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RESUMEN

El cancer de pulmdn representa el segundo lugar en incidencia y el primero en mortalidad en el mundo. En
Meéxico, ocupa la séptima posicion en la lista de incidencia de cancer por sitio, sin embargo, es la cuarta
enfermedad neoplasica con mayor mortalidad asociada. Por lo que el cancer de pulmon es un problema grave
de salud publica en nuestro pais.

Las células neoplasicas, pueden evadir el ataque del sistema inmunoldgico mediante la sobreproduccion
de moléculas co-inhibitorias, como el ligando 1 de muerte celular programada (PD-L1); cuya union con la
proteina 1 de muerte celular programada (PD-1), ubicada en la membrana de macréfagos, linfocitos T y B,
células NK, y algunas células mieloides; atenda la respuesta inmunolégica. Los inhibidores de puntos de
control inmunolégico (ICls), como pembrolizumab, nivolumab y atezolizumab, son anticuerpos monoclonales
que bloguean la unién de moléculas co-inhibitorias, como PD-1y PD-L1, para reestablecer la respuesta inmune
antitumoral. El tratamiento con ICIs ha aumentado la supervivencia de algunos pacientes con cancer de pulmén
de células no pequefias (CPCNP). Sin embargo, muchos de los pacientes tratados con ICIs no se ven
beneficiados por este tipo de tratamientos. Por ello, un aspecto importante del uso de ICls es la identificacion
de biomarcadores pronésticos y predictivos, que ayuden a seleccionar a aquellos pacientes con mayor potencial
de obtener un beneficio clinico de ellos.

Actualmente, el biomarcador predictivo mas utilizado en la practica clinica para seleccionar a aquellos
pacientes con CPCNP con mayor potencial de beneficiarse del tratamiento con ICls dirigidos contra PD-1/PD-
L1, como el pembrolizumab, es la abundancia de PD-L1 en tejido tumoral, la cual es evaluada mediante
inmunohistoquimica. Sin embargo, algunos ensayos clinicos han demostrado que no hay una asociacion
consistente entre la abundancia tumoral de PD-L1 y el beneficio clinico que los pacientes obtienen de este tipo
de tratamientos. Por lo tanto, la busqueda de mejores biomarcadores continda siendo un area de investigacion
importante. Una alternativa menos costosa e invasiva que la evaluacion de PD-L1 en tejido tumoral, es la
evaluacion de parametros hematoldgicos indicadores de una respuesta inmune antitumoral.

El objetivo de este proyecto de tesis fue la busqueda de biomarcadores que permitan seleccionar a
pacientes con CPCNP con un mayor potencial de obtener un beneficio clinico de ICIs dirigidos contra el eje
PD-1/PD-L1. El proyecto involucré un andlisis exploratorio de los pacientes incluidos en el ensayo clinico de
fase Il PROLUNG, en el cual se comparo la eficacia de docetaxel versus la combinacion de pembrolizumab
con docetaxel en pacientes con CPCNP. En particular, se exploro si existia una asociacién entre la abundancia
de leucocitos en sangre periférica (neutréfilos, linfocitos, monocitos, eosinofilos y basofilos), asi como de la
concentracion en sangre de albumina y antigeno carcinoembrionario (ACE), cuantificados por biometria

hematica, con la tasa de respuesta objetiva (RO) y/o con la supervivencia libre de progresion (SLP).
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Subsecuentemente, para investigar con mayor detalle la identidad de estas poblaciones, se realiz6 la
inmunofenotipicacion por medio de citometria de flujo.

