindgenos, procesos
inflamatorios crénicos o infecciones virales, pueden sufrir cambios en su genoma, con
la modificacion de la expresidn de proteinas clave para el control de la proliferacién
celulary con la aparicién de mutaciones. Estos cambios pueden propiciar la aparicion de
neoantigenos, la expresidon de antigenos de diferenciacién de la linea germinal o la
expresion diferencial de proteinas, que podran ser presentados en la superficie celular
unidos a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (CPH),
distinguiéndolos de las células normales. Estas moléculas pueden ser vistas como
antigenos por el sistema inmune, lo que permite entender el potencial que la
inmunoterapia tiene en el tratamiento del cancer. Es decir, podemos considerar las
células tumorales como inmunogénicas y podemos clasificar antigenos tumorales en
base a su especificidad y selectividad para expresarse y distinguir a las células tumorales
del resto de células sanas. Los complejos péptido(antigenos)-CPH-I especificos de las
células cancerosas pueden ser reconocidos por las células T CD8 +. Esto permitiria la
eliminacion de la célula transformada y la proteccién del organismo. Sin embargo, a
veces, a pesar de que el sistema inmunitario reconoce al tumor y lo combate, no es
capaz de eliminarlo por completo, llegando a una situacion de equilibrio en la que el
tumor, aunque no es eliminado, no crece de forma descontrolada. Este equilibrio puede
romperse a favor del crecimiento del tumor, por una inestabilidad genética, por la
aparicion de mutaciones de escape, permitiendo el escape tumoral. A este proceso de
transformaciéon maligna y curacidon o de progresion tumoral se le conoce como el

proceso de las 3E (Eliminacion, Equilibrio, Escape) (136) (Figura 13).
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Figura 13. Proceso de transformacién oncogénica y evasion del sistema inmune (136)

De modo un poco mas pormenorizado, para que una respuesta inmune contra
el cancer consiga la muerte efectiva de células cancerosas, se han de iniciar una serie de

eventos a los que nos referiremos como el ciclo de cancer-inmunidad (137). En el primer

paso, los neoantigenos generados en el proceso de oncogénesis puede ser liberados y
capturados por las células dendriticas (CD) para su procesamiento (paso 1) y
presentacion a los linfocitos T y la activacién de una respuesta T tumor especifica. Para
gue este paso pueda producir una respuesta antitumoral, debe estar acompafiado por
sefiales pro-inmunitarias y no tolerogénicas. Tales sefiales inmunogénicas pueden incluir
citoquinas proinflamatorias y factores liberados por las células tumorales. A
continuacion, las células presentadoras de antigeno (CPA) presentan los antigenos
capturados en las moléculas CPH-I y CPH-II a las células T (paso 2), lo que resulta en la
activacion de las células T efectoras frente a los antigenos especificos del cancer (paso
3) que son vistos como extrafios y no han sido eliminados en el proceso de tolerancia
central. La naturaleza de la respuesta inmune se determina en esta etapa, con un
balance critico que representa la relacion de células efectoras T frente a las células T
reguladoras que son clave para el resultado final. Finalmente, el linfocito T activado
inicia su trafico por el organismo (paso 4) y se infiltra en el lecho tumoral (paso 5) para
reconocer y unirse especificamente a las células cancerosas a través de la interaccién
entre su receptor de células T (TCR) y el antigeno unido a CPH-I (paso 6) y matar a la

célula tumoral (paso 7). La muerte del tumor promueve la liberacidn de mas antigenos
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adicionales que pueden favorecer la activacion de mas linfocitos T contra otros

antigenos tumorales (paso 1 de nuevo) para aumentar la amplitud y profundidad de la

respuesta (2) (Figura 14).
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Figura 14. El ciclo "inmunidad-cancer" (137)

1.3.2 Maecanismos de evasidn de la respuesta inmune

En los pacientes con cancer, el ciclo de inmunidad-cancer no funciona de manera
6ptima en uno o varios de los pasos, conduciendo a que las células tumorales
desarrollen mecanismos de evasiéon de la respuesta inmune, favoreciendo Ila

oncogénesis (Figura 15) (138).
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Figura 15. Mecanismos de evasién tumoral (138)

Los mecanismos utilizados por las células tumorales para evadir al sistema
inmune son varios: la alteracién de las CPA, la inhibicién mediada por las células
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reguladoras, la generacion de mediadores que inhiben esta respuesta inmune, el
desarrollo de tolerancia inmune y la inhibicidn de la accidn de los linfocitos Tc y otras

células efectoras (139).

En primer lugar, los antigenos tumorales pueden no ser detectados por las CDs
o no ser correctamente presentadosy las células T pueden tratar a estos antigenos como
auto-antigenos y activar respuestas de células T reguladoras en lugar de respuestas T
efectoras, provocando un ambiente inmunosupresor en el tumor (140). Para tratar de
modificar esta respuesta, algunos quimioterapicos favorecen la expresion de antigenos

y una muerte inmunogénica y proinflamatoria.

La presentacidn de péptidos en la superficie es critica para la activacion y funcion
de los linfocitos T CD8 + y las células Natural Killer (NK), incluyendo aquellos contra los
tumores. Un mecanismo de evasion del sistema inmune es la alteracién de las CPA.
Algunos factores, como el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), la
interleucina (IL)-10 y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) se ven
implicados en la alteracién de la maduracidon de las células dendriticas (141). Las células
dendriticas inmaduras son un tipo de CPA que presentan bajos niveles de CD80, CD86 y
CD40 y una expresion aumentada de indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), contribuyendo
a la supresioén de la inmunidad mediada por los linfocitos Tc (142). Ademas, los tumores
son capaces de interferir en el proceso de presentacion de antigenos alterando la via del
CPH-I, las subunidades del proteosoma, las proteinas latentes de la membrana tipo 2
(LMP2) y tipo 7 (LMP7), el transportador asociado al procesamiento de antigenos (TAP)
y la tapasina. Todas estas alteraciones conllevaran una disminucion de la presentacion
de antigenos tumorales a los linfocitos T citotéxicos, lo que puede producir una mayor
incidencia de tumores y metdstasis (139). Estos fendmenos se han observado en muchos

tumores, aunque su funcién como factor prondstico no ha sido establecida (142).

Una vez que el antigeno ha sido presentado en la superficie de la CPA o en la
célula tumoral, éste debe ser reconocido por el linfocito T e iniciarse el proceso de
activacion del linfocito Ty ulterior proliferacion. La unién entre las membranas de ambas
células es lo que se conoce como sinapsis inmunoldgica (Sl). La Sl ayuda a la activacion
de los linfocitos T y media la proliferacién linfocitaria y la secrecidn de las citoquinas por

los CD4+ o granulos efectores por los linfocitos CD8+. Para la activacién completa de las
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células T se requieren 2 sefiales, tanto una sefal especifica de antigeno proporcionada
por la unién al TCR (primera sefial) como una sefial coestimuladora mediada por las CPA
(segunda sefial) (143). Sin embargo, las células tumorales pueden evadir la respuesta
inmune mediante el desarrollo de una tolerancia inmunitaria. La mayoria de las células
tumorales no van a expresar moléculas coestimuladoras, lo que puede inducir anergia o
tolerancia a los linfocitos T al producirse la unidon a su receptor en ausencia de
coestimulacion (143,144). Ademas, la presencia de sefiales co-inhibidoras (como PD-L1)
en la S| puede dificultar o frenar totalmente este reconocimiento antigénico y la
funcionalidad de los linfocitos, produciendo una situacidon de anergia (145). Para que
haya una respuesta efectiva debe haber un equilibrio de las sefiales de co-estimulo/co-
inhibicidn y una produccién de citoquinas que favorezcan la activacién y proliferacién
celular. Existe ademas un mecanismo de “desviacidon inmunitaria” mediante el cual las
células tumorales alteran el equilibrio de Th1 a Th2 a través de mediadoras como el TGF-
By laIL-10 (146). Por otro lado, la menor expresidon de receptores de muerte celular va
a prevenir la apoptosis mediada por los linfocitos T citotdxicos y por las células NK (147).
Todos estos factores que promueven la tolerancia y la desviacién inmunitaria
contribuyen significativamente a la evasion de la respuesta inmune. En la actualidad se
han disefado diversas estrategias terapéuticas dirigidas a inhibir las sefiales de co-

inhibicidn para favorecer la estimulacion en la Sl.

Los linfocitos han de entrar en contacto fisico con las células cancerosas. Para
ello, estos linfocitos interaccionan con moléculas de adhesion presentes en las células
de un endotelio inflamado y se inicia el proceso de extravasado del linfocito al tejido
tumoral. Existen evidencias de que los tumores pueden exhibir el fendmeno de privilegio
inmune, en el cual el tejido esta protegido de la entrada y el ataque inmunoldgico. Una
presion intersticial elevada, una permeabilidad heterogénea y el flujo sanguineo
irregular junto con la expresién reducida de moléculas de adhesion, ILy otras moléculas,
tanto en las células endoteliales como en las células intersticiales (como la
prostaglandina E; o PGE,, VEGF, IL10) limitan la penetracion de linfocitos al tumor,
favoreciendo lainmunosupresion. Ademas, la produccion de algunos factores tumorales
reduce la expresion de moléculas de adhesién, dificultando la interaccién entre los

linfocitos y el endotelio (148), por lo que el acceso de los linfocitos al tumor se ve
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dificultado. Por lo anteriormente expuesto, se sabe que existe un enriquecimiento de
algunos tipos celulares en el tumor y una ausencia de otros, lo que indica que hay una
discriminacion en el reclutamiento y la entrada de células. Ademas, las condiciones de
hipoxia en el lecho tumoral provocan la apoptosis de los linfocitos. El IFN-B favorece la
expresion de la enzima IDO, que metaboliza el triptéfano generando kinureninas que
son inmunosupresoras y la expresion de PD-L1, que no sélo impiden la proliferacion,

sino que pueden provocar la apoptosis celular.

Una vez que el linfocito ha sido activado y expresa los receptores de quimiocinas
adecuados, deberd migrar a los sitios de inflamacion o a los tejidos tumorales e
infiltrarse en el tejido para escanear la presencia de un antigeno especifico. Esto puede
estar dificultado por aspectos ya mencionados, como la falta de presentacion antigénica
por parte de la célula tumoral debida a la pérdida de expresion o la regulacién a la baja
de la maquinaria presentadora de antigeno. A estos problemas de presentacion
antigénica hay que sumarle la presencia de proteinas inhibidoras de los puntos de
control, la presencia de células Treg y células mieloides supresoras, o las moléculas
inmunosupresoras IDO, arginasa, IL-10, PGE, o TGF-B, que haran todavia mas dificil la
llegada de los linfocitos T al lecho tumoral, asi como su funcionalidad. La supresién
inmunitaria mediada por células Tregs (CD4+, CD25+), una subpoblacion linfocitaria que
se caracteriza por expresar factores como Foxp3, CTLA4 o GITR (proteina relacionada
con el receptor del factor de necrosis tumoral inducido por corticoides), es un
mecanismo importante en la evasidn de la respuesta inmune (149,150). Se ha observado
que las células Tregs inducidas por los tumores tienen mayor actividad supresora que
las células Tregs naturales (151). Estas células Tregs inducidas por el tumor van a inhibir
a los linfocitos T citotdxicos de forma directa o mediante la liberacién de sustancias,
como la IL-10 o el TGF-B. El TGF-B, ademas, induce la expresion de CD73 en la superficie
de las Tregs, lo cual contribuye también a la inhibicién de la respuesta inmune (152).
Diversos estudios han demostrado la presencia de un mayor nimero de Tregs en
pacientes con diferentes tipos de tumores, como tumores ovaricos y pulmonares (153).
Sin embargo, su papel como factor prondstico no esta aclarado, pues mientras que
parecen conferir un peor prondstico en algunos tumores, como los tumores ovaricos

(154), también podrian conferir mejor prondstico en algunos tipos de tumores
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gastrointestinales, como el cancer colorrectal (155). Por otro lado, la supresidon
inmunitaria mediada por las células supresoras derivadas de la serie mieloide (MDSC)
favorece la creacién de un microambiente inflamatorio y pueden favorecer tanto la
tumorigénesis como los procesos de angiogénesis y metastatizacion (156). Ademas, el
aumento de los niveles de mediadores inflamatorios confiere cierta resistencia a la
apoptosis de las MDSC, que en condiciones normales esta regulada por los linfocitos T
CD8+ (157); estas células ademds favorecen la induccién de Tregs (158) y la inhibicidn
de algunas CPA como las células dendriticas (159). Se ha demostrado la presencia de un
numero aumentado de estas células en tumores como el melanoma (160). Otras células
reguladoras implicadas en el mecanismo de evasién de la respuesta inmune son los
macrofagos fenotipo M2, que son los predominantes en las condiciones de acidosis e
hipoxia del microambiente tumoral (161). Estos macréfagos producen altos niveles de

TGF-B, IL-10 y VEGF, promoviendo el crecimiento tumoral (162).

Los mediadores liberados por los tumores o el endotelio tumoral para evadir la
respuesta inmune son diversos (139). El TGF-B cobra un papel importante a este
respecto (152,163). Otros mediadores solubles importantes son el factor de necrosis
tumoral (TNF), el factor estimulante de colonias (CSF) (164) y algunas IL como IL-1, IL-6
e IL-10, PGE; y adenosina, que puede directamente inhibir a los linfocitos T, los IFN tipo
| y factores como STAT1 (factor transductor de sefial y activador de la transcripcién 1) y
STAT3 o factores de transcripcién inflamatorios como NF-kB (factor nuclear potenciador
de cadena k-ligera de células B activadas) (165-168). Ademas, muchos tumores expresan
moléculas de superficie como FasL y TRAIL, que pueden matar directamente a las células
T. También pueden presentar proteinas como PD-L1, PD-L2 y B7-H4, que pueden
suprimir las funciones de las células T y detener el rechazo del tumor. Adicionalmente,
el microambiente de las células tumorales puede ser muy tdxico para la funcién de las
células T. La privacién de sustratos metabdlicos como resultado del consumo
competitivo por las células tumorales y/o el agotamiento activo por enzimas tales como
la IDO y arginasa puede atenuar aun mas la funcidon efectora de estas células.
Finalmente, las condiciones de hipoxia y el pH extracelular relativamente mas bajo del

intersticio del tumor pueden afectar negativamente a la funcion linfocitaria.
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1.3.3 El microambiente tumoral

El microambiente tumoral (TME, del inglés “tumor microenviroment”) se
compone de varios tipos de células: células tumorales, células del estroma tumoral
(células mesenquimales, células endoteliales, fibroblastos y pericitos) y células inmunes
(linfocitos T y B, células NK, macréfagos, polimorfonucleares, células plasmaticas),
ademas de factores inmunomoduladores. Todos estos componentes son influidos por el
tumor para favorecer su progresion, protegiendo a las células tumorales de la respuesta
inmune. Por lo tanto, el TME es un conjunto de células y factores solubles que actua
como una especie de redstato inmune, contribuyendo a la progresién tumoral (169). El
reto ahora es utilizar este conocimiento para desarrollar medicamentos e implementar

nuevas estrategias clinicas.

Uno de los componentes principales del TME son los linfocitos infiltrantes
asociados al tumor (TILs; del inglés “tumor infiltrating lymphocytes”). Los TILs son
linfocitos Tc que se encuentran en el interior del tumor. Estos linfocitos presentan una
mayor reactividad inmunoldgica especifica en el entorno tumoral, siendo los linfocitos
Tc CD8+ (TILs CD8+) el subconjunto mas importante. Los TILs CD8+ pueden ejercer su
funcién de forma directa mediante su efecto citotoxico sobre las células tumorales o de
forma indirecta mediante la liberacién de citoquinas como el IFN-y o el TNF-a (169). De
igual manera, la accién de estos linfocitos puede ser inhibida al interaccionar con las
células tumorales de forma directa o de forma indirecta mediante exosomas como FasL
liberados por estas células (170). Diversos estudios han demostrado que un mayor
nimero de TlLs CD8+ confiere un mejor prondstico en algunos tipos de tumores, como
en algunos tipos de cancer de mama, el cancer colorrectal, el melanoma o el cancer de
ovario (171-174). Ademds, se ha comprobado que los TILs CD8+ juegan un papel
importante en la respuesta inmune en los canceres de cabeza y cuello (175) y algunos

tumores de senos paranasales como el SNSCCy el ITAC (22,176).

Otras células del TME son las células NK, capaces de actuar contra las células
tumorales de forma directa o indirecta mediante la activacién de otras células como
linfocitos T, macréfagos o células dendriticas. Su funcion también podra ser inhibida por
las células tumorales de forma directa o indirecta mediante la liberacién de quimiocinas

como CXCL2 o el mismo TGF-B (177). El papel como factor prondstico de las células NK
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intratumorales no ha sido claramente dilucidado, confiriendo mejor prondstico en

algunos tumores (entre ellos en tumores de cabeza y cuello) y peor en otros (178).

En base a la presencia de TILs y a la expresion de PD-L1 se ha propuesto una
clasificacién de los tumores en diferentes inmunofenotipos (179). El fenotipo inmuno-
inflamado se caracteriza por presentar en el parénquima tumoral TILs tanto CD4+ como
CD8+, células mieloides y monocitos en proximidad a las células tumorales. Tiene una
alta expresion de PD-L1 y gran cantidad de citoquinas pro-inflamatorias. Este fenotipo
implica probablemente que hubiera previamente una respuesta inmune tumoral que se
encuentra regulada negativamente debido a factores inmunosupresores del
microambiente. Aunque los pacientes con este fenotipo son los mas propensos a
presentar una respuesta a la inhibicion de PD-1, no todos se benefician del tratamiento,
por lo que debe de haber otros mecanismos co-inhibitorios que dificulten la restitucién
de la capacidad inmunitaria. El segundo fenotipo, inmuno-excluido, se caracteriza
también por la presencia de células inmunes, pero éstas se encuentran en el estroma
que rodea al tumor sin infiltrarlo. En este caso, se postula que habria habido igualmente
una respuesta inmune tumoral, pero que por las caracteristicas del estroma o por
bloqueo tumoral los linfocitos no son capaces de infiltrarse en las células tumorales. El
tratamiento de estos tumores con anti-PD-1 muestra activacién de linfocitos T, pero no
promueve su infiltracién en el tumor. El Ultimo fenotipo seria el inmuno-desértico,
caracterizado por una leve o nula infiltraciéon de linfocitos T tanto en el parénquima
tumoral como en el estroma. Probablemente estos tumores no hayan promovido
previamente una respuesta inmune antitumoral en el paciente. Los fenotipos inmuno-
excluido e inmuno-desértico se consideran tumores “no inflamados”. Se caracterizan
por presentar un ambiente inmunosupresor y de tolerancia, con infiltracién de Tregs,
MDSC y macréfagos M2. Aunque los Tregs no son exclusivos de los tumores no
inflamados, ya que son células que acompafian a los linfocitos T efectores y las podemos

encontrar igualmente en los tumores inflamados regulando la homeostasis inmune.

El microambiente tumoral no va a ser el mismo para todos los tumores; varios
estudios ponen de manifiesto que cada tumor crea su propio TME diferencidandolo de
tumores con su misma histopatologia (180). De hecho, aunque la mayoria de los

tumores de cabeza y cuello comparten su origen epidermoide, al localizarse en diversas
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regiones anatémicas (laringe, cavidad oral, orofaringe, nariz, senos paranasales, etc.),
son tumores muy heterogéneos y su microambiente tumoral es diferente. Se ha
especulado incluso que una de las causas de que los tumores relacionados con el VPH
tengan un mejor prondstico es de hecho la interaccion de este virus con el
microambiente tumoral (181). También se ha comprobado que los tratamientos
antitumorales (ya sea QT o RT) alteran este microambiente, por lo que se presupone
que los cambios inducidos por las terapias convencionales podrian ser utiles como

biomarcadores para el uso de inmunoterapia (182).