Los resultados obtenidos indican que los pacientes sin RO tienen un conteo de neutrdéfilos, evaluado
después del inicio del tratamiento, mas elevado que aquellos con RO (4.70 vs 3.75, p=0.025). Un andlisis de
regresion logistica confirmé el cardcter predictivo del conteo alto de neutr6filos después del inicio del
tratamiento como un factor asociado a una menor tasa de respuesta (OR=0.642, IC 95%=0.434-0.950,
p=0.027), independientemente de otras variables. Asi mismo, se encontro que el conteo de plaquetas evaluado
después del inicio del tratamiento es mas elevado en pacientes con SLP corta (<9.3 meses) que en aquellos con
SLP larga (352.99 vs 262.50, p=0.048). Este efecto solo se observd en el grupo de pacientes tratados con
pembrolizumab + docetaxel, en el que un analisis de regresién de Cox confirmo el caracter predictivo del
conteo alto de plaquetas después del inicio del tratamiento como un factor asociado a una menor SLP
(HR=0.166, IC 95%=0.042-0.659, p=0.011). Ademas, en los pacientes con RO tratados con pembrolizumab
en combinacion con docetaxel hay una disminucion de la concentracion de ACE en sangre durante el
tratamiento. Mientras que, los pacientes tratados con docetaxel y con SLP corta, tienen una concentracion de
ACE en sangre significativamente més elevada que aquellos pacientes con SLP larga. Finalmente, se identificd
que la abundancia de algunas subpoblaciones de linfocitos, células plasmaticas, células NK, neutréfilos y
monocitos, asi como su expresion de PD-1y PD-L1, evaluada antes y después de iniciado el tratamiento, podria
estar asociada con la RO y la SLP.

A partir de estos resultados se puede concluir que el conteo absoluto de neutréfilos, evaluado después
del inicio del tratamiento, podria servir como un biomarcador prondéstico de la respuesta para pacientes con
CPCNP. Laevaluacion del conteo absoluto de plaquetas, después del inicio del tratamiento, podria servir como
un biomarcador predictivo de la SLP para pacientes con CPCNP tratados con pembrolizumab en combinacién
con docetaxel. También, la evaluacion de la frecuencia de algunas subpoblaciones de células del sistema
inmune circulantes en sangre periférica, asi como la abundancia en su membrana de PD-1 y PD-L1, evaluada
antes y después de iniciado el tratamiento, mediante citometria de flujo, podria servir como biomarcador

prondstico y/o predictivo para pacientes con CPCNP.
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. INTRODUCCION

CANCER

El cancer es un conjunto heterogéneo de Evasion del

enfermedades que se originan por la pidaiolSica s

acumulacion de cambios moleculares que, —— W N—
en conjunto con la activacion de netabolismo i

oncogenes y pérdida de funcion de genes
supresores de tumores, les permiten a las
células proliferar y diseminarse de manera
descontrolada. A pesar de la gran
diversidad molecular y etiologica del

cancer, se han identificado algunas

gvasion de

'15 ia muerte
>

caracteristicas moleculares, bioguimicas y

celular

celulares que son comunes en todos los - . PO

tipos de cancer humano. Originalmente se

describieron seis alteraciones en la jjystracién 1. Alteraciones necesarias para el desarrollo del

fisiologia celular que son necesarias para cancer. La evasion del ataque |nmunolog~|co, la reprogramacion del

metabolismo, la autosuficiencia en sefiales de crecimiento, la

el desarrollo del cancer: 1) autosuficiencia insensibilidad ante sefiales inhibidoras de crecimiento, la induccion de la

o angiogénesis, la invasion tisular y metastasis, la evasion de la muerte

en seflales de  crecimiento; 2) celular programada y el potencial replicativo ilimitado, son alteraciones de

. ibilidad Aales inhibid q la fisiologia celular que son necesarias para el desarrollo del cancer. La

Insensibilidad ante senales Inhibidoras de  jtamacion cronicay la inestabilidad genémica son procesos que facilitan
crecimiento; 3) evasion de la muerte la adquisicién de todas estas alteraciones. (Creado con BioRender).

celular programada; 4) potencial replicativo ilimitado; 5) angiogénesis y; 6) invasion tisular y metastasis. Mas
recientemente, se afiadio a esta lista a la reprogramacion del metabolismo y la evasion del ataque inmunologico,
como caracteristicas adicionales que se presentan en todos los tipos de cancer humano, y a la inflamacion
cronica y la inestabilidad gendémica como procesos que facilitan la adquisicion de estas alteraciones
(Hustracion 1) [1].

En tejidos sanos la proliferacion y muerte celular estdn altamente controladas para mantener la
homedstasis tisular. Sin embargo, las células neoplasicas son capaces de mantener activas las sefiales
proliferativas de manera cronica mediante cuatro principales mecanismos: 1) estimulacion autocrina con
factores de crecimiento; 2) estimulacion paracrina de las células sanas que rodean el tumor para promover la
liberacion de factores de crecimiento; 3) hipersensibilidad ante factores de crecimiento mediante la

sobreexpresion de sus receptores y; 4) alteraciones estructurales en los receptores de factores de crecimiento
1



para facilitar la sefializacion independiente de ligando [1]. Por otra parte, las células neoplasicas pueden
adquirir insensibilidad ante sefiales inhibitorias del crecimiento, a través de la pérdida de funcién o inhibicion
de genes supresores de tumores como RB1 y TP53 [1]. Como mecanismo adicional, las células neoplasicas son
capaces de evadir de la muerte celular programada mediante cuatro principales estrategias: 1) sobreproduccion
de moléculas antiapoptdticas como Bcl-2 y Bcl-xi; 2) sobreproduccion de moléculas sefializadoras de
supervivencia como IGF-1/2; 3) regulacion a la baja de factores proapoptéticos como Bax, Bimy PUMAy; 4)
interrupcién de la via de sefializacion extrinseca de muerte celular [1]. Sin embargo, para generar lesiones
macroscopicas, las células deben ser capaces de pasar por un numero ilimitado de divisiones celulares. Las
células neoplasicas pueden evadir las barreras proliferativas de senescencia y apoptosis, mediante dos
principales mecanismos: 1) sobreexpresion de telomerasas, y 2) mantenimiento de los telémeros mediante
mecanismos de recombinacion [1].

Para que la progresion del cancer sea exitosa, es necesario que las células neoplasicas aseguren la
disponibilidad de nutrientes y oxigeno para las todas las células de la lesion, asi como la correcta evacuacion
de sus deshechos metabolicos y diéxido de carbono. Por lo tanto, durante las fases tempranas de la
carcinogeénesis, las células neoplasicas adquieren la capacidad de promover un estado angiogénico cronico, en
el que se promueve la ramificacion de los vasos sanguineos cercanos hacia el cancer en desarrollo. Las células
neoplasicas promueven la angiogénesis mediante dos mecanismos principales: 1) sobreproduccion de proteinas
sefializadoras proangiogénicas como el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A) y, 2) regulacion
a la baja de proteinas sefializadoras antiangiogénicas como la trombospondina 1 (TSP-1) y su posterior
liberacion hacia las células endoteliales vasculares cercanas al tumor [1].

Sin embargo, la adquisicién de las caracteristicas previamente descritas, ya sea solas 0 en conjunto, no
resultan en la generacion de cancer, cuya caracteristica distintiva es la habilidad de llevar a cabo el proceso
denominado transicion epitelial-mesenguimal, la cual permite a las células neopléasicas invadir tejidos distintos
al organo de origen y hacer metéstasis [2]. Las células neoplasicas desarrollan alteraciones en sus uniones con
otras celulas y con la matriz extracelular, facilitando la migracion e invasion de otros tejidos, mediante los
siguientes mecanismos: 1) regulacion a la baja de moléculas de adhesion célula-célula como la E-cadherina;
2) regulacién a la baja de moléculas de adhesidn célula-matriz extracelular y; 3) sobreexpresién de moléculas
de adhesién involucradas en la migracion celular como la N-cadherina [1]. La cascada de invasion-metéastasis,
consta de las siguientes etapas: 1) invasion local; 2) intravasacion de las células cancerosas a los vasos
sanguineos y linfaticos cercanos; 3) circulacion de las células cancerosas por los sistemas sanguineo y linfatico;
4) extravasacion del lumen de los vasos hacia los tejidos; 5) formacién de pequefios nédulos de células

cancerigenas, crecimiento de los nédulos y colonizacion [3].



La proliferacion y diseminacion celular descontroladas, que representan la esencia del cancer, requieren
grandes cantidades de energia, por lo que las células neoplasicas frecuentemente realizan ajustes en su
metabolismo. Incluso en presencia de oxigeno, las células neoplasicas producen su energia casi exclusivamente
mediante glucolisis, compensando su baja eficiencia en cuanto a la produccién de ATP comparada con la de
la fosforilacion oxidativa, mediante la sobreexpresion de transportadores de glucosa. El uso de la glucdlisis
como principal fuente de energia ha sido relacionado con la activacion de oncogenes como RAS y MYC y
mutaciones en genes supresores de tumores como TP53, las cuales son seleccionadas en las células neoplasicas
principalmente por los fenotipos ventajosos en los que resultan. Adicionalmente, este estado metabdlico es
acentuado bajo las condiciones de hipoxia presentes en muchos tumores. Una explicacion adicional para este
cambio metabolico es que los intermediarios de la glucolisis pueden entrar facilmente a otras rutas metabdlicas
para generar nucledsidos y aminoacidos, facilitando la biosintesis de las macromoléculas y los organelos
necesarios para la formacion de nuevas células [1].