El microambiente tumoral de los carcinomas escamosos de cabeza y cuello es
llamativamente inmunosupresor. Presenta diversos factores inhibidores secretados por
el tumor, como TGF-B, IL-6, IL-10, PD-L1 y JAG-1, pero escasa cantidad de sustancias con
efecto antitumoral como IL-2 e IFN-y. En este microambiente tumoral, las células T se
diferencian mayoritariamente en Treg o Thl7 y no en linfocitos efectores Thl
productores de IFN-y, favoreciendo asi la progresion de la enfermedad. Ademas, estos
Treg van a sobreexpresar factores que como CTLA-4, PD-1, TIM-3 y LAP asociado con
TGF-B, potenciando las funciones inmunosupresoras y disminuyendo por tanto la
inmunidad antitumoral (183). Los mecanismos moleculares que utilizan estas Treg u
otras células reguladoras para mediar la supresidon inmunitaria en el carcinoma de

células escamosas de cabeza y cuello se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Mecanismos que utilizan las células inmunes para mediar la supresién inmunitaria en los CECC

Rutas de seializacion alteradas

Efecto sobre las células

EGF/EGFR

‘N Resistencia tumoral a la respuesta inmune
‘M Produccion de citoquinas / factores con efecto inhibidor
‘N Funcién supresora de los Tregs

IL-6, EGF, VEGF/STAT3

‘M Resistencia tumoral a la respuesta inmune

‘M Produccion de citoquinas / factores con efecto inhibidor
J Maduracion de las células dendriticas

J Actividad citolitica de linfocitos T citotdxicos y células NK

Cox-2/PGE2 PI3K/COX-2/PGE2

‘M Resistencia tumoral a la respuesta inmune
J Funciones de las células inmunes mediante la ruta cAMP
J Supervivencia de las células inmunes

PD-1/PD-L1

/M Sefiales autocrinas tumorales y supervivencia
J Funciones antitumorales de linfocitos T, B, células NK y monocitos
‘N Tregs y funciones supresoras

TGF-B/ TGF-BRI+RII

M Crecimiento tumoral
J Funciones de linfocitos T CD8+, diferenciacién de linfocitos CD4+ a
Tregsy Th17

Adenosina/A2AR
Ectoenzimas CD39/CD73

J' Funciones de linfocitos T mediante la ruta cAMP
‘N Produccion de adenosina

M Sefializacion A2AR

J Funciones de las células inmunes

Fas/FasL

‘M Apoptosis de linfocitos T CD8+ activados

JAG-1/NOTCH-1

‘N Resistencia tumoral a la respuesta inmune
J Funciones de las células inmunes Mproliferacién de Tregs

1.3.4 Inmunoterapia

La inmunoterapia, cuyo fundamento es aumentar la inmunidad natural del

individuo para eliminar las células tumorales, ha supuesto un gran avance en el

tratamiento del cancer (184). Cuando hablamos de inmunoterapia nos referimos a dos

tipos: activa y pasiva. La primera se fundamenta en la estimulacién in vivo de las células

inmunes mediante la administracidn de células que activen el sistema inmune o de

mediadores inmunoldgicos, mientras que la segunda se basa en la utilizacidon de agentes

obtenidos in vitro dirigidos frente a antigenos especificos (185). Las principales

modalidades de inmunoterapia son las siguientes (Figura 16):
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Terapias con virus oncoliticos: utilizan virus genéticamente modificados para

infectar las células tumorales y generar un ambiente proinflamatorio que
aumenta la inmunidad antitumoral. Por ejemplo, talimogene laherparepvec (T-
Vec), un virus del herpes simple modificado genéticamente, ha demostrado gran
utilidad para el tratamiento del melanoma metastasico no resecable (186).

Vacunas contra el cdncer: utilizan antigenos especificos de tumores para

desencadenar respuestas inmunitarias antitumorales mediadas por células T.
También la vacunacién basada en células dendriticas ha demostrado buenos
resultados clinicos, como en el caso de sipuleucel-T, una terapia aprobada para
el tratamiento del cancer de préstata avanzado (187). Ademds, las propias
células tumorales también se pueden utilizar para provocar inmunidad
espontanea, como en el caso de GVAX, una vacuna contra el cancer compuesta
por tumor autdlogo cuyas células han sido genéticamente modificadas para
secretar factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y
ha mostrado eficacia en varios tipos de tumores (188,189).

Terapias con citoquinas: las citoquinas son liberadas en condiciones normales en

respuesta a situaciones de estrés celular. Van a permitir una propagacion rapida
de la sefalizacion inmunitaria, generando una respuesta inmune potente
dirigida contra los antigenos diana (190). Cabe destacar aqui la utilizacion de IL-
2 (191) o interferdn alfa (IFN-a) (192).

Terapia celular “adoptiva”: utiliza células inmunitarias autdlogas, en particular

células T, que se modifican genéticamente ex vivo y se reinfunden a los pacientes
para eliminar las células tumorales (193). Actualmente, las dos terapias de este
tipo mas utilizadas son las terapias de células CAR-T (linfocitos T con receptor de
antigeno quimérico), que utilizan fragmentos de anticuerpos para reconocer
antigenos especificos expresados en la superficie de las células tumorales (194)
y la transfeccidon del TCR, que se basa en la transferencia del gen del TCR a la
sangre periférica para generar células T efectoras con reactividad antitumoral
(195).

Inhibidores de los “chekpoint” o puntos de control inmunitario. Estos puntos de

control inmunitario, como el receptor del antigeno 4 del linfocito T citotdxico

(CTLA-4), el gen 3 de activacion de linfocitos (LAG3), la mucina 3 de
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inmunoglobulina de células T (TIM-3) y PD-1, regulan la funcién de los linfocitos
T citotdxicos. Cuando estas moléculas se unen a sus respectivos ligandos, van a
bloquear la funcion de los linfocitos T y con ello la respuesta inmune contra las
células tumorales. Los mas conocidos son el receptor del antigeno 4 del linfocito
T citotoxico CTLA-4 y PD-1 (134,184). Existen anticuerpos monoclonales
especificos que inhiben estos puntos de control inmunitario. El primero en ser
aprobado fue el ipilimumab, un anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4;
posteriormente se aprobaron algunos anticuerpos anti-PD-1 como el nivolumab
y el pembrolizumab y anti-PD-L1 como el atezolizumab. Ambos anticuerpos anti-
PD-1, nivolumab y pembrolizumab fueron aprobados por la FDA en 2016 para el

tratamiento del CECC avanzado (196,197).
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Figura 16. Modalidades de inmunoterapia (185)

1.3.5 Elreceptor PD-1y su ligando PD-L1

El receptor de PD-1, también llamado receptor CD279, es una proteina

transmembrana de 55 kDa que contiene 288 aminoacidos con un dominio N-terminal

extracelular (similar a IgV), un dominio transmembrana y una cola citoplasmica ubicada

en los extremos N y C, respectivamente, con dos bases de tirosina (198). Es un inhibidor
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tanto de la respuesta adaptativa como de la respuesta innata y se expresa en linfocitos
T activados, linfocitos B, células NK, macroéfagos, células dendriticas y monocitos (199).
Es de destacar que la expresidon de PD-1 es especialmente alta en células T tumorales

(200).

Su ligando PD-L1, también conocido como CD279 o B7-H1, es una glicoproteina
transmembrana tipo 1 de 33 kDa que contiene 290 aminoacidos con dominios Ig- e IgC
en su region extracelular (201). Generalmente se expresa en macréfagos, algunos
linfocitos T activados, linfocitos B, células dendriticas y algunas células epiteliales,
particularmente en condiciones inflamatorias (202). Ademas, las células tumorales
expresan PD-L1 como un “mecanismo inmunitario adaptativo” para evadir la respuesta

inmune. PD-L1 se relaciona con un microambiente tumoral rico en linfocitos T CD8 (203).

La via PD-1/PD-L1 controla la induccién y el mantenimiento de la tolerancia
inmune dentro del microambiente tumoral. La interaccion entre el receptor PD-1 en los
linfocitos T CD8+y el ligando PD-L1 de las CPA evita tanto reacciones autoinmunes como
daios tisulares secundarios a la respuesta inmune desencadenada tras un proceso
inflamatorio o una infeccion (204,205) mediante la inhibicién de la activacion y la
proliferacién de las células T efectoras, la disminucién de la supervivencia de estas
células T y la disminucién de la secrecion citotéxica dentro de la célula tumoral (Figura

17) (7).

Célula tumoral

PD-L1 ¢

J Activacién

J Proliferacién

J Secrecidn de citocinas
J Supervivencia de cél. T

Figura 17. Interaccién PD-1y PD-L1 (7)

La interaccion entre el ligando PD-L1 de las células neoplasicas y el receptor PD-

1 de los linfocitos T CD8+ supone un mecanismo importante de evasion de la respuesta
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inmune. Ademas, la expresion de PD-L1 en las células inmunes y tumorales esta
fuertemente asociada con la expresién de PD-1 en los TiLs, lo que indicaria la presencia

de un microambiente inmunolégico reactivo (206).
1.3.5.1 Papel en inmunoterapia

En los ultimos afios el desarrollo de anticuerpos monoclonales dirigidos contra
PD-1y PD-L1 ha supuesto un avance importante en la terapia de los tumores en estadio
avanzado. La unidn de estos anticuerpos monoclonales bloquea esta interaccion
receptor-ligando, restaurando la actividad de los linfocitos T y con ello la respuesta

inmune antitumoral (205).

Hasta hoy, han sido aprobados a nivel mundial en total diez anticuerpos anti-PD-
1 (nivolumab, pembrolizumab, cemiplimab, sintilimab, camrelizumab, toripalimab,
tislelizumab, zimberelimab, prolgolimab y dostarlimab) y tres anticuerpos anti-PD-L1
(atezolizumab, durvalumab y avelumab) para el tratamiento de varios tipos de tumores

en estadio avanzado (207) (Tabla 2).
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Tabla 2. Anticuerpos monoclonales dirigidos contra PD-1y PD-L1 y sus indicaciones (207)

Diana Farmaco

Ao de aprobacidn y pais

Indicacion

2014 (EEUV)
2015 (UE)
2018 (RPC)

Nivolumab

Melanoma

Carcinoma pulmonar célula no pequefa
Carcinoma pulmonar célula pequeia
Carcinoma renal

Linfoma Hodking

Carcinoma de cabeza y cuello
Carcinoma urotelial

Carcinoma colorrectal

Carcinoma hepatocelular

Carcinoma esofagico

Mesotelioma pleural

Cancer gastrico

Carcinoma unién esofagogastrica

2014 (EEUV)
2015 (UE)
2018 (RPC)

PD-1

Pembrolizumab

Melanoma

Carcinoma pulmonar célula no pequefa
Carcinoma pulmonar célula pequeia
Carcinoma renal

Linfoma Hodking

Carcinoma de cabeza y cuello
Carcinoma urotelial

Carcinoma colorrectal

Carcinoma hepatocelular

Carcinoma esofagico

Cancer gastrico

Carcinoma unidn esofagogastrica
Cancer de mama triple negativo
Céancer de vejiga

Cancer de cérvix

Cancer de endometrio

2018 (EEUU
Cemiplimab ( )

Carcinoma cutaneo de célula escamosa

2019 (UE) Carcinoma pulmonar célula no pequefa
2018 (RPC) Melanoma
Toripalimab Carcinoma de cabeza y cuello
Carcinoma urotelial
2018 (RPC) Carcinoma pulmonar célula no pequenfa
Sintilimab Linfoma Hodking
Carcinoma de cabeza y cuello
Camrelizumab 2019 (RPC) Carcinoma pulmonar célula no pequefa
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Linfoma Hodking

Carcinoma de cabeza y cuello
Carcinoma hepatocelular
Carcinoma esofagico

PD-L1

2019 (RPC) Carcinoma pulmonar célula no pequefa
Tislelizumab Linfoma Hodking
Carcinoma urotelial
Zimberelimab 2021 (RPC) Linfoma Hodking
Prolgolimab 2020 (UE) Melanoma
. 2021 (UE) Céncer de endometrio
Dostarlimab
2021 (EEUUV)
2016 (EEUUV) Melanoma
2017 (UE) Carcinoma pulmonar célula no pequefa
2020 (RPC) Carcinoma pulmonar célula pequeia

Atezolizumab . .
Carcinoma Urotelial

Carcinoma hepatocelular
Carcinoma unién esofagogastrica

2017 (EEUU) Carcinoma pulmonar célula no pequefa
Durvalumab 2018 (UE) Carcinoma pulmonar célula pequeia
2019 (RPC) Cancer de vejiga
2017 (UE) Melanoma
Avelumab 2017 (EEUUV) Carcinoma renal

Carcinoma urotelial

EEUU (Estados Unidos), UE (Unidn Europea), RPC (Republica Popular China)

Como ya hemos mencionado, pocos estudios hasta la fecha han investigado el
papel de la IT en los tumores de senos paranasales y no se ha aprobado ninguna terapia
dirigida, al excluirse habitualmente estos tumores de los principales ensayos clinicos,
por lo que los datos sobre la eficacia de estas terapias en este tipo concreto de tumores
son escasos (118). En un estudio publicado por Denaro et al. en 2021 (119), se
administré tratamiento con nivolumab a un paciente con un SNUC que tras ser tratado
con cirugia y QRT presentd extension intracraneal y metastasis pulmonares; el paciente
logré una respuesta completa con dicho tratamiento, permaneciendo libre de
enfermedad en el momento de la publicacidn de dicho estudio, aunque dicha respuesta
no se relaciond con la expresion de PD-L1 ni la presencia de TILs CD8+. Sin embargo, en
otro estudio realizado por Klebaner et al. en 2020 (120), en el que se incluyeron 704
pacientes con melanoma nasosinusal, 94 de los cuales fueron tratados con IT, no se
demostrd un aumento en la supervivencia respecto al tratamiento standard.
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1.3.6 Utilidad clinica del analisis de la expresion de PD-1/PD-L1

Hoy en dia el estudio inmunohistoquimico o molecular a la hora de seleccionar
aquellos casos mas susceptibles de beneficiarse de los agentes dirigidos contra la via PD-
1/PD-L1 es una practica habitual, sobre todo teniendo en cuenta los posibles efectos
adversos autoinmunes de estos farmacos. Si bien hasta ahora no se ha dilucidado un
marcador con verdadero poder predictivo a la hora de estimar la eficacia de los
tratamientos con agentes anti-PD-1/PD-L1, parece que la expresién de PD-L1 en las
células tumorales podria predecir una respuesta clinica favorable a estos agentes (207-
209) y actualmente es el biomarcador mas cominmente utilizado. Ademads, se ha
observado que la presencia de TlLs CD8+ en el microambiente tumoral induce la
expresion de PD-L1 mediante la liberacion de IFN-y (16,17). De hecho, actualmente se
reconocen cuatro tipos de microambiente tumoral basados en la expresion de PD-L1 y
la presencia de TILs CD8+: tipo | (PD-L1+ TlLs+), tipo Il (PD-L1- TlLs-), tipo lll (PD-L1+ TILs-
) y tipo IV (PD-L1- TlLs+), siendo los tumores con un TME de tipo | los que tienen mayor
probabilidad de responder a las terapias anti-PD-1/PD-L1 (210). Hay que tener en cuenta
gue PD-L1 puede estar presente tanto en las células tumorales como en las células

inmunes, ya sea en los TILs o en los macroéfagos asociados al tumor.

En un estudio realizado en 2019 acerca de las 45 indicaciones de farmacos anti-
PD-1/PD-L1 aprobadas hasta ese momento (16), se objetivo que la expresion de PD-L1
habia sido estudiada en 9 casos, incluyendo 3 casos de cdncer de vejiga, 3 casos de
carcinoma pulmonar de célula no pequefa, 1 caso de cancer de mama triple negativo y
1 caso de cdncer gdstrico/unidn gastroesofagica. De los 45 casos incluidos, la expresién
de PD-L1 resulté tener un valor predictivo en el 28,9% de las aprobaciones, mientras que
no fue predictiva en el 53,3% de los casos y no fue analizada en el 17,8% de los casos
restantes. Este estudio pone de manifiesto que la expresion de PD-L1 como biomarcador
predictivo de respuesta a agentes inmunoterdpicos tiene limitaciones por el momento
al no estar estandarizada, pues los niveles para considerar positiva dicha expresion
fueron variables (1, 5 y 50%) tanto entre diferentes tipos de tumor como dentro del
mismo tipo de tumor en diferentes estudios; ademas, las células en las que se midid la
expresion de PD-L1 (células tumorales, TILs o ambas) también diferian entre los

diferentes estudios.
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1.3.6.1 Analisis de la expresion de PD-1/PD-L1

La deteccion de PD-L1 mediante IHQ es actualmente la Unica prueba predictiva
de respuesta a farmacos dirigidos contra PD-1/PD-L1 aprobada (211). El estudio
inmunohistoquimico de PD-L1 debe realizarse sobre tejido tumoral fijado en formol e
incluido en parafina y las muestras tumorales deben de contener al menos 100 células
viables (208,211). Existen diferentes anticuerpos anti-PD-L1 utilizados para el estudio
inmunohistoquimico, cada uno de los cuales identifica diferentes epitopos de la
molécula. Estos antigenos pueden estar dirigidos frente al dominio extracelular (SP263,
22C3 y 28-8) o intracelular (EIL3N y SP142) y el empleo de antigenos diferentes puede
generar resultados diferentes. Igualmente, la tincion también puede verse modificada
segun el sistema quimico de visualizacién empleado. Por estos motivos, para cada uno

se utiliza un test de deteccion IHQ concreto (212,213).

El resultado se valora mediante el porcentaje de células tumorales positivas para
PD-L1. El porcentaje minimo de células que expresan PD-L1 para poder considerar la
tincidn positiva no esta establecido; los puntos de corte utilizados varian entre 21%,
>5%, 210% y 250% de las células tumorales, segun diferentes estudios (214-216). Dos
estudios clinicos recientes en el campo de la inmunoterapia en tumores de cabeza y

cuello consideran el punto de corte 25% el mas apropiado (196,217).

Existen dos principales patrones de tincion, el membranoso y el citoplasmatico.
El patron membranoso se considera positivo cuando se observa una tincion completa
de la membrana celular y es considerado como el biomarcador principal para predecir

la respuesta a las terapias anti-PD-1/PD-L1 segun algunos autores (218).
1.3.7 Papel de PD-L1 en los tumores de senos paranasales

El papel de la expresidn de PD-L1 en los tumores de senos paranasales no ha sido
claramente dilucidado hasta la fecha debido a la escasa cantidad de estudios publicados,
si bien en los ultimos afios el numero de publicaciones acerca de este tema se estd
viendo incrementado. Existen algunos estudios que estudian la expresidén de PD-L1 en
los SNSCC y en los ITAC. No obstante, las publicaciones centradas en tumores

pobremente diferenciados de senos paranasales siguen siendo muy escasas.
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En el estudio de Riobello et al. (22) realizado por nuestro grupo de investigacion
en 2018, se analizé la expresidon de PD-L1 en 53 casos de SNSCCy 126 ITAC, observando
una expresion positiva de PD-L1 en el 34% de los SNSCC y en el 17% de los ITAC, si bien
esta expresion no se correlacionaba con pardmetros clinicopatoldgicos ni actuaba como
factor prondstico. Garcia-Marin et. al (27) en 2020 estudiaron la expresion de PD-L1 vy la
presencia de TILs CD8+ en una serie de 133 ITACS, demostrando una positividad para
PD-L1 en el 26% de los casos, aunque no demostrd valor prondstico. La expresion de PD-
L1 tanto en macrofagos como en células tumorales se correlacionaba positivamente con
la presencia de TILs CD8+. En otro estudio realizado por Garcia-Marin et al. (26) en 2021
se analizaron también la expresion de PD-L1 y la presencia de TILs CD8+ en una serie de
57 SNSCC, demostrando positividad de PD-L1 en el 46% de los casos; ademads, se vio
también que dicha expresion se presentaba juntamente con la presencia de TlLs CD8+,
conformando el denominado microambiente tumoral tipo |, presentando sin embargo

los pacientes peores resultados en cuanto a supervivencia.

En el estudio realizado por Quan et al. en 2019 (176), se observo la expresion de
PD-L1 en un 30,2% de los pacientes con SNSCC. Dicha expresion se correlaciond también
de forma significativa con niveles altos de TILs CD8+ y con un peor prondstico. También
Hongo et al. (219) demostraron en su estudio realizado en 2021 una expresion positiva
de PD-L1 en el 45,8% de 131 SNSCC de su serie, confiriendo peores resultados de

supervivencia.

En el estudio llevado a cabo por London et al. (220) en 2019, se estudié la
expresion de PD-L1 en una serie de 10 ONB primarios y 4 metastasis cervicales de dicho
tumor, que resulté positiva en 4/10 de los primarios y en 3/4 de las metastasis. Esta
expresion no mostrd diferencias significativas en la supervivencia y no se observo
correlacién con el grado histoldgico de Hyams. Se objetivd una correlacién positiva entre
la expresidon de PD-L1 y la presencia de TlLs CD8+, sugiriendo que al igual los SNSCC,
estos tumores pobremente diferenciados podrian ser inmunogénicos y beneficiarse del

tratamiento con farmacos inmunoterapicos.
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1.4 Inestabilidad de microsatélites
1.4.1 Inestabilidad gendmica y cancer

Los microsatélites son secuencias cortas de ADN que pueden ser mono-, di-, tri-,
tetra- o pentanucledtidos de bases repetidas a lo largo del genoma. En el genoma
humano hay aproximadamente medio millén de microsatélites distribuidos en regiones
tanto codificantes como no codificantes. Precisamente esta naturaleza repetitiva es la
gue va a hacer de estas regiones unas regiones altamente susceptibles de sufrir errores
en el apareamiento por fallos de la ADN polimerasa (221). La MSI se define como un
aumento o disminucién de la longitud de los microsatélites en el ADN de las células
tumorales en comparacion con el ADN de las células no tumorales. Las mutaciones en
los genes del sistema de reparacidon de apareamiento erréneos o “mismatch repair”
(MMR) impiden que los errores de replicacién cometidos por la ADN polimerasa sean
reparados, lo que dara lugar a la aparicion de un fenotipo mutador y con ello una elevada
tasa de mutacion celular, causando la MSI. El cancer serd el resultado de la acumulacién
estas alteraciones genéticas que permiten el crecimiento de las células tumorales (222).
La MSI secundaria a mutaciones germinales en el ADN de las proteinas reparadoras del
sistema MMR es la principal alteracion molecular en el sindrome de Lynch, una
enfermedad tumoral de herencia autosdmica dominante; por otro lado, la inactivaciéon
epigenética de los genes de este sistema es mas habitual en el caso de tumores

esporadicos (223).