Todas las alteraciones fisioldgicas, anteriormente mencionadas, que adquieren las células durante la
carcinogeénesis, pueden alertar al sistema inmunolégico del inicio de la enfermedad. El cual, tiene el potencial

de eliminar a las células neoplasicas.

SISTEMA INMUE Y CANCER

La nocién de que el sistema inmunoldgico es capaz de reconocer y eliminar a las células neoplasicas fue
propuesta por Paul Ehrlich hace mas de un siglo [4]. Desde entonces, se tienen registros de observaciones
epidemioldgicas que ponen en evidencia la importancia del sistema inmunoldgico durante el desarrollo del
cancer. Una de estas observaciones fue que los pacientes con inmunodeficiencias y receptores de trasplantes
bajo inmunosupresores tienen mayor riesgo de desarrollar algunos tipos de cancer [5-7]. Otro escenario que
ilustra el papel del sistema inmunoldgico en el control del cancer es la transmision de cancer de un donador de
un trasplante al receptor. Se han registrado varios casos en los que el trasplante parece estar libre de cancer, sin
embargo, después de algunos afios del trasplante, el receptor desarrolla algun tipo de cancer con origen en el
donador, aungue el donador nunca haya tenido cancer, tenga cancer en un sitio anatomico distante al del 6rgano
trasplantado o haya estado en remisién durante muchos afios [8, 9]. También se observaron casos que sefialaban
una asociacion entre la inflamacion y el cancer. Por ejemplo, 1) la inflamacion cronica pulmonar,
frecuentemente observada en los fumadores, puede resultar en la carcinogenesis, progresion de la enfermedad,
invasion y metéstasis, independientemente de los efectos del tabaco; 2) el 25% de las enfermedades neoplésicas
estan asociadas con la inflamacion cronica; 3) muchas enfermedades inflamatorias son factores de riesgo para
el desarrollo de cancer; 4) se ha detectado la presencia de moléculas mediadoras de la inflamacién dentro y

alrededor del microambiente de diversos tipos de tumores; 5) aunque su papel como quimio-profilactico no
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esta bien establecido, estudios de casos y controles han mostrado que los medicamentos antiinflamatorios no
esteroideos disminuyen la incidencia y retrasan la progresion en pacientes con cancer de mama, de proéstata,
colorrectal y de pulmon y; 6) la sobreexpresion de citocinas proinflamatorias aumenta el riesgo de cancer y
progresion de la enfermedad en modelos murinos [10, 11].

Hoy en dia se sabe que la inflamacion cronica facilita el desarrollo del cancer. Sin embargo, fue hasta
la década de 1990 que se obtuvo evidencia experimental convincente acerca del papel del sistema inmunologico
en el cancer, con el descubrimiento del rechazo inmunoldgico de trasplantes de células neoplasicas y por la
demostracion de que los ratones inmunodeficientes son mas susceptibles a la formacion de tumores [12].
Ademas, se observd que los pacientes con cancer pueden producir una respuesta inmunoldgica especifica
contra sus tumores [13-15].

Actualmente es ampliamente aceptado que el sistema inmunoldgico funciona como un supresor tumoral
extrinseco que ayuda a prevenir el cancer. Sin embargo, el cancer puede desarrollarse en pacientes
inmunocompetentes debido a que las células cancerosas desarrollan mecanismos que les permiten evadir la
accion del sistema inmunoldgico [1, 5, 7, 16]. Adicionalmente, si la respuesta inflamatoria necesaria para el
desarrollo de la inmunidad antitumoral no es controlada, ésta puede paradojicamente promover la
carcinogénesis y la progresion de la enfermedad al proveer factores de crecimiento y supervivencia, factores
proangiogénicos, enzimas remodeladoras de la matriz extracelular y moléculas mutagénicas [1, 5, 7, 17]. Para
poder explicar estos dos efectos contrastantes del sistema inmunoldgico en los tumores en desarrollo, Gavin
Dunn et. al. propusieron en 2002 la teoria de la edicién inmunoldgica asociada al cancer [18]. Dicha teoria,
que sigue siendo citada en la actualidad [2], se basa en un mecanismo dinamico compuesto por las etapas de
eliminacion, equilibrio y escape [6, 7, 18].

Durante la etapa de eliminacién el sistema inmunoldgico innato y el adaptativo se coordinan para
detectar la presencia de células neoplasicas en desarrollo y eliminarlas antes de que estas sean detectables [6,
7]. Dentro de los principales mecanismos mediante los cuales el sistema inmunologico es alertado de la
carcinogénesis se encuentran las sefiales clasicas de dafio tisular (interferones tipo 1) liberadas durante la
remodelacion de la matriz extracelular, los patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs por sus siglas en
inglés) liberados por las células cancerosas al ser destruidas, y los ligandos de estrés frecuentemente expresados
en la superficie de las células cancerosas [19, 20]. Frecuentemente, esta etapa resulta en la expansion de
linfocitos T cooperadores y citotoxicos efectores especificos contra antigenos presentes en las células
neoplasicas en desarrollo, lo que le confiere al hospedero la capacidad de eliminar a una gran cantidad de estas
células [7].

Posteriormente, las células neoplasicas que logran sobrevivir a la eliminacién entran en un equilibrio

dindmico con el sistema inmunoldgico del hospedero, en el que se ejerce una presion selectiva que es suficiente
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para controlar, pero no para erradicar por completo, a una lesion heterogénea que contiene una gran cantidad
de celulas neoplasicas genéticamente inestables [6, 7]. El cancer en desarrollo puede mantenerse en la etapa de
equilibrio durante toda la vida del hospedero, ya que las células neoplasicas pueden entrar en un estado de
quiescencia o de proliferacion lenta y mantenerse latentes por mucho tiempo [21]. Sin embargo, esta etapa
frecuentemente finaliza cuando surge una nueva poblacion de células cancerosas cuya inmunogenicidad
reducida les permite evadir la accion del sistema inmunoldgico, por lo que se dice que esta etapa opera bajo
las reglas de la seleccion darwiniana [7].

De esta manera, las células neoplésicas que fueron seleccionadas durante la etapa de equilibrio ahora
pueden proliferar libremente, debido a que su fenotipo les permite evadir el reconocimiento y ataque del
sistema inmunoldgico, permitiendo su expansion hasta hacerse clinicamente detectables [6, 7, 22]. Las células
neoplasicas pueden evadir las repuestas inmunolégicas antitumorales mediante diversos mecanismos, pero de
manera general pueden clasificarse dentro de cuatro grandes grupos: 1) regulacion a la baja de moléculas
involucradas en el procesamiento y presentacion antigénica como la pérdida de antigenos o componentes del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC por sus siglas en inglés), 2) regulacién a la baja de moléculas
involucradas en la activacion del sistema inmunoldgico como interferon gamma (IFN-y) e IL-12, 3)
reclutamiento de células regulatorias del sistema inmunolégico, y 4) regulacién a la alta de moléculas
involucradas en la supresion de la respuesta inmune antitumoral, como las moléculas co-inhibitorias proteina
4 asociada al linfocito T citotoxico (CTLA-4), proteina 1 de la muerte celular programada (PD-1) y ligando de
la proteina 1 de la muerte celular programada (PD-L1) [23-25].

El estudio de moléculas co-inhibitorias como CTLA-4, PD-1y PD-L1, ha permitido el desarrollo de
terapias dirigidas que, al bloquear la unién de dichas moléculas con sus ligandos, evitan la supresion de la
respuesta inmune antitumoral, tal como las inmunoterapias basadas en inhibidores de puntos de control

inmunoldgico (ICls) [26].

PUNTOS DE CONTROL INMUNOLOGICO Y SU PAPEL EN EL CANCER

La actividad del sistema inmunoldgico se regula por varias sefiales estimuladoras e inhibidoras, las cuales en
conjunto son llamadas puntos de control inmunoldgico [27]. Las inmunoterapias basadas en ICls se
fundamentan en que la supresion de la respuesta inmune antitumoral estd regulada, en parte, por puntos de
control inmunologico inhibitorios. Donde la interacciéon entre los puntos de control inmunoldgico y sus
ligandos es compleja y puede ocurrir en diferentes etapas de la activacion y funcion de las células del sistema
inmunologico que los expresan. Por ejemplo, los receptores de membrana CTLA-4, receptor celular 2 del virus
de la hepatitis A (TIM-3), gen 3 de activacion de linfocitos (LAG-3) e inmunoreceptor de células T con