La MSI se ha asociado clasicamente con los canceres colorrectales, en los que su
eficacia clinica ha sido bien establecida (224). Sin embargo, en los ultimos afios también
se ha demostrado la implicacién de la MSI en otros tipos de tumores, como los tumores
endometriales, ovdricos, gastricos y prostaticos (225-227). Estudios recientes sugieren
que la MSI podria ser un biomarcador util para seleccionar a aquellos pacientes mas
susceptibles de beneficiarse del tratamiento con farmacos bloqueadores de los puntos
de control inmunitario (228-230). Este beneficio probablemente se deba al
reconocimiento de neoantigenos por parte de los linfocitos T fomentado por
mutaciones somaticas, que por otro lado también podrian favorecer la oncogénesis al

inactivar genes supresores de tumores (231).
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1.4.2 Sistema Mismatch Repair (MMR)

El sistema de reparacién de apareamientos erréneos o “mismatch repair” (MMR)
se encarga de mantener la estabilidad del genoma. Las células del organismo tienden a
acumular errores en su genoma a lo largo del tiempo como resultado de agentes tanto
enddgenos como exdgenos; ademas, también se producen errores en el procesamiento
normal del ADN, tanto en la recombinacion como en la replicacién, induciendo
inestabilidad gendmica. Este sistema “mismatch repair” (MMR) es un sistema
altamente conservado entre las diferentes especies y es una via importante para
proteger al ADN de los efectos deletéreos de todas estas mutaciones, corrigiendo los
errores que se producen y con ello previniendo el desarrollo y la progresién tumoral
(232). Esto ha sido demostrado clinicamente, pues se ha visto que la inactivacién de este
sistema MMR se asocia a una mayor tasa de mutaciones en las células tumorales y que
la inactivacién hereditaria de este sistema se asocia a una mayor predisposicién al

desarrollo de neoplasias a edades tempranas (233).

Las acciones llevadas a cabo por este sistema MMR incluyen el reconocimiento
de las inserciones y las deleciones andmalas, el reclutamiento de proteinas reparadoras,
la eliminacidn de estas secuencias erréneamente apareadas y la sintesis y reparacién del
ADN. Los efectores de tal labor van a ser los heterodimeros de proteinas reparadoras
MSH2-MSH6 y MLH1-PMS2. El dimero MSH2-MSH6 reconoce la secuencia en la que se
ha producido ese apareamiento erréneo, se une a la cadena de ADN e inicia el
reclutamiento del dimero MLH1-PMS2. Posteriormente se producira el reclutamiento
de otras proteinas reparadoras, como el antigeno nuclear de proliferacion celular, el
factor de replicacion C, la exonucleasa 1, la proteina de replicacion A o la ADN ligasa 1,
que completaran el proceso de reparacion del ADN (Figura 18) (221). En cada
heterodimero hay una proteina dominante que se encarga de estabilizar a la
complementaria e impide la degradacion prematura; estas proteinas “dominantes” son
MLH1y MSH2. Ademas, todas estas acciones llevadas a cabo por el sistema MMR tienen
lugar durante la fase G2 del ciclo celular durante la recombinacién meidtica y mitética,
lo que facilita que aquellas secuencias errdneas irreparables sean eliminadas por

apoptosis (233).

-56 -



Introduccion

ismatch

§ 3

‘ | Reconocimiento de inserciones
jllllllllllllII“"‘i_PwAllllHlll: y deleciones anémalas MSH6

MSH2
Mutl N l . . s

s Vs FONA s | Reclutamiento de proteinas
- TR e (T reparadoras

}
5 o uts  PONA iC 3
IO s T,

. " MLH1 PMS2

} Eliminacién de las secuencias
S M s FONA s | errbneamente apareadas
3]:I:KIIHIIIIH 1 AT,

!

- ‘ Sintesis y reparacién del ADN

3

ONA Ligase | l
5 O\ 3
ATTTTTTTTTTTTTTTTTNT,

Figura 18. Representacidn grafica del sistema MMR de reparacidn del ADN (221)

La presencia de un sistema MMR deficiente (d-MMR) serd causada por
mutaciones o deleciones en las citadas proteinas o en el promotor de metilaciéon MLH1.
Los genes MSH3 y MLH3 forman parte del sistema MMR en otras especies; sin embargo,
a dia de hoy existe una falta de evidencia sobre el potencial patogénico de la alteracién

de estos genes, por lo que no son estudiados de rutina en la practica clinica (221).
1.4.3 MSIy MMR

En la practica clinica, se considera que existe una alta inestabilidad de
microsatélites (MSI “high” o MSI-H) segun el limite de apareamientos erréneos que se
observen en los diferentes paneles utilizados si se realiza su analisis mediante PCR. Por
ejemplo, el panel Bethesda, uno de los mas utilizados, consta de dos loci
mononucleotidicos (BAT-25 y BAT-26) y tres loci trinucleotidicos (D25123, D55346 vy
D17S5250); los tumores en los que se objetiva alteracion en dos o mas loci seran
considerados como tumores con una alta inestabilidad de microsatélites, mientras que
aquellos con alteracién en un solo loci se considerard que tienen una baja tasa de
inestabilidad de microsatélites (MSI “low” o MSI-L). Segun estudios recientes, los
tumores MSI-low se consideran tumores con estabilidad de microsatélites, y no con MSI

(234).

Por lo tanto, en la practica clinica, una alta tasa de inestabilidad de microsatélites

(MSI-H) se correspondera con la pérdida de funcion o la inactivacion de las proteinas del
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sistema mismatch repair (MMR deficiente o d-MMR), aunque ambos términos no son

exactamente equivalentes y sus diferencias se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Diferencias entre una elevada MSi y una alteracion en el mecanismo MMR (234)

d-MMR MSI-H
e Se define como la inactivacién del e Se define como una alteracion molecular
sistema de reparacién de gue confiere un fenotipo hipermutador
apareamientos erroneos o MMR ® Se produce como resultado de errores en
e Predispone a la presencia de una el sistema de reparacion de
alta tasa de MSI (MSI-H) apareamientos erroneos o MMR
® Analizado mediante técnicas IHQs e Caracterizada por secuencias altamente
que detecten la pérdida de repetitivas de ADN que no estan presentes
expresion de las proteinas que en el ADN germinal
componen este sistema (MLH1, e Su presencia representa una evidencia
MSH2, MSH6 y PMS2) o por fenotipica de un funcionamiento anémalo
técnicas de secuenciacion del sistema MMR

® Analizada mediante la comparacién de la
longitud de los diferentes microsatélites
mediante PCR o técnicas de secuenciacidon

1.4.4 Analisis de MSI

Existen diversas técnicas para estudiar la presencia de MSI, que pueden dividirse
en dos grupos principales: el estudio de la expresidon defectuosa de las proteinas del
sistema MMR mediante IHQ o la determinacidn de la MSI mediante técnicas
moleculares, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) previamente descrita o

las técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS) (223,234).

Por su amplia disponibilidad y su relativa sencillez tanto a la hora de ser realizada
como de ser interpretada, la IHQ es actualmente la técnica mdas recomendada para el
estudio de la MSI (nivel de recomendacién A) (233). Como se ha mencionado
anteriormente, las proteinas reparadoras del sistema MMR funcionan como
heterodimeros con una proteina dominante en cada pareja, por lo que durante un
tiempo se especuld que el estudio de la expresidon de PMS2 y MSH6 podria ser suficiente;
sin embargo, en algunas publicaciones se ha observado la presencia de la pérdida aislada
de expresion de MSH2, casos con expresion muy leve de MSH6 y pérdida completa de

MSH2 y casos con pérdida heterogénea de la expresion de MSH6 (235-237), por lo que
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actualmente se recomienda el estudio inmunohistoquimico de las cuatro proteinas
involucradas en este sistema. La mayoria de las mutaciones en los genes del sistema
MMR interfieren en la dimerizacién de las proteinas, lo que dara lugar a la degradacién
proteolitica de los heterodimeros con la consiguiente pérdida de ambas proteinas (tanto
“dominante” como “secundaria”). Las mutaciones en las proteinas “dominantes” (MLH1
y MSH2) daran lugar a la pérdida de expresidon de ambas proteinas al degradarse el
heterodimero; sin embargo, cuando se producen mutaciones en los genes de las
proteinas “secundarias” (PMS2 y MSH6), los heterodimeros pueden permanecer
estables al suplirse la accidon de estas proteinas secundarias por otras como MSH3 en
lugar de MSH6 y MLH3 o0 PMS1 en lugar de PMS2. Ya que esta unidn con estas proteinas
alternativas también dara lugar a un funcionamiento defectuoso del sistema MMR, la
recomendacién actual es utilizar los cuatro anticuerpos para el estudio
inmunohistoquimico y en caso de duda en la interpretacion del resultado, hacer uso de
la PCR para estudiar la MSI (nivel de recomendacion B) (238,239). Para la interpretacién
delalHQ, es preferible realizar el estudio sobre muestras quirdrgicas que sobre biopsias,
ya que asi se analizara un mayor nimero de células, se podra realizar una seleccién mas
adecuada de la muestra, podremos obtener también material de control procedente de
tejido sano e, incluso, de cara al tratamiento inmunoterapico, nos permitira realizar
también un estudio inmunohistoquimico para la deteccidn de la expresion de PD-L1 en

el mismo material (234).

La técnica de PCR para la deteccion de MSI tiene un nivel de recomendacion B
(234). Estarad indicada en caso de resultados indeterminados en el estudio IHQ,
discrepancias entre observadores o en caso de pérdida de expresidn de una sola
proteina del heterodimero (por ejemplo, sélo MLH1 o s6lo PMS2). La técnica tradicional,
como se menciond anteriormente, se basa en la amplificacion de los marcadores de los
microsatélites con dos posibles paneles: uno que utiliza cinco microsatélites que
comprenden dos mononucleétidos (BAT-25 y BAT-26) y tres dinucledtidos (D55346,
D2S123 y D17S250) y otro que utiliza cinco repeticiones de mononucleétidos poli-A
(BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24, NR-27), siendo este ultimo el mds recomendado por su
mayor sensibilidad y especificidad. La MSI se define como la pérdida de estabilidad en

dos de los cinco marcadores de microsatélites.
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En cuanto a las técnicas de NGS, se basan en la secuenciacion dirigida de genes
especificos o del exoma/genoma completo. Son capades de detectar la MSI o el déficit
de proteinas del sistema MMR comparando la secuenciacion de los microsatélites tanto
en el tejido tumoral como en el tejido de control o cuantificando las mutaciones
identificadas en los exones, respectivamente (223,240). A pesar de ofrecer diversas
ventajas, como la posibilidad de detectar varios biomarcadores simultaneamente y de
poder ser utilizada en diferentes tipos de tumores, actualmente tienen un nivel de
recomendacién C para el estudio de la MSI, debido a su menor disponibilidad y a su coste

mas elevado (221).
1.4.5 Utilidad en inmunoterapia

Recientemente, la MSI se ha postulado como un biomarcador potencialmente
util para predecir la respuesta a la inmunoterapia independientemente de la histologia
y la localizacién del tumor (241). Diversos ensayos clinicos han demostrado una
respuesta satisfactoria al tratamiento con pembrolizumab en tumores con MSI-
H/dMMR que habian progresado tras tratamiento con QT (242,243). Dados estos
hallazgos, en 2017 la FDA agilizd la aprobaciéon de este farmaco como tratamiento de
segunda linea en tumores sdlidos con MSI/dMMR irresecables o metastasicos,
independientemente de la localizaciéon del tumor primario y la estirpe histoldgica,
siendo la primera vez que un farmaco era indicado independientemente de Ia
localizacion (32,33). Del mismo modo, el nivolumab fue aprobado por la FDA para el
tratamiento del carcinoma colorrectal metastasico MSI-H/dMMR que presenta
progresion al tratamiento quimioterapico tras demostrarse su eficacia significativa y
duradera en el estudio CheckMate 142 (244). En un estudio llevado a cabo por Le DT et
al. se demostré un promedio de 1782 mutaciones somaticas y 578 neoantigenos
potenciales en tumores que presentaban MSI frente a 73 mutaciones somaticas y 21
neoantigenos en pacientes que no la presentaban (p=0.007). Se observé que un mayor
numero de estas mutaciones somaticas y neoantigenos se correlacionaba con mejores
respuestas al tratamiento con inhibidores de los puntos de control inmunitario y
supervivencias libres de progresion mas duraderas (245). Ademas, diversos estudios han
observado que los tumores con MSI presentan también una mayor tasa de CD8+ TILs

(244) y una mayor tasa de expresion de PD-L1 (246,247).
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1.4.6 MSI en el cancer nasosinusal

La MSI en el caso de los tumores de senos paranasales ha sido poco estudiada
hasta el momento. En dos estudios recientes en los que se analizé la expresion de MLH1,
MSH2, MSH6 y PMS2, se observd que un 3,2% (4/125 casos) y un 2,3% (3/131 casos)
respectivamente presentaban MSI por pérdida o reduccion de expresion de PMS2 y
MLH1 (219,248). Ademas, en el estudio realizado por Hieggelke et al. (248), tras analizar
10 SNSCC utilizando PCR multiple con el panel de cinco mononucleétidos (BAT25, BAT26,
D5S346, D25123, D175250), se objetivo una linea celular con alteracién en el sistema
MMR (248). En otro estudio llevado a cabo por nuestro grupo, Garcia-Martinez et al.
demostraron la presencia de MSI en el 21% (5/24 casos) de SNSCC y en un 2% (1/41
casos) de ITAC (30).
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Los tumores de senos paranasales son tumores poco frecuentes con mal
prondstico a pesar de los diversos tratamientos disponibles. Las terapias dirigidas para
los tumores en estadios avanzados o que han recidivado podrian desempefiar un papel

importante en la mejora del prondstico.

Se ha demostrado la utilidad de la expresién tumoral de PD-L1 y del nimero de
TILs CD8+ como biomarcadores de respuesta a la inmunoterapia anti-PD-1 tanto en los
carcinomas de células escamosas de laringe y faringe como en otras estirpes histolédgicas
de senos paranasales como los SNSCCy los ITAC, por lo que podrian suponer una opcion

terapéutica también para los tumores pobremente diferenciados.

Aunque hasta la fecha la MSI ha sido poco estudiada en tumores de senos
paranasales, también podria ser un biomarcador potencialmente util para predecir la
respuesta a la inmunoterapia independientemente de la histologia y la localizacion del

tumor.

El conocimiento tanto de la expresion de PD-L1 y del microambiente tumoral
como de la presencia de MSI en los tumores pobremente diferenciados de senos
paranasales permitiria establecer relaciones con algunas variables clinico-patoldgicas y
seleccionar aquellos pacientes susceptibles de ser tratados con los anticuerpos

monoclonales anti-PD-1/PD-L1.
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Obyetivos

3.1 Objetivo principal

Determinar la presencia de TILs CD8+, la expresion de PD-L1 y la presencia de
MSI como posibles biomarcadores para la seleccion de pacientes susceptibles de
beneficiarse del tratamiento con inmunoterapia en tumores pobremente

diferenciados de senos paranasales.

3.2 Objetivos especificos

Describir las variables clinico-patoldgicas mas resefables de nuestra serie de
pacientes con tumores pobremente diferenciados de senos paranasales.
Determinar el nivel de TILs CD8+, mediante IHQ, en las muestras tumorales de
los pacientes de nuestra serie.

Determinar la expresiéon de PD-L1, mediante IHQ, en las muestras tumorales de
los pacientes de nuestra serie.

Determinar la presencia de MSI, entendida como pérdida de expresidn de las
proteinas del sistema MMR, mediante IHQ, en las muestras tumorales de los
pacientes de nuestra serie.

Relacionar el nivel de TILs CD8+, la expresion de PD-L1 y la presencia de MSI con

las variables clinico-patoldgicas estudiadas y con la supervivencia.
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4.1 Pacientes estudiados

Se estudiaron de forma retrospectiva 69 casos de tumores pobremente
diferenciados de senos paranasales, incluyendo 14 ONB, 25 SNUC, 6 SNEC, 6 carcinomas
de células escamosas pobremente diferenciados (PD-SNSCC), 5 HG-no-ITAC, 10 ITAC con
patrén sélido, 1 carcinoma deficiente en SMARCB1, 1 carcinoma deficiente en SMARCA4

y 1 carcinoma NUT.

Las muestras fueron obtenidas de pacientes tratados en el Servicio de
Otorrinolaringologia del Hospital Universitario Central de Asturias, (HUCA), Oviedo,
Espafia; del Centro Médico VU (VUmc), Amsterdam, Paises Bajos y del Centro Médico

Universitario de Utrecht (UMC), Utrecht, Paises Bajos.

Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Etico
Institucional del Hospital Universitario Central de Asturias y por el CEIC Regional del
Principado de Asturias (nimeros de aprobacion 07/16 para el proyecto CICPF16008-
HERM, 83/17 para el proyecto PI17/00763 y 2020.048 para el proyecto PI19/00191). Se

obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes.

El diagndstico inicial de todos los casos fue revisado por un patdlogo
experimentado en el diagndstico de tumores de senos paranasales. En cada caso se
revisaron todas las muestras disponibles y se utilizaron los criterios diagndsticos
descritos en la cuarta edicidn de la Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud
(86). Cuando fue necesario, se aplicaron tinciones IHQ adicionales de CK5/6, CK20, CDX2,
p40, pl6, sinaptofisina, cromogranina, NUT, SMARCB1 y SMARCA4. Como ninguno de
los tumores fue positivo para pl6, no se realizaron mas pruebas de deteccién del VPH.
Ademas, también se estudid la presencia de la mutacion IDH2 mediante IHQ y

secuenciacion Sanger.
4.2 Recogida de la muestra

Las muestras estudiadas procedian de 69 tumores pobremente diferenciados
primarios, procedentes de los bancos de tumores de los centros anteriormente
descritos. El trabajo de laboratorio se realizd en el Laboratorio de Otorrinolaringologia

del Instituto de Investigacidn Sanitaria del Principado de Asturias (ISPA).
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Para realizar los estudios mediante IHQ se utilizaron muestras de tejido tumoral

fijado en formol e incluido en parafina.
4.3 Técnica de los “Tissue Arrays”

Se empled la técnica conocida como “Tissue Arrays”, introducida en 1998 por
Kononen et al. (249), en la cual se extrae un cilindro de tejido tumoral con una aguja de
1 mm de didmetro y se coloca en el bloque “receptor”, en el que se disponen de forma
matricial un gran nimero de cilindros. Las principales ventajas de esta técnica son la
reduccion del tiempo empleado, el menor consumo de tejido y el menor coste del
material, asi como la posibilidad de realizar un analisis simultaneo y estandarizado de
multiples muestras tumorales. Entre los inconvenientes destacan el reducido tamafio de
la muestra, la heterogeneidad de la tincién, la eventual pérdida de cilindros y la seleccién

incorrecta del tejido.

4.3.1 Seleccion de las zonas a muestrear

Se realizan cortes de los bloques incluidos en el estudio y se tifien con
hematoxilina-eosina. Las laminas correspondientes a cada bloque son analizadas por el
patdlogo, que elige las areas mas representativas y las marca con al menos 3 circulos de
1 mm de didametro para poder identificar las zonas correspondientes en cada bloque

(Figura 19).

Hematoxilina - Eosina Bloque de parafinade la
de labiopsia biopsia correspondiente

1) Se marcan con circulos las 2) Se identifican las zonas
20n3s mas representatvas de la corespondientes en cada
muestra blogue

Figura 19. Seleccién de la zona en los “tissue-arrays”
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4.3.2 Elaboracion de la base de datos y esquema del “Tissue Array”

Se elabora el esquema topografico del “Tissue Array” en una Tabla de Microsoft
Office Word que dispone de tantas casillas como cilindros de tejido. En cada casilla se

anade el niumero de biopsia identificativo.

Se realizan bloques de “Tissue Array” de 2 x 2,5 cm, con pocillos de tumor de 1

mm separados por 1,5 mm (Figura 20).

Figura 20. Bloques “tissue arrays” de 2 x 2,5 cm con 87 muestras por bloque

4.3.3 Elaboracion del “Tissue Array”

Para la elaboracién de los bloques se siguen las instrucciones técnicas del
proveedor del aparato. Tras extraer los cores de tejido de 1 mm de didmetro, se van
colocando en el bloque receptor segin el esquema previamente definido. Tras
completar este proceso, se realiza la homogenizacién del bloque en la estufa a 602C
durante 12-15 minutos, colocandolo boca abajo sobre un porta. Posteriormente se deja
enfriar atemperatura ambiente el tiempo necesario y después se introduce en la nevera

para que se endurezca antes de proceder a cortarlo.

4.3.4 Secciones del bloque

Se realizan las secciones de una sola tanda, para evitar la pérdida de tejido que
supone reorientar el bloque. Se realizan cortes de 3 umy en el primer corte Util se realiza

una tinciéon de hematoxilina-eosina de control. Si son necesarias mas de 20 secciones,
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se debe realizar un corte de control por cada 20 secciones y se tifie con hematoxilina-

eosina (Figura 21).

Secciones de los bloques de parafina

Figura 21. Tincién hematoxilina-eosina de control

4.3.5 Requerimientos minimos estandar del “Tissue Array”

Para dar por valido el “Tissue Array” todos los tumores muestreados deben estar

representados en las secciones, o al menos en un nimero superior al 90%.

Los cilindros deben estar intactos una vez seccionados, o en caso de que se haya

perdido parte del tejido, al menos el 50% del caso debe estar representado.
Si se pierden mads de 3 casos, se debe proceder a la repeticidn del “Tissue Array”.
4.4 Andlisis mediante IHQ

Para el analisis inmunohistoquimico se utiliza un anticuerpo marcado con un
enzima que se unird a un antigeno especifico. Esta unidn antigeno-anticuerpo se
visualiza mediante la actividad enzimatica, lo que nos permite identificar la localizacion

tisular o citoldgica de una sustancia especifica.

Las muestras tumorales obtenidas mediante toma de biopsia o cirugia se fijaron
con formalina y se incluyeron en parafina. Cuando se disponia de varios bloques de
parafina para un mismo tumor, se seleccioné el bloque mas representativo. Los bloques
de microarrays de tejido se prepararon utilizando Beecher Tissue Microarray (Beecher
Instruments, Silver Spring, MD, EE. UU.). En total, se construyeron 4 bloques que

contenian tres nucleos de 1 mm de diferentes areas de los 69 tumores.
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La técnica IHQ se realizo en el inmunotefiidor automatico (Dako Autostainer Plus;
DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca). Se introducen las muestras en un buffer de
lavado y en una solucién bloqueante de peroxidasa durante 5 minutos y se afnade el
anticuerpo monoclonal primario dirigido hacia la proteina que deseamos detectar
durante un tiempo variable, dependiendo del tipo de anticuerpo utilizado. Para el
estudio del microambiente tumoral, se estudié la presencia de TlLs CD8+ utilizando el
anticuerpo monoclonal anti-CD8 de ratén clon C8/144B, IR623 (Monoclonal Mouse Anti-
Human CD8, DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca). Para el estudio de la expresion de
PD-L1 se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 de conejo clon E1L3N (1/100
Monoclonal Rabbit, Cell Signalling Technology, Cambridge UK). En cuanto al estudio de
las proteinas del sistema MMR, se utilizaron los siguientes marcadores: clon anti-MLH1
M1, clon anti-PMS2 A16-4, clon anti-MSH2 G219-1129 y clon anti-MSH6 SP93 (Ventana
Roche, Tucson, Arizona). La expresion de IDH2 mutado se determiné mediante IHQ con
el anticuerpo multiespecifico de ratéon anti-IDH1/2 mutante R132/172 clon MsMab-1 en

una dilucion 1:100 (Millipore, Darmstadt, Alemania).

Para la inmunodeteccion utilizamos el sistema EnVision Plus “anti-mouse”
empleando como sustrato el cromdégeno diaminobenzidina (DakoCytomation). El
sistema EnVision Plus es una técnica de tincién en 2 pasos en la que al anticuerpo
primario le sigue un polimero conjugado. Este sistema aumenta la sensibilidad, lo que
permite incrementar las diluciones del anticuerpo primario y produce menos fondo que

las técnicas tradicionales de avidina-biotina.

Por ultimo, se contrasta la preparacion mediante hematoxilina durante un
minuto. Tras la tincidn, las preparaciones se deshidratan mediante alcoholes de

graduacién ascendente y se montan con un cubreobjetos.

Las muestras fueron evaluadas de forma doble ciego por tres observadores (EVF,
BV y MAH) y las discrepancias entre los observadores se resolvieron mediante una

revision consensuada después de una reevaluacion simultanea.
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4.4.1 Interpretacion de las técnicas IHQs

e TILs CD8+ (Figura 22)

- Localizacion de los TILs CD8+: se evaluaron los TILs CD8+ en el estroma y en el

interior de los nidos tumorales. Se observo que la mayoria de los casos con TILs
CD8+ intratumorales también presentaban positividad para TILs CD8+ estromal,

por lo que nos centramos en analizar los TILs CD8+ intratumorales.

- Expresion IHQ de CD8+: la tincidn citoplasmatica y membranosa de CD8 fue

clasificada en 3 grados: 0%, 1-10% y >10% de las células presentes en el estroma
o intratumoral. Posteriormente los agrupamos en 2 grupos: CD8 bajo (CD8-low)

para 0% o 1-10%, y CD8 alto (CD8-high) para >10%.

Figura 22. Tincién IHQ de linfocitos TILs CD8+

e PD-L1 (Figura 23)

- Porcentaje de células tumorales PD-L1+: se evalud la expresién IHQ de PD-L1 en

las células tumorales y el porcentaje fue estimado sobre el total de células
tumorales presentes en el drea examinada. Se valoré como positiva la tincion

membranosa y/o citoplasmatica en >5% de las células tumorales.
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Figura 23. Tincién IHQ de PD-L1

e MSI (Figuras 24 y 25)

- Expresidon IHQ de proteinas MMR: los tumores que mostraron una tincién

nuclear significativamente reducida en comparacion con las células inmunitarias
intratumorales o los tumores que mostraron una pérdida completa de una
proteina MMR se clasificaron como MSI.
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Figura 24. Tincién IHQ de PMS2 (izquierda) y MLH1 (derecha), expresion ausente en ambas
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R

Figura 25. Tincién IHQ de MSH2 (izquierda) y MSH6 (derecha), expresién reducida en ambos casos

e IDH2 (Figura 26)

- Porcentaje de células tumorales: se consideraron positivos aquellos casos con

una tincién citoplasmatica granular fuerte o débil en> 10% de las células

tumorales.

Figura 26. Tincidn IHQ de IDH2 en un SNUC

4.4.2 Secuenciacidn para detecciéon de IDH2

Ademads, se secuencid el exén 4 de IDH2 para investigar la presencia de
mutaciones en puntos criticos (hotspot). Se realizé una PCR amplificando un fragmento
de nucledtidos de 182 pb del exén 4 de IDH2 con el cebador directo FW 5'-
AGCCCATCATCTGCAAAAAC-3'y el cebador inverso RV 5'-TGTGGCCTTGTACTGCAGAG-3',
ejecutado en un ciclador térmico Simpliamp VXA24811 (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: [5 min/95°C+(30" 95°C/45" 57°C/1
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min 72°C)x32 ciclos+7min/72°C+4°C]. Los productos de PCR se purificaron con Exo-BAP
Mix (EURx Ltd, Gdansk, Polonia) y se analizaron mediante secuenciacion Sanger

utilizando el analizador genético ABI PRISM 3100 y 3730 (Applied Biosystems).

Parte de los casos de la presente cohorte han sido analizados y publicados

previamente por Riobello et al. (82).
4.5 Descripcion de las variables

Las variables clinico-patoldgicas que se seleccionaron y estudiaron fueron las

siguientes:

- Subtipo histolégico (ONB, SNUC, SNEC, PD-SNSCC, HG-no-ITAC, ITAC sdlidos,
SMARCB1-def, SMARCA4-def, NUT y subconjunto IDH-2 mutado)

- Edad de los pacientes (media y rango)

- Sexo de los pacientes (hombre o mujer)

- Estadio TNM (I, I1, 111, 1Va, 1Vb)

- Recurrencia de la enfermedad

- Tiempo de seguimiento (media y rango)

- Supervivencia global

- Supervivencia especifica para tumor

- Supervivencia libre de enfermedad

- Estado del paciente (vivo, muerto por tumor, muerto por otra causa)
4.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico sobre las distintas variables numéricas y descriptivas
estudiadas fue realizado con el programa informatico SPSS (“Statistical Package for
Social Science”), mediante las versiones SPSS Base, version 15.0 y SPSS Advanced,

versién 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.).

Se aplicaron la prueba de la Chi-Cuadrado de Pearson (x2) y la prueba exacta de

Fisher para probar las posibles asociaciones entre los TILs CD8+, la expresién de PD-L1y
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la presencia de MSI y varios factores clinicopatoldgicos. El nivel de significacion se fijé

para una p<0,05.

Para evaluar las relaciones de la presencia de TlLs CD8+, la expresion de PDL-1y
la presencia de MSI con la supervivencia global, especifica para tumor y libre de
enfermedad se utilizaron las curvas Kaplan-Meier, comparando las distribuciones de
supervivencia mediante la Prueba de Logaritmo del Rango “Log-Rank Test”. Los valores

con una p<0,05 fueron considerados significativos.
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Resultados

5.1. Aspectos clinico-patolégicos

Las muestras estudiadas correspondian a un total de 69 casos de tumores
pobremente diferenciados de senos paranasales, donde se incluian 14 ONB, 25 SNUC, 6
SNEC, 6 PD-SNSCC, 5 HG-non-ITAC, 10 ITAC de patrdén sélido, 1 carcinoma deficiente en
SMARCB1, 1 carcinoma deficiente en SMARCA4 y 1 carcinoma NUT (Figura 27).

Subtipo histolagico
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Figura 27. Distribucién de los subtipos histoldgicos estudiados

El 54% de los pacientes eran hombres y el 46% restante mujeres. La edad media
del total de la muestra fue de 56 afios (rango 20-83 afos). Con respecto al estadio
tumoral, 8 pacientes (12%) presentaban tumores en estadio |, 24 pacientes (38%)
presentaban tumores en estadio Il, 8 pacientes (12%) presentaban tumores en estadio
[ll, 20 pacientes (31%) presentaban tumores en estadio IVa y 4 pacientes (6%)

presentaban tumores en estadio Vb (Figura 28).

Estadio tumoral
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Figura 28. Distribucién por estadios de los tumores estudiados
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Todos los pacientes fueron tratados con cirugia y 15 de los 22 pacientes de los
gue disponemos de informacion completa acerca del tratamiento realizado también
recibieron RT adyuvante. El seguimiento medio disponible de 33 pacientes fue de 31
meses (rango 1-172 meses). Durante este periodo, 22 pacientes (67%) desarrollaron una
recurrencia local o presentaron metdstasis a distancia. En el momento de redactar esta
memoria, de los 33 pacientes de los que disponemos informacién sobre su estado, 17
pacientes (52%) seguian vivos, 13 pacientes (39%) habian fallecido debido a la

enfermedad tumoral y 3 pacientes (9%) habian fallecido por otras causas.

Los datos clinico-patoldgicos segun la histologia se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes, segtin la histologia tumoral

Total ONB SNEC SNUC PD-SNSCC HG-non- ITAC SMARCB1 SMARCA4 NUT
(N=69) (N=14) (N=6) (N=25) (N=6) ITAC (N=5) (N=10)  -def(N=1) -def(N=1) (N=1)

Edad 56 (20-83) 47 (20-69) 60 (49-77) 56(34-83) 67(57-87) 37(29-47) 67 (49-82) 59 NA 40
Sexo

Hombre 35/65(54) 3/13(23)  2/6(33)  13/25(52)  4/5(80) 3/4 (75) 9/10 (90) 1(100) NA 0(0)

Mujer 30/65 (46) 10/13(77) 4/6(67)  12/25(48)  1/5(20) 1/4 (25) 1/10 (10) 0(0) NA 1(100)
Estadio

I 8/64(12)  0/13(0) 0/6 (0) 0/25 (0) 4/5 (80) 2/3 (67) 2/10 (20) 0(0) NA 0(0)

I 24/64 (38) 7/13(54)  4/6(67)  10/25(40)  1/5(20) 1/3 (33) 3/10 (30) 0(0) NA 1(100)

m 8/64 (12)  2/13(15)  1/6(17) 2/25 (8) 0/5 (0) 0/3 (0) 2/10 (20) 0(0) NA 0(0)

IVa 20/64 (31)  4/13 (31) 0/6(0)  13/25(52)  0/5(0) 0/3 (0) 3/10 (30) 1(100) NA 0(0)

IVb 4/64 (6) 0/13 (0) 1/6 (17) 0/25 (0) 0/5 (0) 0/3 (0) 0/10 (0) 0(0) NA 0(0)
Estado

Vivo 17/33(52)  6/7(86) 1/2(50)  7/12(58)  1/1(100) 0/1(0) 2/10 (20) NA NA NA

Muerto 13/33(39)  1/7(14) 1/2(50)  3/12(25) 0/1 (0) 0/1(0) 7/10 (70) NA NA NA

MmocC 3/33(9) 0/7 (0) 0/2 (0) 2/12 (17) 0/1 (0) 1/1 (100) 1/10 (10) NA NA NA
Recurrencia 22/32(69) 5/7(71)  2/2(100)  4/12(33) NA 1/1 (100) 10/10 NA NA NA

(100)

Seguimiento 31 (1-172) 56(1-172) 17(8-26) 29 (1-97) 12 (12) 39 (39) 19 (1-84) NA NA NA
media (rango)

MOC: muerto por otra causa; NA: Not Available

Ademas, 13 tumores fueron positivos para la mutacién IDH2. En general, la
inmunopositividad de la proteina mutante IDH2 coincidié con la mutacion IDH2. Sin
embargo, 3 casos mostraron discrepancias: un caso que resultdé positivo para la
mutacion IDH2 por IHQ resultd negativo (wild-type) para dicha mutacion utilizando la
técnica de PCR, siendo considerado un falso positivo. Por el contrario, dos casos que

resultaron positivos para la mutacion IDH2 utilizando la técnica de PCR resultaron
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negativos (wild-type) mediante estudio con IHQ, siendo considerados positivos (Tabla

5).

Tabla 5. Resultados de la secuenciacion del exén 4 de IDH1/2 y

expresion inmunohistoquimica (IHQ) de IDH2

Numero de casos (%)

Histologia Mutacion IDH Inmunopositividad
ONB (n=14) 0 (0) 0 (0)
SNUC (n=25) 9 (36) 7 (28)
SNEC (n=6) 1(17) 1(17)
PD-SNSCC (n=6) 1(17) 1(17)
HG-non-ITAC (n=5) 2 (40) 3 (60)
ITAC (n=10) 0 (0) 0 (0)
SMARCB1-def (n=1) 0 (0) 0 (0)
SMARCA4-def (n=1) 0 (0) 0 (0)
NUT (n=1) 0(0) 0(0)

Al estudiar la relacién entre la mutacion IDH2 y las diferentes variables
clinicopatolégicas, no se encontré correlacién con edad, sexo, estadio o presencia de
recidiva. La relacién entre el estado de IDH2 y las variables clinicopatoldgicas estudiadas

de muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Relacion entre el estado de IDH2 y las variables clinico-patoldgicas

Variables N2 casos (%) Estado de IDH2 p

Mutado (%) Wild-type (%)

Sexo
Hombre 35 (54) 6(17) 29 (33) 0,553
Mujer 30 (46) 7 (23) 23 (77)
Edad
<60 afios 34 (54) 7 (21) 27 (79) 1,0
>60 anos 29 (46) 5(17) 24 (83)
Estadio
| 8(12) 1(8) 7 (92)
| 24 (38) 5(21) 19 (79)
0,319
n 8(12) 0(0) 8 (100)
IVa 20 (31) 6 (30) 14 (70)
IVb 4 (6) 0(0) 4 (100)
Histologia
ONB 14 (20) 0 (0) 14 (100)
SNUC 25 (36) 9 (36) 16 (64)
SNEC 6 (8) 1(17) 5(83)
PD-SNSCC 6 (8) 1(17) 5(83)
0,054
HG-non-ITAC 5(7) 2 (40) 3 (60)
ITAC 10 (14) 0(0) 10 (100)
SMARCB1-def 1(2) 0 (0) 1(100)
SMARCA4-def 1(2) 0 (0) 1(100)
NUT 1(2) 0(0) 1 (100)
Recidiva
Si 19 (60) 1(5) 18 (95) 0,279
No 13 (40) 3(23) 10 (77)
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La supervivencia global (SG) de los pacientes fue del 43% a los 5 afios de

seguimiento (Figura 29).

Supervivencia global

Meses

Figura 29. Supervivencia global de la serie

La supervivencia especifica (SE) de los pacientes fue del 52% a los 5 afios de

seguimiento (Figura 30).

Supervivencia especifica

Meses

Figura 30. Supervivencia especifica de la serie

La supervivencia libre de enfermedad (SLE) fue del 34% a los 5 afos de

seguimiento (Figura 31).
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Supervivencia libre de enfermedad
’_[
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Figura 31. Supervivencia libre de enfermedad de la serie
5.2 Relaciones entre la supervivencia y las variables clinico-patoldgicas

Se analizé la relacion entre la supervivencia y las siguientes variables clinico-

patoldgicas:

e Laedad
o El estadio tumoral
e El subtipo histolégico

® La presencia de recidiva loco-regional

5.2.1 Relacion entre la supervivencia y la edad

Los pacientes con una edad mayor o igual a 60 afios (16 de los 33 de los que
disponemos de informacidn acerca de este pardmetro y de su estado) presentaron peor
supervivencia global (Log rank 7,661, p=0,006) (Figura 32), mientras que no hubo
diferencia significativa, aunque si una tendencia a presentar también peores resultados
en cuanto a la supervivencia especifica (Log rank 3,456, p=0,063) (Figura 33) y a

supervivencia libre de enfermedad (Log rank 1,696, p=0,193) (Figura 34).
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Figura 32. Supervivencia global en funcién de la edad
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Figura 33. Supervivencia especifica en funcién de la edad
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Figura 34. Supervivencia libre de enfermedad en funcién de la edad
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5.2.2 Relacidn entre la supervivencia y el estadio tumoral

El estadio tumoral no se correlacioné con la supervivencia global (Log rank 3,378,
p=0,497) (Figura 35), la supervivencia especifica (Log rank 2,588, p=0,629) (Figura 36) o
la supervivencia libre de enfermedad (Log rank 1,680, p=0,794) (Figura 37), aunque si se
objetivd una tendencia de los tumores en estadios mdas avanzados a presentar peores
resultados de supervivencia a los 5 afos. Los pobres resultados de supervivencia
objetivados en los tumores estadio | se deben probablemente al escaso nimero de

tumores diagnosticados en dicho estadio (12%).

Estadio Il

o T (N=5)

Supervivencia global

Estadio IVa
(N=14)

Estadio
(N= .
Estadio IVb il

0 12 2% 36 48 60 7 84 96 108 120

Figura 35. Supervivencia global en funcién del estadio tumoral
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Figura 36. Supervivencia especifica en funcién del estadio tumoral
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Figura 37. Supervivencia libre de enfermedad en funcién del estadio tumoral

5.2.3 Relacion entre la supervivencia y el subtipo histolégico

Al comparar los subtipos histoldgicos, los ONB y los SNUC mostraron una
tendencia a presentar resultados clinicos mas favorables en términos de supervivencia,
tanto supervivencia global, como especifica, como libre de enfermedad, aunque sin

alcanzar valores estadisticamente significativos.

La supervivencia global a los 5 afios de los ONB fue del 86 %, de los SNUC fue del
60 % y de los ITAC de patrén sdlido fue del 13%. Ninguno de los pacientes con SNEC o
con HG-no-ITAC alcanzé la supervivencia global a los 5 afos. No se hallé una relacion
estadisticamente significativa entre las cifras de supervivencia global y el subtipo

histolégico (Log rank 7,522, p=0,185) (Figura 38).

10 H +
ONB

08 (N=7)

Supervivencia global

HG-non-ITAC (N=10)
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Figura 38. Supervivencia global en funcién del subtipo histolégico
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La supervivencia especifica a los 5 afios de los ONB fue del 86 %, de los SNUC fue
del 72 % y de los ITAC del 25%. Ninguno de los pacientes con SNEC o HG-no-ITAC
sobrevivid a los 5 afios. No se halld una relacién estadisticamente significativa entre las
cifras de supervivencia especifica y el subtipo histoldgico (Log rank 6,729, p=0,242)

(Figura 39).

08 ONB
(N=7)

SNUC
(N=12)

Supervivencia especifica

Figura 39. Supervivencia especifica en funcién del subtipo histolégico

La supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios de los ONB fue del 51%, de los
SNUC fue del 68 % y de los ITAC del 25%. Sin embargo, segin aumenta el tiempo de
seguimiento, los ONB presentan mejores cifras de supervivencia libre de enfermedad
qgue los SNUC. Ninguno de los pacientes con SNEC o HG-no-ITAC los 5 afios. No se hallo
una relacién estadisticamente significativa entre las cifras de supervivencia libre de

enfermedad y el subtipo histoldgico (Log rank 3,878, p=0,423) (Figura 40).

SNUC

04 H SNEC (=)
(N=2)
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Supervivencia libre de enfermedad
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Figura 40. Supervivencia libre de enfermedad en funcidn del subtipo histoldgico
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Desafortunadamente, no contamos con datos de seguimiento de los PD-SNSCC,
del carcinoma deficiente en SMARCB1, del carcinoma deficiente en SMARCA4 ni del

carcinoma NUT.

En cuanto al subconjunto de los casos IDH-2 mutados, se objetivo una tendencia
de estos a presentar mejores resultados tanto de supervivencia global (67% en casos
mutados frente a 40% en casos wild-type, p=0,573), supervivencia especifica (67% en
casos mutados frente a 51% en casos wild-type, p=0,754) y sobre todo de supervivencia
libre de enfermedad (67% en casos mutados frente a 33% en casos wild-type, p=0,123),

aunque sin alcanzar en ningun caso valores significativos (Figuras 41,42,43).

1 Mutado
L (N=4)

Supervivencia global

Wild-type
02 (N=29)

Figura 41. Supervivencia global en funcién del estado de IDH2

Mutado
08 H (N=4)

Wild-type
(N=29)

Supervivencia especifica

p=0,754

Figura 42. Supervivencia especifica en funcién del estado de IDH2
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Figura 43. Supervivencia libre de enfermedad en funcién del estado de IDH2
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Resultados

5.2.4 Relacion entre la supervivencia y presencia de recidivas locorregionales

La presencia de recidivas locorregionales presenté una tendencia a tener peores

resultados

estadisticamente significativos (Log-rank 1,562; p=0,211) (Figura 44).

en cuanto a supervivencia global,

aunque sin obtener

Supervivencia global

Recidiva
(N=19)

No recidiva
(N=13)

Figura 44. Supervivencia global en funcién del desarrollo de una recidiva

108 120

valores

Ademas, este hecho se correlacioné de forma estadisticamente significativa con

un empeoramiento de la supervivencia especifica tumoral (Log-rank 5,260; p=0,022)

(Figura 45).
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Figura 45. Supervivencia especifica en funcién del desarrollo de una recidiva

5.3 Valoracion de la presencia de TiLs CD8+

Resultados

Un total de 23 de 69 (33%) tumores mostraron una alta presencia de TILs CD8+,

ya sea en el compartimento tumoral o estromal. En 21/23 casos, los TILs CD8+ estaban

presentes en ambos compartimentos.