dominios Ig e ITIM (TIGIT) interactian con sus ligandos principalmente durante la presentacion antigénica,
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limitando asi la activacion de los linfocitos T. Por otro lado, PD-1 se expresa en las células inmunes ya
activadas y la interaccion con sus ligandos PD-L1 y PD-L2 activa una cascada de sefiales intracelulares que
previenen la fase efectora [28, 29], la cual involucra la eliminacion del agente patogeno (llustracion 2,

izquierda).
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llustracion 2. Via de sefializacién PD-1/PD-L1. En el panel izquierdo se muestra que la interaccion entre PD-1 y sus
ligandos PD-L1/2, desencadena una cascada de sefializacion intracelular, que culmina en la inhibicién de la fase efectora de
las células T. En el panel derecho se muestra que el bloqueo con anticuerpos monoclonales de la interaccién entre PD-1y sus
ligandos PD-L1/2 reestablece las funciones efectoras de las células T. (Creado con BioRender).

Existen dos vias de puntos de control inmunoldgico cuyo bloqueo con ICIs ha resultado en un beneficio
clinico para pacientes con diferentes tipos de cancer. La primera via es la del antigeno CTLA-4, que se
encuentra en la membrana de los linfocitos T citotdxicos y evita que estos sean activados por las células
dendriticas en los nodulos linfaticos, limitando la autoinmunidad. La segunda via es la de PD-1, que también
es un inhibidor inmunoldgico y se localiza en la superficie celular de los linfocitos T, linfocitos B, células NK
y células dendriticas. La actividad de estas células del sistema inmunoldgico es regulada a la baja cuando PD-
1 se une a sus ligandos (PD-L1 y PD-L2). La proteina PD-L1 se expresa en muchos tipos celulares y tejidos
como musculo, células pancreaticas, placenta, células troncales mesenquimatosas, linfocitos T, linfocitos B,

células dendriticas, macrofagos y mastocitos, lo que protege a los tejidos de la autoinmunidad. [27, 29, 30].



La sobreexpresion de PD-L1 ha sido identificada en muchos tipos de cancer, incluyendo el cancer de
pulmon de células no pequefias (CPCNP), donde esta sobreexpresion constituye un escudo que les permite a
las células neoplasicas evadir el ataque por parte del sistema inmunolégico y, por lo tanto, sobrevivir. Lo cual
da como resultado la eventual progresion de la enfermedad. El bloqueo de estas vias inhibitorias con ICls,
como el pembrolizumab, nivolumab o atezolizumab, puede restablecer la actividad antitumoral del sistema
inmunoldgico, y ha surgido como una estrategia terapéutica exitosa para muchos tipos de cancer, incluyendo
el CPCNP [27, 29, 30] (llustracién 2, derecha).

TERAPIAS DIRIGIDAS PARA CANCER DE PULMON

El cancer de pulmon es la segunda neoplasia con mayor incidencia y la primera con la mayor mortalidad en el
mundo [31]. En México, aunque ocupa la séptima posicién en la lista de incidencia de cancer por sitio, es la
cuarta enfermedad neoplésica con la mayor mortalidad asociada [32]. Esto hace que el cancer de pulmon sea
considerado un problema grave de salud publica en nuestro pais [33].

El cancer de pulmdn se divide, segun su histologia, en CPCNP y cancer de pulmon de células pequefias
(CPCP). La etiologia, prondstico y aproximacion terapéutica de ambas categorias es distinta. Alrededor del
85% de los casos de cancer de pulmén son de tipo CPCNP, el cual a su vez se subdivide en adenocarcinoma,
carcinoma de celulas escamosas y carcinoma de células grandes [34].