Los TILs CD8+ fueron mas frecuentes en los ITAC de patrén sélido y en los HG-

no-ITAC (60 % de los tumores), seguidos de los SNUC (34 %), PD-SNSCC (33 %), ONB (21

%) y SNEC (17 %). El carcinoma deficiente en SMARCB1, el carcinoma deficiente en

SMARCA4 y el carcinoma NUT carecian de TILs CD8+. El 54% de los tumores que

presentaban la mutacién IDH-2 presentaron TILs CD8+ (Figura 46).
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Figura 46. Distribucién de los TILs en funcién del subtipo histolégico
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5.3.1 Significado clinico-patolégico de la presencia de TiLs CD8+

La correlacidn entre la presencia de TlLs CD8+ y el sexo, la edad, el estadio, el
subtipo histoldgico y la presencia de recidiva se muestra en la Tabla 7, sin observarse
relaciones estadisticamente significativas. Un total del 54 % de los tumores con
mutacion de IDH2 frente al 29 % de los tumores con IDH2 wild-type presentaban TILs

CD8+; sin embargo, esta diferencia no fue significativa (Chi cuadrado de Fisher p=0,082).

Tabla 7. Relacion entre la presencia de TiLs CD8+ y las variables clinico-patoldgicas
Variables N2 casos (%) Presencia de TiLs CD8+ p
CD8-high (%) CD8-low (%)

Sexo
Hombre 35 (54) 14 (40) 21 (60) 0,301
Mujer 30 (46) 8(17) 22 (83)
Edad
<60 afos 34 (54) 23 (55) 11 (45) 1,00
>60 anos 29 (46) 19 (68) 10 (32)
Estadio
| 8(12) 1(8) 7 (92)
| 24 (38) 5(21) 19 (79)
0,098
n 8(12) 4 (50) 4 (50)
IVa 20 (31) 8 (40) 12 (60)
IVb 4 (6) 3 (75) 1(25)
Histologia
ONB 14 (20) 3(21) 11 (79)
SNUC 25 (36) 8(32) 17 (68)
SNEC 6 (8) 1(17) 5(83)
PD-SNSCC 6 (8) 2 (33) 4(77)
0,437
HG-non-ITAC 5(7) 3 (60) 2 (40)
ITAC 10 (14) 6 (60) 2 (40)
SMARCB1-def 1(2) 0 (0) 1(100)
SMARCA4-def 1(2) 0 (0) 1(100)
NUT 1(2) 0(0) 1(100)
IDH-2
Mutado 13 (19) 7 (54) 6 (46) 0,082
Wild-type 56 (81) 16 (29) 40 (71)
Recidiva
Si 19 (59) 6 (32) 13 (64) 0,281
No 13(40) 7 (54) 6 (46)
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5.3.2 Relacidn entre la presencia de TiLs CD8+ y el curso de la enfermedad

Al relacionar la SG a los 5 anos con el nivel de TILs CD8+, observamos una
tendencia a presentar mayor supervivencia en los casos con niveles bajos/ausencia de
TILs CD8+ (CD8-low) comparado con los casos con niveles altos de TILs CD8+ (CD8-high),
57% frente a 16%, respectivamente, sin alcanzar valores estadisticamente significativos

(log-rank 2,490; p=0,115) (Figura 47).

I

04 CD8-low
(N=19)

Supervivencia global

CD8-high
00 (N=14)

Figura 47. Supervivencia global en funcién de la presencia de TILs CD8+

Asimismo, la SE a los 5 afios mostré una tendencia a ser superior en los casos con
niveles bajos/ausencia de TILs CD8+ (CD8-low) comparado con los casos con niveles
altos de TILs CD8+ (CD8-high), 62% frente al 32%, respectivamente (log-rank 0,871;

p=0,351), de nuevo sin alcanzar valores estadisticamente significativos (Figura 48).
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CD8-low
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Figura 48. Supervivencia especifica en funcién de la presencia de TlILs CD8+
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En cuanto ala SLE a los 5 afos, mostré una tendencia a ser ligeramente superior
en los casos con niveles bajos/ausencia de TILs CD8+ (CD8-low) comparado con los casos
con niveles altos de TILs CD8+ (CD8-high), 35% frente al 30%, respectivamente (log-rank
0,012; p=0,914), de nuevo sin alcanzar valores estadisticamente significativos (Figura

49).
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Figura 49. Supervivencia libre d enfermedad en funcién de la presencia de TlILs CD8+
5.4 Valoracion de la expresion IHQ de PD-L1

Un total de 23 de 69 (33%) tumores mostraron tincidon de PD-L1 membranoso en
>5% de las células tumorales. El patrdn de tincién fue difuso en la mayoria de los casos,

mientras que en los HG-no-ITAC demostré mayormente una expresion focal.

La expresiéon de PD-L1 se observé con mayor frecuencia en los PD-SNSCC (83%),
HG-no-ITAC (80 %) e ITAC de patrén sélido (50 %). En los SNEC, SNUC y ONB fue del 33%,
16% y 14%, respectivamente. El Unico caso de carcinoma deficiente en SMARCB1
también fue positivo para PD-L1, mientras que el carcinoma deficiente en SMARCA4 y el
carcinoma NUT no mostraron expresion de PD-L1 (Figura 50). El 46% de los tumores que

presentaban la mutacién IDH-2 fueron positivos para PD-L1.
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Figura 50. Expresion de PD-L1 en funcién del subtipo tumoral

5.4.1 Significado clinico-patolégico de la expresion de PD-L1

La correlacidn entre la expresién de PD-L1 y el sexo, la edad, el estadio tumoral,

el subtipo histolégico y la presencia de recidiva se muestra en la Tabla 8.

Se encontré una relacién estadisticamente significativa entre el subtipo
histoldgico y la expresion de PD-L1 (Chi cuadrado de Pearson=0,006), observandose con
mayor frecuencia en PD-SNSCC (83%), HG-non-ITAC (80%) e ITAC de patrén sdélido (50%).
En SNEC, SNUC y ONB fue del 33%, 16% y 14%, respectivamente. No se encontraron
relaciones estadisticamente significativas entre el resto de las variables clinico-
patoldgicas y la expresidn de PD-L1. La positividad de PD-L1 en IDH2 mutado se observé
en el 46 % y en los tumores IDH2 wild-type en el 30 % de los casos. Sin embargo, esta

diferencia no fue significativa (Chi cuadrado de Fisher p=0,221).
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Tabla 8. Relacion entre la expresiéon de PD-L1 y las variables clinico-patoldgicas

Variables N2 casos (%) Expresion de PD-L1

Positiva (%) Negativa (%) p

Sexo
Hombre 35 (54) 15 (43) 20 (57)
] 0,065
Mujer 30 (46) 6 (20) 24 (80)
Edad
<60 afios 34 (54) 10 (29) 24 (71) 0,788
>60 anos 29 (46) 10 (34) 19 (66)
Estadio
I 8(12) 4 (50) 4 (50)
I 24 (38) 7 (29) 17 (71)
0,747
1l 8(12) 3(37) 5(63)
IVa 20 (31) 5(25) 15 (75)
IVb 4 (6) 1(25) 3(75)
Histologia
ONB 14 (20) 2 (14) 12 (86)
SNUC 25 (36) 4 (16) 21 (84)
SNEC 6 (8) 2 (33) 4(77)
PD-SNSCC 6 (8) 5(83) 1(17)
0,006
HG-non-ITAC 5(7) 4 (80) 1(20)
ITAC 10 (14) 5(50) 5 (50)
SMARCB1-def 1(2) 1 (100) 0(0)
SMARCA4-def 1(2) 0(0) 1 (100)
NUT 1(2) 0(0) 1(100)
IDH-2 mutado
Mutado 13 (19) 6 (46) 7 (54) 0,221
Wild-type 56 (81) 17 (30) 39 (70)
Recidiva
Si 19 (59) 5(38) 14 (62)
No 13 (40) 2 (11) 11(89) 9671

Un total de 13 de 23 (57%) tumores positivos para PD-L1 frente a 10/46 (22%) de
tumores negativos para PD-L1 también presentaban TILs CD8+ (Chi cuadrado de Fisher

p=0,006) (Tabla 9).
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Tabla 9. Relacidn entre la presencia de TiLs CD8 y expresion e PD-L1

PD-L1 positivo PD-L1 negativo Total p
TILs CD8-high 13 (57) 10 (22) 23 (33)
TILs CD8-low 10 (33) 36 (78) 46 (77) 0,006
Total 23 (33) 46 (77) 69

5.4.2 Relacidn entre la expresion de PD-L1 y el curso de la enfermedad

Al relacionar la SG a los 5 afios con la expresidon de PD-L1, observamos una
tendencia a presentar mayor supervivencia en los casos con expresion negativa de PD-
L1 (61%), mientras que ningun caso con expresion positiva de PD-L1 alcanzé una
supervivencia de 5 afios; sin embargo, no se alcanzaron valores estadisticamente

significativos (Log rank 2,946, p=0,086) (Figura 51).

Supervivencia global

PD-L1 negativo
=25)

PD-L1 positivo
00 (N=8)

Figura 51. Supervivencia global en funcién de la expresién de PD-L1

De igual manera, la SE a los 5 afios en los casos con expresion negativa de PD-L1
fue del 66% mientras que ningun caso con expresidn positiva de PD-L1 alcanzé una
supervivencia de 5 afios, aunque sin obtener valores estadisticamente significativos (Log

rank 3,480, p=0,062) (Figura 52).
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Figura 52. Supervivencia especifica en funcién de la expresién de PD-L1

En cuanto a la SLE a los 5 afios, en los casos con expresion negativa de PD-L1 fue
del 42%, mientras que ningun caso con expresidon positiva de PD-L1 alcanzé una
supervivencia de 5 anos, aunque de nuevo sin obtener valores estadisticamente

significativos (Log rank 2,374, p=0,123) (Figura 53).
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Figura 53. Supervivencia libre de enfermedad en funcidn de la expresién de PD-L1
5.5 Valoracion de la presencia de MSI

Tras aplicar la tinciéon de PMS2, MLH1, MSH2 y MSH6 como marcadores de la
presencia de MSI, encontramos 5/69 (7%) casos positivos para MSI (es decir, con
ausencia de expresion de estas proteinas), dos eran SNEC, dos SNUC y uno era HG-no-

ITAC (Figura 54). Los cinco casos positivos de MSI eran wild-type IDH2.
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MSI segun subtipo histolégico

HG-non-ITAC
N=1

Figura 54. Presencia de MSI en funcién del subtipo histolégico

Cuatro tumores demostraron ausencia completa y una expresion reducida de
PMS2, acompafiada de pérdida completa de MLH1 en dos casos y reduccién de MLH1
en dos casos, mientras que en un caso PMS2 fue el Unico marcador perdido de los cuatro
MSI. Un caso mostré la ausencia completa de los cuatro marcadores, y un caso mostré

pérdida de PMS2 y MLH1 y reducciéon de MSH2 y MSH®6.

5.5.1 Significado clinico-patolégico de la presencia de MSI

La correlacidn entre la presencia de MSl y el sexo, la edad, el estadio tumoral, el
subtipo histoldgico y la presencia de recidiva se muestra en la Tabla 10. No se
observaron relaciones estadisticamente significativas entre la presencia de MSI y las

variables clinicopatoldgicas mencionadas.

De los casos en los que se demostro la presencia de MSI, en uno de ellos (SNUC)
se hallé ademas la presencia de TlLs CD8+. La mutacién IDH2 resulté ser mutuamente
excluyente con la presencia de MSI. Sin embargo, esta diferencia no fue significativa (Chi

cuadrado de Fisher p=0,575).
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Tabla 10. Relacion entre la presencia de MSI y las variables clinico-patolégicas

Variables N2 casos (%) Presencia de MSI
Positiva (%) Negativa (%) p
Sexo
Hombre 35 (54) 1(3) 34 (97) 0,173
Mujer 30 (46) 4 (13) 26 (87)
Edad
<60 afios 34 (54) 3(9) 31(91) 1,000
>60 anos 29 (46) 2(7) 27 (93)
Estadio
| 8(12) 1(12) 7 (88)
1 24 (38) 2(8) 22 (92)
I 8(12) 0(0) 8 (100) 0,844
IVa 20 (31) 2 (10) 18 (90)
IVb 4 (6) 0(0) 4 (100)
Histologia
ONB 14 (20) 0(0) 14 (100)
SNUC 25 (36) 2 (8) 23 (92)
SNEC 6 (8) 2 (33) 4 (77)
PD-SNSCC 6 (8) 0(0) 6 (100)
HG-non-ITAC 5(7) 1(20) 4 (80) 0,273
ITAC 10 (14) 0(0) 10 (100)
SMARCB1-def 1(2) 0(0) 1 (100)
SMARCA4-def 1(2) 0(0) 1 (100)
NUT 1(2) 0(0) 1 (100)
IDH-2
Mutado 13 (19) 0(0) 13 (100) 0,575
Wild-type 56 (81) 5 (20) 51 (80)
Recidiva
Si 19 (59) 1(8) 18 (92) 0,655
No 13 (40) 1(5) 12 (95)

5.5.2 Relacidn entre la presencia de MSl y el curso de la enfermedad

Dado que sdlo se disponia de datos de seguimiento de dos de los casos que

mostraron positividad para MSI, no se analizé la correlacién con la supervivencia.
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Discusion

6.1 Justificacion

Los carcinomas de senos paranasales son neoplasias poco frecuentes que
representan menos del 5% de los tumores de cabeza y cuello. Dentro de ellos, el 70% de
estos tumores son SNSCC o ITAC, mientras que el 30% restante esta compuesto por una
misceldnea de carcinomas pobremente diferenciados (62). El prondstico de estas
neoplasias es bastante pobre, incluso llevando a cabo un tratamiento multimodal
agresivo, pues las recidivas locales son frecuentes (1-3). Si bien inicialmente se optard
por el tratamiento quirdrgico, en el caso de tumores localmente avanzados o
metastdsicos las opciones terapéuticas se ven mas limitadas a pesar de los avances que
se han producido en RT y QT en los ultimos afos. Por lo tanto, la necesidad de buscar
nuevas modalidades de tratamiento para estos tumores, centrandonos especialmente
en la IT, resulta imperativa. De aqui nace también la necesidad de encontrar
biomarcadores que ayuden a seleccionar a los pacientes que con mayor probabilidad se

pueden beneficiar de estos tratamientos.

Como posibles marcadores para el uso de IT, los mas conocidos son los puntos
de control inmunitario. La via PD-1/PD-L1 es la mas estudiada, habiendo demostrado su
utilidad como marcador de respuesta a IT en varios tipos tumorales. Los anticuerpos
monoclonales anti-PD-1, pembrolizumab y nivolumab, han sido aprobados para una
gran variedad de tumores incluyendo los CECC que han progresado durante o después
de la QT. También los TILs, especialmente los CD8+, se han estudiado como
biomarcadores de potencial beneficio con estos agentes inmunoterapicos. Algunos
estudios recientes, incluyendo algunos de nuestro grupo, se han centrado
especificamente en el papel prondstico de estos marcadores para casos recurrentes o
metastdsicos de tumores de senos paranasales, sobretodo SNSCC e ITAC
(22,26,27,176,219,220) y recientemente se ha publicado un estudio sobre la presencia
de TILs CD8+ en ONB (177), si bien su papel en el caso de tumores pobremente

diferenciados apenas ha sido estudiado.

Por otra parte, la MSI, descrita inicialmente en pacientes con cancer de colon
esporadico y cancer colorrectal hereditario no polipdsico ha sido demostrada

actualmente en varios tipos de tumores. La FDA ha aprobado la presencia de MSI como
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predictor de la eficacia de la IT del cancer irresecable o metastasico,
independientemente de su localizacién (32,33). Ademads, se han publicado dos estudios
recientemente acerca de la presencia de MSI en tumores de senos paranasales (30,248),
pero la inestabilidad gendmica en tumores pobremente diferenciados ha sido poco

estudiada hasta el momento.

Nuestro grupo tiene abiertas varias lineas de investigacion con los carcinomas de
senos paranasales, lo cual resulta de interés debido a la escasez de estudios disponibles
para este tipo de tumores. Los estudios acerca de los posibles biomarcadores para IT
publicados hasta la fecha se centran ademas fundamentalmente en los dos subtipos
histologicos mas frecuentes (SNSCC e ITAC), pero resulta complicado encontrar estudios
gue incluyan carcinomas pobremente diferenciados. Teniendo en cuenta la baja
incidencia de estos tumores, consideramos que nuestra serie constituye un elemento
valioso que podria servir como punto de partida para ampliar las opciones terapéuticas

de estos tumores.

6.2 Historia natural de la cohorte estudiada de pacientes con tumores pobremente

diferenciados de senos paranasales

El estudio de estas variables clinico-patoldgicas en un numero limitado de
tumores de senos paranasales no pretende establecer resultados de tipo
epidemioldgico, sino definir la muestra estudiada y comprobar que se ajusta a las

caracteristicas descritas para estos tumores en series mas amplias.

Los tumores pobremente diferenciados de senos paranasales son
extremadamente dificiles de clasificar. En particular los SNUC representan un grupo de
tumores sin un consenso claro para el diagndstico (41). Los ONB y los SNEC pueden
parecer muy similares y confundirse con el SNUC (65). La clasificaciéon de tumores de
cabezay cuello de la OMS de 2017 definié los SNUC como tumores altamente agresivos
de histogénesis incierta, sin evidencia de diferenciacién escamosa o glandular, por lo
gue su diagndstico es esencialmente un diagndstico de exclusién (66). Actualmente es
posible caracterizar cada vez mads tipos de tumores mediante marcadores genéticos
moleculares especificos, como en el caso del carcinoma NUT (caracterizado por la
presencia de una translocacidon cromosémica t(15;19) que produce el oncogén de fusion
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BRD4—-NUT) (70), el carcinoma multifenotipico relacionado con el VPH en casos de VPH
de alto riesgo en ausencia de la t(6;9) y reordenamiento de MYB-NFIB (71), el carcinoma
SMARCA4-deficiente o el carcinoma SMARCB1-deficiente, definidos por la ausencia de
tincién IHQ de estas proteinas (62,74). En la serie estudiada en esta Tesis Doctoral, se
ha determinado por IHQ que dos casos fueron SMARCB1-deficiente y SMARCA4-
deficiente y un caso carcinoma NUT. Ademas, en estudios realizados en los ultimos afios,
se han encontrado mutaciones frecuentes en IDH2 en hasta el 82% de los SNUC (72,73);
aunque por el momento esta mutacién ha sido poco estudiada en este tipo de tumores,
los datos genéticos disponibles sugieren que los tumores de senos paranasales con
mutaciones en IDH, independientemente de su subtipo histolégico, podrian representar
una entidad tumoral distinta con un comportamiento clinico menos agresivo (82). En la
serie estudiada en esta Tesis Doctoral se ha estudiado la presencia de esta mutacion,

encontrando 13 casos positivos.

Las variables epidemioldgicas, clinicas y patoldgicas estudiadas en nuestra serie
de 69 tumores pobremente diferenciados de senos paranasales coinciden, por lo

general, con las descritas en la literatura.

La edad media del conjunto de la muestra fue de 56 afos y la proporcién de
hombres fue mayor que la de mujeres (56% y 44% respectivamente). En los ONB
incluidos en nuestra muestra (n=14), la edad media fue de 47 afios, lo cual concuerda
con lo descrito en la literatura (65,66,177), pero sin embargo se observé una
predominancia del sexo femenino (77%) frente al masculino (23%), al contrario de lo
reflejado en otras series (65,66), si bien en los estudios realizados recientemente por
Classe et al. (177) y por London et al. (220) también se objetivé esta predominancia del
sexo femenino. En cuanto a los SNUC incluidos en nuestra muestra (n=25), la edad media
fue de 57 afios y se observd sdélo una ligera predominancia del sexo masculino sobre el
femenino (54% y 46% respectivamente), ambos datos en concordancia con lo descrito

en la literatura (250, 251).

A pesar de que los SNSCC y los ITAC suponen el 70% de los tumores de senos

paranasales (2), los tumores de senos paranasales de estirpe pobremente diferenciada
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mas frecuentes son los SNUC y los ONB (252), lo cual concuerda con lo observado en

nuestra muestra con 25/69 SNUCy 14/69 ONB.

Los tumores de senos paranasales suelen ser diagnosticados en estadios
avanzados debido a la inespecificidad de su sintomatologia en fases iniciales. El
diagnostico tardio va a condicionar su tratamiento y su prondstico. La mayoria de los
tumores de nuestra muestra fueron diagnosticados en estadio Il (38%) o estadio IVa

(31%).

Al comparar los subtipos histolégicos de nuestra serie, los ONB (86% de
supervivencia global a los 5 afios) y los SNUC (60% de supervivencia global a los 5 afios)
mostraron una mejor supervivencia respecto al resto de estirpes. Estos datos son
similares a los observados por otros autores. En una reciente serie que incluye 1360
pacientes diagnosticados de tumores de senos paranasales con diversas histologias,
Ferrari et al. observaron que, globalmente, los ONB son los tumores de senos
paranasales con mejor prondstico (94% (88,9-99,3%) de supervivencia global a los 5
afios) seguidos de los carcinomas adenoide-quisticos y los SNUC (82% (65-100%) de

supervivencia global los 5 afos) (253).

El 69% de los pacientes de la muestra presentaron recurrencia de la enfermedad,
lo que constituye la causa principal de muerte, lo cual se observa en la mayoria de las

series (253,254).

El 19% de los tumores de la muestra (13 casos) fueron positivos para la mutacion
IDH2. En general, la inmunopositividad de la proteina mutante IDH2 coincidié con la
mutacién IDH2. Sin embargo, 3 casos mostraron discrepancias: un caso que resulté
positivo para mutacién IDH2 por IHQ resulté negativo (wild-type) para dicha mutacién
utilizando la técnica de PCR, siendo considerado un falso positivo. Por el contrario, dos
casos que resultaron positivos para la mutacién IDH2 utilizando la técnica de PCR
resultaron negativos (wild-type) mediante estudio con IHQ. Esta discordancia entre
inmunohistoquimica y secuenciacion se objetivd también de forma similar en el estudio
llevado a cabo por Riobello et al. (82). El subtipo tumoral con mas casos IDH2 mutados
fueron los SNUC (9 casos que suponen el 36% de la muestra de este tipo tumoral), al
igual que lo documentado en otros estudios (72,73,82), pero también se hallé esta
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mutacidn en otros subtipos como en los HG-non-ITAC con 2/5 (40%) casos y en los SNEC
y PD-SNSCC cada uno con 1/6 casos (17%). No se encontrd correlacion entre la presencia
de esta mutacion y la edad, el sexo, el estadio tumoral o la presencia de recidiva, al igual
gue en otras series (72,82). En cuanto al prondstico, el subconjunto IDH-2 mutado
demostrd una tendencia a tener mejores resultados de supervivencia, aunque sin
obtener valores significativos. Estos datos son interesantes pues no se habian estudiado

en esta estirpe de tumores de senos paranasales hasta la fecha.

Por lo anteriormente expuesto, consideramos que nuestra serie es
representativa de los carcinomas pobremente diferenciados de senos paranasales, ya
que las variables estudiadas se ajustan en lineas generales a lo esperado y exhiben las
tendencias habituales en estos tumores. En algunas variables no se alcanzan valores
significativos al ser una muestra reducida. No obstante, las tendencias marcadas
permiten suponer que estos valores se conseguirian si aumentdsemos el nimero de

casos, con las ldgicas reservas que ello supone.

6.3 Presencia de TiLs CD8+

En nuestra serie, el 33% de los tumores demostraron la presencia de TlLs CD8+
en una proporcion >10%. En casi todos los casos (21/23), los TiLs CD8+ estaban
presentes tanto en el compartimento intratumoral como en el compartimiento
estromal; sin embargo, otros estudios han demostrado una predominancia de TiLs CD8+

en el compartimento estromal (177).

Comparando entre los diferentes subtipos histoldgicos, los TiLs CD8+ se
observaron con mayor frecuencia en los adenocarcinomas, tanto HG-no-ITAC como ITAC
de patrén sélido (60% de casos en ambos subtipos histoldgicos), lo cual contrasta con lo
observado en SNSCC (19-50%) (26, 219) y en los ITAC (8%) (27). No obstante, el posible
papel de la inflamacion y por tanto la posible presencia de TILs en la génesis de los ITAC

ya ha sido observada previamente (255-258).

Aunque no se encontraron relaciones estadisticamente significativas entre la

presencia de TILs CD8+ y las variables clinicopatoldgicas estudiadas, si se observé una
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tendencia a que los tumores en estadios mas avanzados presentaran una tasa >10% de

TILs CD8+ (Tabla 7).

Se observé una tendencia a que los casos IDH2 mutados tengan mas TlLs CD8+,
tanto en el conjunto de la serie como prestando atencion unicamente a los SNUC,
aunque sin obtener valores estadisticamente significativos; estos datos no habian sido

estudiados en tumores de senos paranasales hasta la fecha.

Debido a que los datos de seguimiento de nuestra muestra fueron muy limitados
y por lo tanto la significacion estadistica del analisis de supervivencia es baja,
hablaremos de tendencias a la hora de referirnos a nuestros resultados. Se objetivé una
tendencia a presentar un peor resultado clinico en aquellos tumores que presentaban
una proporcion de TILs CD8+ >10%; este hallazgo difiere con la mayoria de los estudios
sobre ITAC, SNSCC y ONB en los que la presencia de TILs CD8+ conferia mejores
resultados supervivencia (27,176,177,219,259,260). De hecho, en la mayoria de los
tumores se ha demostrado una relacidn positiva entre a presencia de TILs CD8+ y la
supervivencia (261). En la revisidon sistematica y metaandlisis llevado a cabo por De
Ruiter et al. (24) en 2017 sobre el papel pronéstico de los linfoctios T en carcinomas de
cabeza y cuello, la presencia de TILs CD8+ demostrd un papel prondstico favorable
(aunque con poca diferencia) tanto en términos de supervivencia global (HR 0,67, IC95%
0,58-0,79) como en términos de supervivencia libre de enfermedad (HR 0,50, IC 95%
0,37-0,68). Sin embargo, también existen otros estudios en los que se observa una
asociacion entre la presencia de TILs CD8+ con peores resultados de supervivencia en
los SNSCC (26) y en otros tumores como en el cancer de pulmdén no microcitico
(262,263). Estas diferencias podrian ser debidas a varios factores que difieren entre los
diferentes estudios, como el uso de diferentes puntos de corte, el uso de diferentes
protocolos para la tincién IHQ, asi como a diferencias en las cohortes de pacientes y en

los esquemas de tratamiento.

La comparacion entre los resultados acerca del papel prondstico de los TILs CD8+
de nuestro estudio y los resultados de estudios similares sobre tumores de senos

paranasales se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Valor pronéstico de los TILs en los diferentes estudios

Estudio Tipo de tumor N2 casos Resultados
. Pobremente - Tendencia a peores resultados de SG, SE y
Presente estudio . . 69
diferenciados SLE
- Mayor tasa de recurrencia
Garcia-Marin et al. %6 SNSCC 57 - Tendencia a peores resultados de

supervivencia

- Estadios mas precoces

i i 27 - Menor tasa de recurrencias y metastasis

Garcia-Marin et al. ITAC 133 .
- Mejores resultados de SG

- Factor prondstico favorable independiente

- Menor grado de diferenciacién

- Mayor tasa de metastasis ganglionares

Quan et al. 176 SNSCC 9 Y gang
- Mejores resultados de SG y SLE

- Factor prondstico favorable independiente

- Grado Hyams mas alto
Classe et al. ¥77 ONB 45 - No relacién con la supervivencia, aunque
CD4/CD8 >2 peores resultados

- Mayor tasa de metastasis ganglionares

- Mayor tasa de respuesta completa al
tratamiento inicial

- Mejores resultados de SLE

Hongo et al.?*? SNSCC 131

Takahashi et al. 2>° SNSCC 53 - Mejores resultados de supervivencia

260 - Menor tasa de recurrencia
Guetal. SNSCC 38 . i )
- Mejores resultados de supervivencia

La correlacidon entre la presencia de TlLs CD8+ y la expresidn de PD-L1 fue positiva
y estadisticamente significativa (p<0,006), igual que se ha observado en otros estudios
(26,27,176). Dado que la expresién tumoral de PD-L1 se relaciona con la evasion del
sistema inmune y en nuestra serie, como se analizara posteriormente, esta expresion
mostré también una tendencia a presentar peores resultados de supervivencia, esto nos
lleva a pensar que tal vez estos TILs CD8+ sean células disfuncionales, lo cual podria

explicar esta tendencia a presentar peores resultados de supervivencia.

6.4 Expresion de PD-L1

En nuestra serie, el 33% de los tumores mostraron una tincidn positiva de PD-L1

en >5% de sus células, un porcentaje similar al hallado en otros estudios, como el
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realizado por Quan et al. (176) en SNSCC, en el que se encontrd una positividad similar
del 30%. Los estudios realizados en tumores de senos paranasales muestran cifras de
positividad para la expresién de PD-L1 que varian entre el 17-46%
(22,26,27,176,219,220), si bien esta variabilidad puede ser debida a los diferentes
puntos de corte utilizados, al tipo de estudio inmunohistoquimico realizado, al kit
diagndstico empleado en cada caso o a la modalidad de tratamiento recibida. La

variabilidad de estos pardametros entre los diferentes estudios se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Fuentes de variabilidad en los resultados de la expresion de PD-L1
- PD-L1IHC 22C3 pharmaDx
- PD-L1IHC 28-8 pharmaDx assay
- PD-L1IHCSP 142
- PD-L1IHCSP263
- Clon monoclonal de ratén 22C3

Kit diagnéstico

. - Clon monoclonal de ratén 28-8
Anticuerpo ,
- Clon monoclonal de ratén SP26

- Clon monoclonal de ratén SP142

- TPS (Tumor Proportion Score): porcentaje de células
tumorales que muestran tincion membranosa parcial o
completa

- CPS (Combined Positive Score): nimero de células con

Sistema de puntuacion tincién positive para PD-L1 (células tumorales,
linfocitos, macréfagos) dividido entre el nimero total
de células tumorales y multiplicado por 100

- %IC: proporcion de drea tumoral ocupada por células
inmunes que expresan PD-L1

- >=1%

- >=5%

- >=10%

- >=50%

- Células tumorales

Punto de corte

Células que expresan
PD-L1

- Células inmunes infiltrantes de tumor
- Ambas
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El subconjunto IDH-2 mutado presentd un porcentaje menor de expresién de PD-

L1 (46%), aunque esta relacidn no fue significativa.

En cuanto a la asociacidén entre la expresién de PD-L1 y el prondstico, la gran
variedad de estudios en diferentes tipos de tumores publicados hasta la fecha muestran
resultados muy contradictorios. En nuestro estudio no se han obtenido relaciones
estadisticamente significativas entre dicha expresion y la supervivencia, aunque los
resultados si sugieren una posible asociacion entre la expresidn positiva de PD-L1 y
peores resultados clinicos, lo cual podria ser debido a la supresién de la respuesta
inmune antitumoral inducida por PD-L1. Esta tendencia ha sido observada también en
CECC en diferentes localizaciones (cavidad oral, orofaringe, faringe, laringe, nasofaringe)
(264-267) y también en estudios realizados en tumores de otras localizaciones, como
adenocarcinomas de pulmén (268,269), asi como en tumores de mama, uroteliales,
renales y gastricos (270). Sin embargo, otros estudios no han demostrado ninguna
relacion entre esta expresion y la supervivencia (271). En cuanto a los estudios
realizados en tumores de senos paranasales (SNSCC, ITAC, ONB), también se ha
observado esta tendencia a presentar peores resultados de supervivencia en la mayoria
de ellos (22,26,219), mientras que en algun estudio la expresion positiva de PD-L1
parece conferir una tendencia a presentar mejores resultados de supervivencia (260) y
otros estudios no han demostrado ninguna relacion entre esta expresion y la
supervivencia (27, 176, 220). Sin embargo, la expresion de PD-L1 sélo ha demostrado su
papel como factor prondstico independiente en el estudio realizado por Hongo et al.
(219). La comparacion entre los resultados acerca del papel prondstico de la expresion
de PD-L1 de nuestro estudio y los resultados de estudios similares sobre tumores de

senos paranasales se muestran en la Tabla 13.
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Tabla 13. Valor prondstico de PD-L1 en los diferentes estudios

Estudio Tipode tumor N2casos Resultados
- No relacién con variables clinico-patolégicas
. Pobremente .
Presente estudio 69 - Tendencia a peores resultados de

diferenciados . .
supervivencia

- Mayor proporcién de tumores de patrén
Riobello et al.?? SNSCC e ITAC 53y 126 sélido
- Tendencia a peores resultados de SE y SLE

- No relacién con variables clinico-patolégicas
Garcia-Marin et al.® SNSCC 57 - No estudiada como tal, pero TME I y IlI
peores resultados de SV

- Norelacién con la supervivencia ni valor

Garcia-Marin et al.?’ ITAC 133 o
prondstico
- Menor grado de diferenciacién
176 - Tendencia a desarrollar metastasis
Quan et al. SNSCC 96 ]
ganglionares
- No relacion con supervivencia
- No relacién con variables clinico-patolégicas
Hongo et al.?® SNSCC 131 - Peores resultados de supervivencia
- Factor prondstico independiente
- No relacion con variables clinico-patolégicas
London et al.?2° ONB 10 N ) ] P 8
- No relacion con supervivencia
Gu et al.*®° SNSCC 53 - Mejores resultados de supervivencia

PD-L1 fue el primer biomarcador predictivo aprobado por la FDA para el cadncer
de pulmodn de células no pequeiias en 2015. Desde entonces, la FDA ha aprobado este
biomarcador para seis tipos de tumores adicionales (gastrico o adenocarcinoma de la
union gastroesofagica, cancer de cuello uterino, carcinoma urotelial, CECC, carcinoma
de células escamosas de eséfago y carcinoma de mama triple negativo (272). A dia de
hoy, PD-L1 es el biomarcador predictivo mas investigado y utilizado clinicamente. La
mayoria de los ensayos clinicos realizados en CECC y en carcinomas pulmonares no
microciticos han mostrado una respuesta clinica mds favorable a los anticuerpos
monoclonales dirigidos frente a PD-1 (pembrolizumab y nivolumab) y PD-L1
(atezolizumab y durvalumab) en tumores con expresion positiva de PD-L1 (196,216-

218,273,274). Por otro lado, encontramos también estudios en los que no se demuestra
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una relacién entre la respuesta a estos anticuerpos monoclonales y la expresién de PD-

L1 (275,276).

En el caso de los CECC, el pembrolizumab fue aprobado para pacientes con
tumores recurrentes/metastasicos que expresan PD-L1, a la vista de los resultados del
ensayo clinico KEYNOTE-040 de fase 3 (277), en el cual se demostré la superioridad de
este farmaco frente a las terapias convencionales en aquellos tumores con expresion
positiva de PD-L1 (TPS 250%); en este ensayo clinico, el 26% de los pacientes (129/495)
tenian tumores que expresaban PD-L1 con una TPS >50% y la indicacion finalmente
aprobada seleccionaba los casos mas susceptibles de beneficiarse de este farmaco en
base a la expresion de PD-L1. Por otro lado, el nivolumab también fue aprobado como
tratamiento para tumores de cabeza y cuello recurrentes/metastasicos a la vista de los
resultados del ensayo clinico CheckMate 141de fase 3 (19); en este ensayo, de los 240
pacientes tratados con nivolumab, se estudié la expresién de PD-L1 en 172; de estos, 96
(56%) expresaban PD-L1 en una proporcién >1% y 76 (44%) en una proporcion <1%; se
objetivaron mejores resultados de supervivencia global frente a aquellos pacientes
tratados con terapias convencionales en ambos grupos, aunque con una hazard ratio
(HR) de 0,55 en el grupo con expresion de PD-L1>1% frente a una HR de 0,27 en el grupo
con expresion de PD-L1<1%. Por lo tanto, actualmente tanto el nivolumab como el
pembrolizumab estan aprobados para el tratamiento de segunda linea del cancer

recurrente y metastasico.

En el campo de los tumores de senos paranasales, hay que destacar el estudio
realizado por Park et al. (278) en el que se obtuvo una respuesta favorable a los
inhibidores de PD-1 en una serie de 11 SNSCC recurrentes/metastasicos, aunque la
respuesta no demostro estar relacionada con la expresion de PD-L1. También el estudio
realizado por Ueda et al. (279) que incluyéd 18 tumores de senos paranasales de
diferentes subtipos histoldgicos en pacientes tratados con nivolumab, demostrando
tasas de respuesta comparables a las observadas en el CECC, mostrando mayor eficacia
en los tumores de senos paranasales no epidermoides de alto grado. Mencionar
también el estudio llevado a cabo por Colevas et al. (280) en el que se demostrd una

buena respuesta a atezolizumab en pacientes con carcinoma nasofaringeo.
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Hay que tener en cuenta que, como marcador para la seleccion de pacientes
susceptibles de beneficiarse del tratamiento inmunoterapico, la IHQ para PD-L1 tiene
varias limitaciones (281), como la gran variedad de ensayos diferentes disponibles cuyos
resultados difieren por las causas mencionadas ya anteriormente, la escasa
reproductibilidad interobservador a la hora de valorar la expresiéon de PD-L1 o la
clasificacién dicotdmica de la expresion de PD-L1 en positiva o negativa realizada en la
mayoria de estudios sin tener en cuenta la totalidad del microambiente tumoral. Por lo
tanto, de cara a mejorar la utilidad clinica de PD-L1 como biomarcador para el uso de
inmunoterapia, seria necesario instaurar una estandarizacion a la hora de realizar los

estudios para conseguir resultados mas uniformes, reproductibles y comparables.

6.5 Presencia de MSI

En nuestra serie, tras aplicar la tincion de las proteinas reparadoras PMS2, MLH1,
MSH2 y MSH6 como marcadores de MSI, encontramos 5/69 (7%) casos positivos: dos
eran SNEC, dos SNUC y uno era HG-no-ITAC. La mutacién IDH-2 resultd ser mutuamente
excluyente con la presencia de MSI. Para el estudio de la MSI hemos utilizado la tincién
IHQ debido a que, por su disponibilidad y relativa sencillez tanto de realizacién como de
interpretacion, actualmente es la técnica mas recomendada (234). De esos 5 casos, 4
presentaron ausencia completa y uno una expresion reducida de PMS2, acompanada de
pérdida completa de MLH1 en 2 casos y reduccion de MLH1 en 2 casos, mientras que en
un caso PMS2 fue el Unico marcador perdido. Un caso mostré la ausencia completa de
los 4 marcadores y un caso mostrd pérdida de PMS2 y MLH1 y reduccién de MSH2 y
MSH®6. La presencia de MSI en tumores de senos paranasales ha sido escasamente
estudiada hasta ahora. En el estudio de Hongo et. al (219), 3/131 (2,3%) de los SNSCC
analizados presentaban MSI, estudiada mediante IHQ, presentando los 3 casos pérdida
simultanea de MLH1 y PMS2. En el estudio de Hieggelke et al. (248), se analizaron 220
tumores de diferentes estirpes, entre ellos SNEC y SNUC, mediante IHQ, consiguiendo
una tincion satisfactoria en 174 de ellos; el subtipo histolégico predominante fueron los
SNSCC con 125 tumores, de los cuales 4 (3,2%) presentaron MSI con pérdida de
expresion de PMS2 y expresion reducida o pérdida completa de MLH1. Ademas, en este
estudio se analizaron 10 lineas celulares de SNSCC mediante PCR multiplex con el panel
de referencia con cinco marcadores de mononucledtidos BAT25, BAT26, D5S346,
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D2S123 y D17S250, evidenciando que una linea celular era deficiente en MMR; la misma
linea celular resultéd presentar una alta carga mutacional tumoral (TMB) mediante
técnicas de secuenciacion. En el estudio de Garcia-Martinez et al. (30) llevado a cabo por
nuestro grupo se demostro la presencia de MSI en 5/24 SNSCC (21%) y 1/41 ITAC (2%).
Esta baja incidencia de MSI concuerda con otros estudios realizados en tumores de
cabeza y cuello (29,282). A excepcidn de los tumores endometriales, en los que se ha
documentado que la presencia de MSI es aproximadamente de un 30%, o en los tumores
colorrectales o gastricos donde se ha documentado aproximadamente un 20%, la

presencia de MSI en el resto de los tumores es menor del 5% (282).

Se ha documentado en la literatura que la pérdida de la actividad de las proteinas
del sistema MMR conduce a la acumulacidon de mutaciones y a la presencia de una alta
TMB, acompafandose este fenotipo molecular de un aumento del nimero de TiLs y de
la expresion de PD-L1 (245). La infiltracién de células inmunitarias puede ser el resultado
de la gran cantidad de mutaciones encontradas en los tumores que presentan MSI, que
dan como resultado neoantigenos proteicos mutantes que al ser presentados por el
complejo mayor de histocompatibilidad hacen que el tumor sea reconocido como
extrafio ante el sistema inmunitario del paciente (283). Esta relacién entre la presencia
de MSI, la expresién de PD-L1y la presencia de TlLs CD8+ se ha documentado en diversos
estudios en otros tipos de tumores (284-286). En el estudio realizado por Nonomura et
al. (284), la presencia de TILs CD8+ resultd significativamente mayor en aquellos
tumores con MSI (p=0,026), aunque no se encontraron relaciones estadisticamente
significativas con la expresién de PD-L1. Por su parte, en el estudio realizado por Liu et
al. (285), se objetivd una relacion estadisticamente significativa entre la expresiéon de
PD-L1 y la presencia de MSI (p<0,001). En el estudio realizado por Dislich et al. (286),
tanto la presencia de TILs CD8+ como la expresidén de PD-L1 se asociaron de forma
estadisticamente significativa con la presencia de MSI (p=0,005 y p<0,001
respectivamente). Sin embargo, en nuestro estudio encontramos que la positividad para

MSI es mutuamente excluyente con PD-L1 y casi también con los TILs CD8+.

Dado que so6lo contamos con la informacidon de seguimiento de dos de estos
cinco casos positivos para MSI, no fue posible llevar a cabo una evaluacion significativa
del valor prondstico; sin embargo, si observamos que estos pacientes tuvieron una
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supervivencia muy pobre de 2 y 6 meses, lo cual contrasta con lo observado en Ila
literatura en general, pues la presencia de MSI ha resultado ser un factor predictor de
un resultado clinico favorable. La mayoria de los estudios han revelado que los pacientes
con altos niveles de MSI (MSI-high) presentan una mejor respuesta inmune antitumoral
y poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de células tumorales, lo cual les confiere
un mejor prondstico en comparacion con aquellos con niveles bajos de MSI (MSI-low) o
sin MSI (287-289). En los escasos estudios disponibles sobre MSI en tumores de senos
paranasales, Hongo et al. encontraron que los pacientes que presentaron MSI tuvieron
un prondstico excelente, independientemente de la expresiéon de PD-L1 (219). En el
estudio de Garcia-Martinez et al. (30), los casos que presentaron MSI parecian tener una
supervivencia libre de enfermedad mas prolongada que los casos negativos para MSI
(24,2 meses frente a 12,4 meses), pero debido al bajo nimero de pacientes concluyeron
que dicho hallazgo debia considerarse preliminar, al igual que sucede en nuestro

estudio.