A pesar de los avances tecnolégicos y de las nuevas técnicas de diagnostico, en México el 99% de los
pacientes con CPCNP son diagnosticados con estadios avanzados de la enfermedad (111B-1V), lo que
contribuye a su pobre prondstico [29, 33]. Gracias a la introduccién de terapias dirigidas como el gefitinib, el
cual es un inhibidor de la tirosina cinasa (TKI) del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), a
finales de los noventas se logré mejorar el prondstico clinico en aquellos pacientes con CPCNP con alteraciones
activadoras en el gen EGFR [35, 36]. Posteriormente, se desarrollaron terapias dirigidas contra alteraciones en
otros genes como ALK, ROS1 y BRAF, con las cuales se logré obtener una mejor tasa de respuesta, asi como
una supervivencia mas prolongada que con las terapias sistémicas, en aquellos pacientes con alteraciones en
alguno de estos genes [37-39]. Sin embargo, el tratamiento estandar para pacientes con CPCNP en estadios
avanzados y sin alteraciones moleculares en EGFR, ALK, ROS1 o BRAF seguia siendo la quimioterapia basada
en platino (cisplatino o carboplatino) como terapia de primera linea, y monoterapia con docetaxel (DTX) en la
segunda linea [40].

El DTX es un tratamiento sistémico que interfiere con la division celular al inhibir la formacion de los
microtabulos necesarios para la mitosis. Al igual que la quimioterapia basada en platinos, el tratamiento con
DTX presenta multiples desventajas, como una alta toxicidad sistémicay el desarrollo de resistencia y eventual

progresion de la enfermedad [41]. De manera que, estos tratamientos citotoxicos sistémicos sélo han traido
7



ligeros beneficios en términos de supervivencia para los pacientes de CPCNP. Consecuentemente, fue
necesario aumentar los esfuerzos para desarrollar terapias dirigidas que pudieran beneficiar a aquellos
pacientes sin alteraciones en genes especificos.

La introduccion de las inmunoterapias basadas en ICls, como los anticuerpos monoclonales dirigidos
contra CTLA-4 o contra PD-1/PD-L1, ha revolucionado el tratamiento los pacientes con CPCNP. El primer
ICI en el mundo en ser aprobado por la FDA para el tratamiento de pacientes con cancer fue ipilimumab, el
cual es un anticuerpo monoclonal que bloquea al receptor CTLA-4 y es utilizado para el tratamiento del
melanoma. En el 2015 la FDA aprobd el uso del anticuerpo monoclonal nivolumab, el cual bloquea al receptor
PD-1, para el tratamiento de segunda linea de pacientes con CPCNP. Al afio siguiente el anticuerpo monoclonal
pembrolizumab, el cual también bloquea al receptor PD-1, se convirtio en el nuevo estandar de tratamiento de
primera linea en pacientes con CPCNP con una expresion tumoral de PD-L1 >50% [40]. Por ultimo, en el 2018
se estableci6 a la quimioterapia basada en platinos en combinacion con pembrolizumab como una opcién mas
de tratamiento de primera linea para pacientes con CPCNP con estadios avanzados sin importar la expresién
tumoral de PD-L1 [42, 43] (llustracion 3).
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llustracion 3. Linea del tiempo de laintroduccién de terapias dirigidas en CPCNP. En la linea del tiempo se muestran
algunos de los sucesos mas importantes que han revolucionado el tratamiento de los pacientes con cancer de pulmon de células
no pequefias. CPCNP: cancer de pulmoén de células no pequefias; EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico; PD-
L1; ligando de la proteina 1 de la muerte celular programada.



ICIS CONTRA CPCNP

Actualmente tres ICIs estan aprobados para el tratamiento de pacientes con CPCNP en estadios avanzados en
Estados Unidos, la Unién Europea y Japon. Dos de ellos son los anticuerpos monoclonales anti-PD-1,
pembrolizumab y nivolumab, fabricados por las farmacéuticas Merck y Bristol-Myers Squibb respectivamente;
el tercero es el anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 atezolizumab fabricado por la farmacéutica Genentech [27].

El ensayo clinico KEYNOTE-024, demostr6 que con el tratamiento de primera linea con
pembrolizumab se obtiene una sobrevida, tanto global como libre de progresion, mas larga; asi como menos
efectos adversos que con la quimioterapia basada en platino en pacientes con CPCNP, sin alteraciones en los
oncogenes EGFR, ALK, ROS1 o BRAF y con abundancia de PD-L1 > 50% en tejido tumoral, evaluado
mediante inmunohistoquimica [44]. Con base en estos resultados, el pembrolizumab se convirtio en el
tratamiento estandar de primera linea para estos pacientes.