En la actualidad se propone que la presencia de MSI pueda resultar un marcador
de utilidad a la hora de seleccionar a aquellos pacientes mas susceptibles de beneficiarse
del tratamiento con inhibidores de los puntos de control inmunitario. Le DT et al. en su
estudio demostraron un mayor numero de mutaciones somaticas y neoantigenos en
tumores que presentaban MSI respecto a aquellos que no la presentaban (p=0.007),
correlacionandose con mejores respuestas al tratamiento con inhibidores de los puntos
de control inmunitario y supervivencias libres de progresién mas duraderas (245).
Diversos ensayos clinicos han demostrado una respuesta satisfactoria al tratamiento con
pembrolizumab en tumores con MSI-H/dMMR que habian progresado tras tratamiento
con QT, en base a las excelentes tasas de respuesta observadas (tasa de respuesta
general del 39,6 %, tasa de respuesta completa del 7 % y duracién de respuesta de 6
meses 0 mas en el 78% de los pacientes que respondieron (229,242,243,290). Por este
motivo, en 2017 la FDA agilizé la aprobacion de este farmaco como tratamiento de
segunda linea en tumores sdlidos con MSI/dMMR irresecables o metastasicos,
independientemente de la localizaciéon del tumor primario y la estirpe histoldgica,
siendo la primera vez que un farmaco era indicado para tumores sélidos en general,

basandose en un biomarcador comun (32,33). También la FDA ha aprobado el
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nivolumab para el tratamiento del carcinoma colorrectal metastasico MSI-H/dMMR
refractario a la quimioterapia a la vista de los resultados del estudio CheckMate 142

(244).

6.6 Otros biomarcadores en investigacion

Hoy en dia se han propuesto diferentes biomarcadores predictivos para
optimizar el uso de IT, incluyendo biomarcadores predictivos positivos para predecir la
respuesta a inhibidores de los puntos de control inmunitario, predictores negativos para
predecir la resistencia a estos farmacos y biomarcadores predictores de la toxicidad
relacionada con las reacciones inmunes (291,292). De ellos, los mas validados vy
utilizados clinicamente son los tres biomarcadores predictivos positivos aprobados por

la FDA: PD-L1, (293) MSI/dMMR y la TMB (272). De los 2 primeros hemos hablado

previamente.

En cuanto a la TMB, se define como el nUmero total de mutaciones somaticas no
sinbnimas por megabase (Mut/Mb), incluidas mutaciones de cambio de marco,
inserciones, mutaciones puntuales y deleciones. La aparicidn de estas mutaciones esta
involucrada en la sintesis de proteinas andmalas que pueden actuar como neoantigenos,
activando respuestas antitumorales. Este biomarcador se ha asociado con respuestas
favorables a inhibidores de los puntos de control inmunitario en diferentes tipos de
tumores y ha sido aprobado en junio de 2020 como biomarcador para el uso de
pembrolizumab para el tratamiento de tumores sélidos irresecables o metastasicos. Sin
embargo, al igual que ocurre con PD-L1, la evaluacion de TMB esta muy influenciada por
los kits y métodos utilizados entre los diferentes estudios, por lo que hay que ser cautos

a la hora de comparar los valores de TMB en la literatura (294).

Debido a que estos tres biomarcadores predictivos aprobados por la FDA tienen
sus limitaciones propias como hemos visto (PD-L1 tiene valores predictivos positivos y
negativos limitados, MSI-H/dMMR tiene una baja prevalencia en muchos canceres
metastdsicos comunes y la TMB se ve obstaculizada por el alto costo y las
complicaciones técnicas), en la actualidad se estdn estudiando otros potenciales

biomarcadores.
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Entre estos biomarcadores potenciales aun no aprobados por la FDA cabe
mencionar la inactivacién de PTEN, la mutacion de la subunidad del ADN polimerasa
POLE o las mutaciones ligadas a KRAS y a STK11. PTEN es una fosfatasa expresada de
forma ubicua con funcién supresora tumoral; una mutacion de uno solo de sus alelos
puede reprimir irreversiblemente su funcién, aumentando la susceptibilidad a la
carcinogénesis. La disminucion de la expresidn de esta proteina también se ha
relacionado con una susceptibilidad disminuida a los inhibidores de los puntos de
control inmunitario, probablemente debida a la menor infiltracién por linfocitos T
(295,296). Por su parte, las mutaciones en la subunidad POLE de la ADN polimerasa
podrian servir como biomarcador positivo para el uso de inhibidores de los puntos de
control inmunitario. POLE es una subunidad de la ADN polimerasa épsilon, que participa
en la replicacion y reparacidon del ADN; las mutaciones en el dominio de correccién de
POLE conllevan una tasa de mutaciones dos veces mayor, influyendo directamente en
la TMB. Ademas, los tumores con mutaciones en POLE tienen mds neoantigenos y mas
TILs (297). En cuanto a las mutaciones en KRAS y STK11, parecen actuar como
biomarcador negativo para el uso de inhibidores de los puntos de control inmunitario.
Las mutaciones somaticas activadoras en los codones 12 y 13 de KRAS suelen estar
asociadas de forma estadisticamente significativa a las mutaciones del gen STK11, que
va a controlar la via de sefializacion de mTOR mediante la codificaciéon la quinasa LKB1
(298). Ambas mutaciones confieren un peor prondstico de supervivencia y se asocian a
una peor respuesta a inhibidores de los puntos de control inmunitario, segun se ha
observado en diversos estudios, probablemente debido a que estas mutaciones

disminuyen el nimero de TILs CD8+ y también la expresidon de PD-L1 (299-301).

También se han propuesto las firmas de expresidn genética como potenciales
biomarcadores, como la firma de expresion genética inflamada por células T (GEP), la
firma de disfuncidon inmune y exclusién de células T (TIDE), la firma de plasticidad
melanocitica (MPS) y la firma genética centrada en células B (272). El perfil de expresién
genética inflamada por células T (GEP), representada por genes relacionados con la
sefializacion de IFN-y, la presentacion de antigenos, moléculas citotdxicas efectoras y
citocinas de linfocitos T activos, es indicativa de un microambiente tumoral favorable

para el tratamiento con inhibidores de los puntos de control inmunitario. Ha
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demostrado su utilidad a la hora de predecir la respuesta a pembrolizumab en diversos
tumores solidos y su valor predictivo fue demostrado en un estudio con CECC, en el que
ademas demostrd tener un mejor valor predictivo que PD-L1 (302). Por el contrario, la
firma genética de disfuncion inmune y exclusién de células T (TIDE) se basa en la pérdida
de la funcionalidad de las células T por dos mecanismos principales de evasién tumoral
de la respuesta inmune, que son la presencia de células T disfuncionales y la falta de
infiltracién del tumor por células T funcionales, lo que refleja un microambiente tumoral
desfavorable para la respuesta de inhibidores de los puntos de control inmunitario. Una
puntuacion mas baja en el panel TIDE ha demostrado ser predictora de una
supervivencia mas prolongada a largo plazo y, ademas, como biomarcador para el uso
de inhibidores de los puntos de control inmunitario, tiene mejor rendimiento que PD-L1
y que la TMB (303). La firma de plasticidad melanocitica (MPS) es un conjunto de 45
genes hallados en melanomas que reflejan la pluripotencia y la diferenciacion del linaje
melanocitico; una puntuacién alta en el panel MPS implica pluripotencia e
indiferenciacion y con ello peor prondstico y menor tasa de respuesta a inhibidores de
los puntos de control inmunitario, también con un rendimiento mayor que PD-L1, TMB
e incluso que TIDE (304). Por ultimo, la firma genética centrada en células B se basa en
genes relacionados con los infiltrados de células B presentes en los érganos linfoides
terciarios, que se asocian a una mayor supervivencia y han demostrado ser predictores
de buena respuesta a inhibidores de los puntos de control inmunitario en diversos

tumores (305,306).

6.7 Futuras perspectivas para el tratamiento de los tumores de senos paranasales

En esta Tesis Doctoral se han estudiado la presencia de TILs CD8+, la expresion
de PD-L1 y la presencia de MSI como posibles biomarcadores para el uso de farmacos
anti-PD-1/anti-PD-L1 en un grupo de 69 pacientes con tumores pobremente
diferenciados de senos paranasales, debido a la imperiosa necesidad de encontrar
nuevas opciones terapéuticas para los estadios avanzados de esta enfermedad.
Nuestros resultados muestran que al menos uno de estos posibles biomarcadores (>10
% de TlLs CD8+, >5 % de expresion de PD-L1 o positividad para MSI definida como déficit
de alguna proteina del sistema MMR) esta presente en el 39 % (27/69) de los casos. De
acuerdo con la literatura, para que el tratamiento con inhibidores de los puntos de
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control inmunitario sea mas eficaz, lo ideal es que los tumores expresen PD-L1 y tengan
TILs CD8+ activados por el tumor, lo que observamos en el 19 % (13/69) de los casos. La
presencia de MSI en 5 casos fue mutuamente excluyente con estos 13 casos, lo que
elevaria el nUmero total elegible para este tratamiento inmunoterdpico a 18 pacientes,

el 26% de la cohorte.

En la actualidad, la inmunoterapia ha demostrado ser una opcidn terapéutica
prometedora en la mayoria de los tumores, incluidos los tumores de cabeza y cuello.
Desde la aprobacion del nivolumab y el pembrolizumab, se ha conseguido mejorar tanto
la supervivencia como la calidad de vida de estos pacientes y la inmunoterapia se ha
incorporado como tratamiento de primera linea en tumores recurrentes y/o

metastasicos, en monoterapia o en combinacién con la QT cl3sica.

Ademads, hasta la fecha, diversos ensayos han estudiado la efectividad de estos
farmacos en el tratamiento de CECC primarios, no solo en monoterapia, sino también
como tratamiento neoadyuvante a un tratamiento loco-regional o de forma adyuvante
(307). En la actualidad, el uso de inhibidores de puntos de control inmunitario en el
contexto de neoadyuvancia/induccién es prometedor, pero sigue siendo objeto de
investigacion en el CECC (308). De igual modo, el uso de inmunoterapia en un contexto
de adyuvancia también puede abrir una oportunidad para mejorar los resultados de los
pacientes con CECC (309). Sin embargo, el uso de inmunoterapia de modo concomitante

no parece mejorar los resultados observados con los tratamientos tradicionales (310).

No obstante, es importante mencionar que en todos estos trabajos no se
incluyen tumores de senos paranasales, por lo que seria necesario realizar ensayos
clinicos similares en tumores de senos paranasales avanzados y a la vista de los

resultados, podrian ser tumores susceptibles de beneficiarse de estas terapias.
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1. La evaluacién de los biomarcadores: TlLs CD8+, expresiéon de PD-L1 y presencia de
MSI se presenta como una herramienta valiosa para la seleccidon de pacientes con
tumores pobremente diferenciados de senos paranasales que podrian beneficiarse
de tratamientos con IT. La identificacion precisa de estos marcadores permite no
solo una mejor comprension del microambiente tumoral, sino también Ia
personalizacion de las estrategias terapéuticas, optimizando asi los resultados
clinicos y mejorando la calidad de vida de los pacientes. La integracion de estos
biomarcadores en la practica clinica puede representar un avance significativo en el

manejo de esta patologia oncoldgica compleja.

2. Lasvariables clinicas y patoldgicas estudiadas en nuestra serie se ajustan, en general,

a las caracteristicas descritas en la literatura en tumores de senos paranasales.

3. Observamos la presencia de TILs CD8+ en un subgrupo de los tumores de la muestra
estudiada. Aunque la presencia de los mismos no se relaciond con la supervivencia,
podria servir como biomarcador para seleccionar a pacientes con mayor
probabilidad de beneficiarse de la inmunoterapia anti-PD-1, de forma similar a lo

observado en otros tipos tumorales.

4. Obtuvimos una expresion de PD-L1 en células tumorales en un subgrupo de tumores
de la muestra. Esta expresién no se relaciond con la supervivencia, pero podria servir
como biomarcador para seleccionar a pacientes con mayor probabilidad de
beneficiarse de lainmunoterapia anti-PD-1, de forma similar a lo observado en otros

tipos tumorales.

5. Comprobamos la presencia de MSI definida como déficit de alguna proteina del

sistema “mismatch repair” en un pequefio porcentaje de los tumores de la muestra.

6. La expresion tumoral de PD-L1 se asocié de forma significativa con la presencia de
niveles altos de TILs CD84+, lo cual indica que la via de PD-1/PD-L1 puede ser una
potencial diana para seleccionar a los pacientes mas susceptibles de beneficiarse del

tratamiento con inhibidores de los puntos de control inmunitarios.
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7. Al menos uno de estos biomarcadores (>10 % de TILs CD8+, >5 % de expresion de
PD-L1 o positividad para MSI definida como déficit de alguna proteina del sistema
“mismatch repair”) esta presente en casi la mitad de los casos, lo que podria ser util
para seleccionar aquellos pacientes susceptibles de ser tratados con inhibidores de

los puntos de control inmunitario.
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Anexos

Anexo 1. Clasificacion TNM (44)

Categoria T

SENO MAXILAR

Tumor Primario

Tx No se puede asegurar
To No hay evidencia
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor limitado a la mucosa antral sin erosion ni destruccion de hueso
Tumor con erosiéon o destruccién de la infraestructura incluyendo el
. paladar 6seo y/o el meato medio. No invasién de la pared posterior, tejido
subcutdneo, suelo y pared medial de la érbita, fosa pterigopalatina ni
etmoides
Tumor que invade una de las siguientes areas: pared posterior del seno
T3 maxilar, suelo o pared medial de la 6rbita, etmoides anterior, planos
blandos subcutaneos, fosa pterigopalatina
Tumor que invade el contenido orbital anterior, piel de la mejilla, ap&fisis
T4a pterigoides, fosa infratemporal , ldmina cribosa ,seno esfenoidal o seno
frontal
Tumor que invade el dpex orbitario, duramadre, cerebro, fosa craneal
T4b media, pares craneales excepto la 22 rama del trigémino (V2), nasofaringe
o clivus
FOSAS NASALES Y SENO ETMOIDAL
Categoria T Tumor Primario
Tx No se puede asegurar
To No hay evidencia
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor que afecta a una sola sublocalizacién con o sin invasién dsea
. Tumor que afecta a dos sublocalizaciones en una sola regidon o que
invade una regién adyacente etmoidal, con o sin invasidn dsea
3 Tumor que invade el suelo o la pared medial de la drbita, seno maxilar,
ldmina cribosa o paladar
Tumor que invade cualquiera de las siguientes regiones: contenido
T4a orbitario anterior, piel de la nariz o mejilla, extensién leve a la fosa
craneal anterior, apdfisis pterigoides, seno frontal o seno esfenoidal
Tab Tumor que invade cualquiera de las siguientes regiones: apex orbitario,

cerebro, dura, fosa craneal media, nervios craneales, nasofaringe o clivus

Categoria N
Nx
NO
N1
N2a
N2b
N2c
N3

Ganglios Linfaticos Regionales
No se puede asegurar su existencia
Ausencia de ganglios metastdsicos
Metastasis en un Unico ganglio linfatico ipsilateral < 3 cm
Metastasis en Unico ganglio linfatico ipsilateral de > 3 cm pero < 6 cm
Multiples ganglio linfaticos ipsilaterales, ninguno > de 6 cm
Ganglios linfaticos bilaterales o contralaterales ninguno > de 6 cm
Ganglio linfatico de > 6 cm
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Categoria M

Metastasis a distancia

Mx No se puede asegurar su existencia
Mo Ausencia de metastasis
M1 Presencia de metdastasis
ESTADIO T N M
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
Il T2 NO MO
1l T3 NO MO
T1-T3 N1 MO
IVa T1-T4a N2 MO
T4a NO - N1 MO
IVb T4b Cualquier N MO
Cualquier T N3 MO
Ve Cualquier T Cualquier N M1

- 146 -



Anexos

Anexo 2. Estadificacion de los ONB (45)

OO0 w>

CLASIFICACION DE KADISH
Tumor limitado a la fosa nasal
Tumor limitado a fosas nasales y senos paranasales
Tumor se extiende fuera de fosas nasales y senos paranasales
Metastasis regionales o a distancia

T1

T2

T3

T4

CLASIFICACION DE DULGUEROV

Tumor involucra las fosas nasales y/o los senos paranasales (excluyendo el esfenoides),
respetando las celdas etmoidales superiores

Tumor que involucra las fosas nasales y/o los senos paranasales (incluido el esfenoides) con
afectacién de la lamina cribosa

Tumor que se extiende hacia la drbita o protruye hacia la fosa craneal anterior, sin invasion
dural

Tumor involucra el cerebro
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Abstract: The sinonasal cavities harbor a wide variety of rare cancer types. Histopathological classification
can be challenging, especially for poorly differentiated tumors. Despite advances in surgery and radio-
chemotherapy, the 5-year survival rate is still very low. Thus, there is an unmet clinical need for new
therapeutic options. We retrospectively evaluated poorly differentiated tumors of 9 different histological
subtypes from 69 patients who had received conventional treatments for the presence of CD8+ tumor-
infiltrating lymphocytes (TILs), as well as the expression of PD-L1 and microsatellite instability (MSI) markers
MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2, as biomarkers for immunotherapy. CD8+ TILs were present in 23/69 (33%)
cases, PD-L1 expression was observed in 23/69 (33%), and markers for MSI positivity in 5/69 (7%) cases. CD8+
TILs correlated with PD-L1 positivity, while both were mutually exclusive with MSI markers. None of the
biomarkers were associated with clinical features as age, gender or tumor stage. Cases with CD8+ TILs and
PD-L1 positivity showed a tendency toward worse disease-specific survival. Immune checkpoint inhibitors are
emerging as new options for treatment of many tumor types. Our results indicate that also a substantial
subset of patients with poorly differentiated sinonasal tumors may be a candidate to be treated with this
promising new therapy.

Keywords: sinonasal cancer; poorly differentiated tumors; CD8+ TILs; PD-L1; MSI; immunotherapy

1. Introduction

Approximately 5% of all head and neck cancers arise in the sinonasal cavities [1]. They
represent a wide histological diversity, each with their distinctive etiology, epidemiology,
clinical and genetic characteristics [1,2]. About 70% are sinonasal squamous cell carcinoma
(SNSCC) and intestinal-type adenocarcinoma (ITAC), and the remaining 30% are made up
by a miscellany of poorly differentiated entities consisting of many epithelial cancer types,
including the highly heterogeneous categories of undifferentiated carcinoma (SNUC),
neuroendocrine carcinoma (SNEC) and high-grade non-ITAC (HG-non-ITAC) [3-6], but
also non-epithelial tumors such as mucosal melanoma, several types of sarcoma, olfactory
neuroblastoma and even hematological neoplasms. Together, they are termed poorly differ-
entiated sinonasal tumors, sometimes also small round blue cell sinonasal tumors [3-10].

A growing number of these tumors can now be diagnosed by molecular genetic
analysis, such as NUT carcinoma by chromosomal translocation t (15;19) NUT-BRD4, HPV-
related multiphenotypic sinonasal carcinoma by high-risk HPV in the absence of the t (6;9)
MYB-NFIB rearrangement, and subsets of SNSCC by EGFR exon 20 mutation and by
DEK::AFF2 fusions [5-8]. New tumor entities previously classified as SNUC include
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SMARCB1-deficient carcinoma, SMARCA4-deficient carcinoma and possibly also IDH2
mutant SNUC [6,11,12].

A common factor of sinonasal tumors is their very low incidence, making it difficult
for the clinician not only to reach a correct diagnosis, but also to develop and test treat-
ment options. Despite advances in endoscopic surgery, precision radiotherapy, heavy ion
radiotherapy, and induction chemotherapy, the 5-year survival rate remains less than 50%.
For SNEC, SNUC, and NUT carcinoma prognosis is counted in months [13-15]. Local
recurrence often occurs within two years of follow-up and is the main cause of mortality.
Standard treatment is surgery combined with radiation, in SNUC additional chemotherapy
may be beneficial [16-18].

To improve these outcomes, new treatment options for neoadjuvant, concomitant or
adjuvant therapy are necessary, and immunotherapy may be such an option. Immune
checkpoint inhibitors have improved outcomes for different types of solid tumors, including
head and neck squamous cell carcinoma, non-small cell lung cancer and oesophageal
squamous cell carcinoma [19-21]. Over recent years, several biomarkers as predictors of
immunotherapeutic efficacy have been studied, the most important being CD8-positive
tumor-infiltrating lymphocytes (CD8+ TILs), PD-L1 expression on tumor cells, tumor
mutational burden (TMB) and microsatellite instability (MSI).

Previous studies on sinonasal tumors have indicated PD-L1 expression in 26% of
ITAC and 30-46% PD-L1 expression in SNSCC [22-26]. A high presence of CD8+ TILs was
reported in 8% of ITAC [21], 19-57% of SNSCC [24-26], while in olfactory neurob- lastoma
(ONB), they were much less frequent and predominantly found in the stromal
compartment [27,28]. The majority of these studies on ITAC, SNSCC and ONB showed
CD8+ TILs to be associated with better prognosis, while PD-L1 expression on tumor cells
or macrophages generally did not carry prognostic value [22,24,26,28].

MSI is due to defects in the genes involved in the MMR (mismatch repair) system, such
as MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2. Although it was initially described in patients with spo-
radic colon cancer and hereditary non-polyposis colorectal cancer, it has now been demon-
strated in many types of tumors. In two recent studies using MLH1, MSH2, MSH6 and
PMS?2 staining as surrogate markers of MSI, 3.2% (4/125 cases) and 2.3% (3/131 cases) were
found to be MSI positive, indicated by loss of or reduced PMS2 and MLH1 [26,29]. In addi-
tion, analyzing 10 SNSCC cell lines by multiplex PCR of a reference panel with five nearly
monomorphic mononucleotide markers BAT25, BAT26, D55346, D25123, D175250, one cell
line, SCCNC5, was found to be MMR-deficient. The same cell line was also determined to
be TMB-high by whole exome sequencing [29]. Finally, Garciad-Martinez et al. reported MSI
in 21% (5/24 cases) SNSCC and 2% (1/41 cases) ITAC [30].

To our knowledge, apart from SNSCC, ITAC and ONB, no other sinonasal tumor
types have been studied with regard to biomarkers for immunotherapy. The aim of this
study was to evaluate the presence of CD8+ TILs, PD-L1 expression and the expression of
MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2 as surrogate markers of MSI, in a series of poorly
differentiated sinonasal carcinomas who had received conventional treatments, as possible
indicators for treatment with immunotherapy. In addition, results were correlated with
clinico-pathological and follow-up data.

2. Materials and Methods
2.1. Patients and Samples

Samples from poorly differentiated sinonasal carcinomas of 69 patients who had re-
ceived conventional treatments were collected from the Hospital Universitario Central de
Asturias (HUCA), Oviedo, Spain; from the VU Medical Center (VUmc), Amsterdam, the
Netherlands, and from University Medical Center Utrecht (UMC), Utrecht, the Nether-
lands. All experimental protocols were approved by the Institutional Ethics Committee of
the Hospital Universitario Central de Asturias and by the Regional CEIC from Prin- cipado
de Asturias (approval numbers 07/16 for project CICPF16008-HERM, 83/17 for project
PI17/00763 and 2020.048 for project PI19/00191). All methods were carried out
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in accordance with the guidelines of the Institutional Ethics Committee of the Hospital
Universitario Central de Asturias. Informed consent was obtained from all patients.

Our cohort included 14 olfactory neuroblastoma (ONB), 6 neuroendocrine carcinoma
(SNEC), 25 (SNUC), 6 poorly differentiated squamous cell carcinoma (PD-SNSCC), 5 HG-
non-ITAC, 10 solid-type ITAC, 1 SMARCB1-deficient carcinoma, 1 SMARCA4-deficient
carcinoma and 1 NUT carcinoma. Representative photomicrographs of hematoxylin and
eosin staining of the tumor types are given in Figures 1 and S1. Of the 65 (54%) patients,
35 were male and 30 (46 %) female; the mean age was 56 years, ranging from 20 to 83 among
63 patients. The distribution of disease stage according to the TNM system for tumor
classification [25] was known for 64 patients: 8 (12%) were stage I, 24 (38%) stage I1, 8 (12%)
stage I1I, 20 (31%) stage IVa and 4 (6%) were stage IVb. The clinical characteristics according
to specific tumor type are presented in Table 1.

The initial diagnoses of all cases were revised by an experienced pathologist (AF). All
the available slides were reviewed in each case, and tumors were diagnosed using the
diagnostic criteria described in the fourth edition of the World Health Organization
Classification [1]. Additional immunohistochemical stainings CK5/6, CK20, CDX2, p40,
p16, synaptophysin, chromogranin, NUT, SMARCB1, and SMARCA4 were applied when
necessary. As none of the tumors stained positive for p16, no further testing for human
HPV was performed. In addition, IDH2 mutation was observed in 1/6 (17%) SNEC, 9/25
(36%) SNUC, 1/6 (17%) PDSNSCC and 2/5 HG-non-ITAC. These analyses were previously
published by [31].

2.2. Immunohistochemical Analysis

Tumor samples which were obtained from biopsy or surgery were fixed with formalin
and embedded in paraffin. When several paraffin blocks were available for the same
tumor, the most representative block was selected. Tissue microarray blocks were prepared
using the Beecher Tissue Microarrayer (Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA). In
total, 4 blocks were constructed, containing three 1 mm cores from different areas of 69
tumors [32].

Immunohistochemistry was performed on an automatic staining workstation (Dako
Autostainer Plus; DakoCytomation, Glostrup, Denmark) with antigen retrieval by EnVision
FLEX + Mouse (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) over 20 minutes. The following
antibodies were applied: anti-CD8 clone C8/144B, IR623 (Prediluted monoclonal mouse,
DAKO, Glostrup, Denmark), anti-PD-L1 clone E1L3N (1/100 monoclonal rabbit, Cell
Signalling Technology, Cambridge, UK), and MSI markers anti-MLH1 clone M1, anti-
PMS2 clone A16-4, anti-MSH2 clone G219-1129 and anti-MSH6 clone SP93 (Ventana Roche,
Tucson, AZ, USA). The slides were evaluated in a double-blind manner by three observers
(EVE, BV and MAH), and discrepancies between the observers were resolved by a consensus
review after simultaneous reevaluation.

CD8+ TIL scoring was adapted from Fuchs et al. [33], who defined low, intermediate
and high CD8+ TILs as 1-10%, 10-50% and >50%, adding another group with 0%. However,
in two of our previous studies [22,25] we found that survival was similar in the two groups
10-50% />50% and 0% /1-10%; therefore, we simplified the present scoring to low (<10%) or
high (>10%) of the cells present in the stromal or in the intratumoral compartment. Staining
for PD-L1 was considered positive when >5% of the tumor cells showed membranous
and/or cytoplasmic staining, in accordance with most studies in the field, including clinical
immunotherapy trials [34,35]. Regarding MSI, tumors that showed significantly reduced
nuclear staining compared to intratumoral immune cells or tumors that displayed complete
loss of an MMR protein were classified as MSL.
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Figure 1. Hematoxylin and eosin stainings of representative cases from tumor subtypes ONB (A), SNEC (B),
SNUC (C), PD-SNSCC (D), HG-non-ITAC (E) and solid-type ITAC (F). Left column X100 and right column X200
magnification.
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2.3. Statistical Analysis

Pearson’s chi-squared test and Fishet’s exact test were used to test possible associations
between CD8+ TILs and PD-L1 expression and MSI presence and various clinicopathologi-
cal factors. Univariate Kaplan-Meier curves were plotted to assess the relations of CD8+
TILs, PDL-1 expression and MSI to overall, disease-specific and disease-free survival using
the log-rank-test. p-values < 0.05 were considered to indicate statistically significant. Statis-
tical analysis was carried out with the use of SPSS Base, version 15.0 and SPSS Advanced
models, version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) software.

3. Results
3.1. Clinical Features and Follow-Up

All 69 patients were treated by surgery and 15 patients also received radiotherapy. The
mean follow-up available of 33 patients was 31 months (range 1-172). During this period,
22 (67%) patients developed a recurrence or metastasis. At the time of writing, 17 (52%)
patients remained alive, 13 (39%) died of disease and 3 (9%) died of other causes. The 5-year
overall survival was 43% and the 5-year disease-free survival was 34%. Tumor stage was
not correlated with overall or disease-free survival. Patients of 60 years of age and older
showed worse overall survival (Log rank 7.661, p = 0.006), while there was no age difference
regarding disease-free survival (Figure 2). Comparing the histological subtypes, ONB and
SNUC showed the most favorable clinical outcomes with a 5-year overall survival of 86%
and 60%, respectively. None of the patients with SNEC, HG-non-ITAC and solid-type
ITAC reached 5-year overall survival (Table 1). Unfortunately, for PD-SNSCC, SMARCB1-
deficient carcinoma, SMARCA4-deficient carcinoma and NUT carcinoma, no follow-up
data were available.

3.2. CD8+ Tumor Infiltrating Lymphocytes

A total of 23 of 69 (33%) tumors showed a high presence of CD8+ TILs, either in
the tumor or stromal compartment. In 21/23 cases, CD8+ TILs were present in both
compartments. CD8+ TILs were most frequent in solid-type ITAC and HG-non-ITAC
(60% of tumors), followed by SNUC (34%), PDSCC (33%), ONB (21%) and SNEC (17%).
SMARCB1-deficient carcinoma, SMARCA4-deficient carcinoma and NUT carcinoma were
devoid of CD8+ TILs (Table 2). Examples of CD8 stainings are given in Figure 3 and
Supplementary Figure S1. A total of 30% of IDH2-mutated versus 13% IDH2-wildtype
tumors harbored CD8+ TILs; however, this difference was not significant (Fisher’s Chi2 p
= (0.082). The presence of CD8+ TILs was not related to age, tumor stage or clinical
outcome, although there was a tendency toward worse overall survival (Figure 4).

Table 2. CD8+ TILs, PD-L1 and MSI scores according to tumor subtype.

CD8+ TILs > 10% PD-L1 > 5% MSI-Positive

ONB 3/14 (21%) 2/14 (14%) 0/14 (0%)
SNEC 1/6 (17%) 2/6 (33%) 2/6 (33%)
SNUC 8/25 (32%) 4/25 (16%) 2/25 (8%)
PD-SNSCC 2/6 (33%) 5/6 (83%) 0/6 (0%)
HG-non-ITAC 3/5 (60%) 4/5 (80%) 1/5 (20%)
Solid-type ITAC 6/10 (60%) 5/10 (50%) 0/10 (0%)
SmarcB1-def o o 0

carcinoma 0/1 (0%) 1/1 (100%) 0/1 (0%)
SmarcA4-def o o o

carcinoma 0/1 (0%) 0/1 (0%) 0/1 (0%)
NUT carcinoma 0/1 (0%) 0/1 (0%) 0/1 (0%)
All 23/69 (33%) 23/69 (33%) 5/69 (7%)
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Figure 2. Kaplan—Meier overall survival analysis. All cases (A), according to age (B) and according to tumor
subtype (C).
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Figure 3. Immunohistochemical staining of CD8+ TILs and PD-L1-expressing tumor cells of tumor sub- types ONB
(A,B), SNEC (C,D), SNUC (E,F), PD-SNSCC (G,H) HG-non-ITAC (1,J) and solid-type ITAC
(K,L). Left column: CD8+ TILs and right column: PD-L1 expression. Allimages X200 magnification.
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3.3. PD-L1 Expression

A total of 23 of 69 (33%) tumors showed membranous PD-L1 staining in >5% of tumor
cells. The staining pattern was diffuse in the majority of cases, whereas HG-non-ITAC
mostly demonstrated focal expression (Figure 3). PD-L1 expression was most frequently
observed in PDSNSCC (83%), HG-non-ITAC (80%) and solid-type ITAC (60%). In SNEC,
SNUC and ONB this was 33%, 16% and 14%, respectively (Table 2). The one case of
SMARCB1-deficient carcinoma was also PD-L1 positive, while SMARCA4-deficient car-
cinoma and NUT carcinoma showed no expression (Supplementary Figure S1). PD-L1
positivity in IDH2-mutated was seen in 26% and in IDH2-wildtype tumors in 15% of cases.
A total of 13 of 23 (56%) PD-L1 positive versus 10/46 (22%) PD-L1 negative tumors also
carried CD8+ TILs (Fisher’s Chi2 p = 0.006). We found no correlation between PD-L1 ex-
pression and age or tumor stage. PD-L1 positive cases did demonstrate both worse overall
(Figure 4) and disease-free survival (not shown); however, this did not reach significance.

3.4. Microsatellite Instability

We applied PMS2, MLH1, MSH?2, and MSH6 staining as surrogate markers of MSI
and found 5/69 (7%) cases positive, two were SNEC, two SNUC and one was HG-non-
ITAC. Four tumors demonstrated complete absence and one reduced expression of PMS2,
accompanied by complete loss of MLH1 in two cases and reduced MLH1 in two cases, while
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in one case PMS2 was the only lost of the four MSI markers. One case showed complete
absence of all four markers, and in one case shown in Figure 5, PMS2 and MLH1 were lost
and MSH2 and MSH6 reduced (Supplementary Table S1). All five MSI positive cases were
IDH2-wildtype and did not show PD-L1 expression. One MSI positive case (SNUC) did
harbor CD8+ TILs. MSI positivity was not related to age or stage; correlation with survival
was not analyzed, as follow-up information was only available of two MSI-positive cases.

Figure 5. Representative MSI-positive SNUC showing stainings of hematoxylin and eosin (A), PMS2 (B), MLH1
(C), MSH2 (D) and MSH6 (E). Arrows indicate small patches of positive cells. Allimages
X200 maghnification.
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4. Discussion

Standard treatment of poorly differentiated sinonasal carcinomas consists of surgery
and radiotherapy, in some cases complemented with histo-type driven chemotherapy [15,17].
In spite of advances in these approaches, these tumors still carry a very poor prognosis.
Moreover, being rare cancers, there are few studies on alternative therapeutic options. CD8+
TILs, PD-L1 expression and MSI are recognized biomarkers for treatment with immune
checkpoint inhibitors and have been studied in various subtypes of sinonasal cancer [22-30].
Other biomarkers include TMB and gene expression profiling of immune pathways and the
first studies on sinonasal cancer indeed indicated their potential to identify patients with
SNSCC, SNUC or high-grade carcinomas that may benefit from immunotherapy [29,36,37].
In this study, we focused on CD8+ TILs, PD-L1 expression and MSL

Considering the whole cohort of 69 tumors, we found 33% to have CD8+ TILs, 33%
with PD-L1 expression and 7% as MSI-positive. In nearly all cases, CD8+ TILs were present
both in the tumor and the stromal compartment and correlated with PD-L1 positivity,
which is in agreement with many previous studies. In contrast with previous studies on
MSI-positive tumors, we found MSI positivity to be mutually exclusive with CD8+ TILs
and nearly also with PD-L1 expression [38-40]. This may be due to the fact that we only
applied PMS2, MLH1, MSH2, and MSH6 immunohistochemistry without the possibility
to confirm our results by multiplex PCR. Additionally, the low number of 5 MSI-positive
cases and the whole cohort of 69 is a limitation to our observation.

Comparing the different tumor types, CD8+ TILs were observed most frequently (60%
of cases) in the adenocarcinoma subtypes HG-non-ITAC and solid-type ITAC, which is
higher than previous studies on sinonasal tumors reporting 19-50% in SNSCC [24-26,41,42]
and 19% in ITAC [22]. In CD8+ TILs were much less frequent and were predominantly
found in the stromal compartment [27,28]. Additionally, PD-L1 expression was the most
frequent (50-83% of cases) in HG-non-ITAC and solid-type ITAC, together with PDSNSCC.
Again, these percentages are higher than the 30-46% observed in SNSCC [24-26], the 26%
in ITAC [22] and the 20% in ONB [28]. Our finding of 7% of cases with MSI are in
agreement with earlier immunohistochemical and multiplex PCR studies on sinonasal
tumors, reporting a 2-3% in SNSCC and no MSI in other tumor subtypes. One study using
multiplex PCR demonstrated MSI in 21% of ITAC, but there are no studies confirming this
finding [30].

Although follow-up information in our study was very limited and the statisti-
cal power of the survival analysis low, our results indicated a tendency toward worse
clinical outcome for tumors with CD8+ TILs. This finding contrast with a number of
studies on ITAC, ONB and SNSCC have indicated CD8+ TILS as indicators of better
survival [22,24,26,27,42,43]. Indeed, a positive relation between CD8+ TILs and favorable
prognosis is found in the majority of cancer types [44].

However, there are also reports that associated CD8+ TILs with worse survival in
SNSCC [25], and in non-small cell lung cancer [45,46]. Discrepancies may be due to the
use of different cutoff points and differences in immunostaining protocols and also to
differences in patient cohorts and treatment schemes.

Our data also suggest a possible association between PD-L1 expression and worse
clinical outcome. This is in accordance with a similar study on SNSCC by Hongo et al. [26],
although other studies on sinonasal tumors including ITAC, ONB and SNSCC reported
no prognostic value for PD-L1 [22-24,28]. Additionally, in other solid tumor types, such
as head and neck squamous cell carcinoma and lung cancer, contradictory data on the
prognostic role of PD-L1 expression have been presented, with either relation to poor
prognosis, to better survival or no relation at all [47-51]. Tumor cells express PD-L1 to
escape the immune system. We found that the presence of CD8+ TILs correlated with
tumoral PD-L1 expression; therefore, the tendency toward worse clinical outcome for
tumors with PD-L1 expression and CD8+ TILs in our series may indicate that these CD8+
TILs are dysfunctional, exhausted cells.
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We found 5/69 tumors with an indication for MSI positivity, four with complete loss
of PMS2 together with lost/reduced MLH1 expression. In general, MSI positivity is
considered a predictor of favorable clinical outcome. With follow-up information of only
two of the MSI-positive cases in our cohort, no meaningful assessment of prognostic vale
was possible; however, these patients had a very poor survival of 2 and 6 months. Our
cohort included one case each of SMARCBI1-deficient carcinoma, SMARCA4-deficient
carcinoma and NUT carcinoma, unfortunately without follow-up information.

The FDA has approved MSI status, analyzed by immunohistochemistry or by mul-
tiplex PCR, as predictor for the efficacy of immunotherapy of unresectable or metastatic
cancer, irrespective of the primary site of origin [52]. More specifically, for head and neck
squamous cell carcinoma, the PD-1 inhibitor pembrolizumab is approved as a single agent
for patients whose tumors express PD-L1, and nivolumab and pembrolizumab are also
approved for second-line treatment of recurrent and metastatic tumors [19]. The degree of
infiltration of CD8+ T cells is correlated with improved response rates to anti-PD-1/PD-L1
agents in HNSCC [53]. There are few clinical studies on rare head and neck cancer subtypes,
such as the sinonasal tumors presented in our study. Park et al. reported favorable response
to PD-1 inhibitors in 11 recurrent/ metastatic SNSCC, even more so than studies on non-
SNSCC head and neck squamous cell carcinoma have shown, although a direct comparison
was not possible. Notably, the response was not related to PD-L1 expression [54]. Another
clinical study with nivolumab (anti-PD-1) included 18 sinonasal tumors of different histo-
logical subtypes and showed response rates comparable to those reported for head and
neck squamous cell carcinoma, with the highest efficacy against high-grade non-squamous
cell sinonasal tumors [55]. Additionally, a clinical study with nasopharyngeal carcinoma
patients has shown the promising efficacy of atezolizumab (anti-PD-L1) [56].

Our results on poorly differentiated sinonasal carcinomas revealed that at least one
of the immunotherapeutic biomarkers >10% CD8+ TILs, >5% PD-L1 expression or MSI-
positivity occurred in 39% (27/69) of cases. For immunotherapy to be most effective,
tumors ideally should express PD-L1 and have tumor-activated CD8+ TILs [57], and this is
what we observed in 19% (13/69) cases. MSI positivity in 5 cases was mutually exclusive
with these 13 cases, which would bring the total number eligible for immunotherapy to 18
patients, 26% of the cohort.

The three cases SMARCB1-deficient carcinoma, SMARCA4-deficient carcinoma and
NUT carcinoma may be given special attention. Recent studies suggest that SMARCB1 and
SMARCAA4 deficiencies lead to enhanced levels of TILs and PD-L1, despite low TMB [58-60].
Our two cases showed the absence of CD8+ TILs, whereas the SMARCB1-deficient carci-
noma did express PD-L1. Nevertheless, a clinical study on metastastic pancreatic SWI/SNF
cancer showed good responses to immunotherapy in 8/9 patients, independent of MSI or
TMB status or PD-L1 expression [61]. Finally, preclinical studies on mice models of pul-
monary NUT carcinoma indicated the synergistic effects of immunotherapy combined with
BET-inhibitor [62]. These early promising results may be relevant for sinonasal SWI/SNF
and NUT carcinomas as well.

Our study has several limitations. First, the series of cases is not homogeneous. Al-
though all tumors are considered poorly differentiated, they do belong to distinct sinonasal
cancer subtypes. Second, due to the fact that these are rare tumors, we could only analyze
arelatively low number of cases, and thus more studies are necessary. Finally, the patients
in our retrospective cohort had received conventional treatments that did not include
immunotherapy, so it was not possible to correlate response to therapy with CD8+ TILs
and PD-L1 expression status or to find an explanation as to why cases with CD8+ TILs had
worse clinical outcomes. However, this negative correlation does not preclude that these
patients would be less responsive to immune checkpoint inhibitors.

To conclude, immune checkpoint inhibitors represent new options for treatment for
an increasing number of tumor types. Our results on CD8+ TILS, PD-L1 expression and
MSI indicate that also a substantial subset of patients with poorly differentiated sinonasal
tumors may be candidates to be treated with this promising new therapy.
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Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/biomedicines10092205/s1, Table S1. PMS2, MLH1, MSH2 and MSH6
staining pattern in 5 cases designated as MSI positive. Figure S1. Representative images of SMARCB1-
deficient carcinoma (A-D), SMARCA4-deficient carcinoma (E-H) and NUT carcinoma (I-L) showing
hematoxylin and eosin staining (A,E,l), SmarcB1 expression (B), SmarcA4 expression

(F) and NUT1 expression (J), as well as CD8+ TILs (C,G,K) and PD-L1 (D,H,L).
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