Tras la realizacion de diferentes ensayos clinicos para evaluar la eficacia de pembrolizumab, nivolumab
y atezolizumab en pacientes con CPCNP en estadios avanzados que progresaron al tratamiento de primera
linea. El tratamiento con cada uno de estos agentes inmunoterapéuticos se convirtié en una nueva opcion de
tratamiento para estos pacientes. En el ensayo clinico KEYNOTE-001 se observo una asociacion entre la
abundancia de PD-L1 en tejido tumoral con la duracion de la sobrevida libre de progresion y la tasa de
respuesta a la terapia con pembrolizumab [45]. Por ello, actualmente el tratamiento en segunda linea con
pembrolizumab para CPCNP solo esté indicado para aquellos pacientes que no tienen alteraciones moleculares
en los oncogenes EGFR, ALK, ROS1 o BRAF, y cuya abundancia de PD-L1 en tejido tumoral es mayor o igual
a 1% [41].

Con base en los resultados de estos ensayos clinicos, ahora es utilizada la evaluacion de la abundancia
de PD-L1, mediante inmunohistoquimica en tejido tumoral, para seleccionar pacientes con CPCNP para ser
tratados con pembrolizumab (>50% para tratamiento de primera linea y >1% para tratamiento de segunda
linea). Adicionalmente, la abundancia elevada de PD-L1 en tejido tumoral es un factor pronostico negativo en
diferentes tipos de cancer, pero para el CPCNP esto es incierto debido a que en algunos casos la
sobreproduccién de PD-L1 parece estar relacionada con una sobrevida global mas prolongada [46]; en otros
casos parece no tener relacion alguna con el prondstico [47]; aunque en la mayoria de los estudios se presenta
como un marcador de pronostico negativo [46, 48]. De igual forma, ha sido dificil llegar a un consenso en
cuanto a su valor predictivo de respuesta a los ICIs dirigidos contra PD-1/PD-L1 en CPCNP, debido a que las
tasas de respuesta de los pacientes que son elegidos para recibir estas terapias bajo criterios basados en la
abundancia de PD-L1 en tejido tumoral se encuentran entre el 20% y 50%, ademas se ha reportado un nimero

significativo de pacientes cuyas células neoplasicas no expresan PD-L1 y responden a la terapia [27, 30]. Por



ello, el porcentaje de abundancia de PD-L1 en tejido tumoral esta ain lejos de ser un buen biomarcador de

prondstico y respuesta a ICls para pacientes con CPCNP.

BIOMARCADORES EN PACIENTES CON CPCNP TRATADOS CON ICIS

La identificacion de biomarcadores méas precisos para seleccionar a pacientes que pueden beneficiarse de las
terapias con ICls, dirigidos contra PD-1/PD-L1, es fundamental para mejorar los resultados obtenidos con estas
terapias. El hecho de que las terapias de bloqueo de PD-1/PD-L1 producen respuestas duraderas en un grupo
limitado de pacientes con CPCNP, ademas de que todos los pacientes que las reciben estan en riesgo de
desarrollar efectos adversos relacionados al tratamiento, y el elevado costo de estas terapias; hace ain mas
evidente la necesidad de que la eleccion de los pacientes con mayor probabilidad de obtener un beneficio
clinico sea precisa.

Actualmente existen muchos conflictos en cuanto al valor predictivo y pronostico de la evaluacion de
la abundancia de PD-L1 en tejido tumoral de pacientes con CPCNP. Esto se debe a que la produccion de PD-
L1 es dindmicay heterogénea, por lo que la evaluacion del porcentaje de PD-L1 en una biopsia s6lo representa
una pequefia porcién del tumor en un momento determinado [27, 30].

La evaluacion de la carga mutacional tumoral (TMB por sus siglas en inglés), definida como el nimero
de mutaciones sométicas por mega base en una secuencia gendmica determinada [49], surgié como una
estrategia adicional para seleccionar a los pacientes con mayor probabilidad de obtener un beneficio clinico
ante el tratamiento con ICIs y se ha observado que una alto TMB esté asociado con un mayor beneficio clinico
derivado del tratamiento con ICls en pacientes con CPCNP, mientras que aquellos pacientes con TMB alta que
no son tratados con IClIs tienen un pronéstico pobre [50, 51]. Aunque el TMB parece tener un gran valor como
biomarcador prondstico, se sabe que existen otras caracteristicas moleculares que influencian la probabilidad
de que un paciente obtenga un beneficio clinico del tratamiento con ICIs.

Es cierto que durante la edicion inmunoldgica asociada al cancer ocurren cambios locales en el sitio de
la lesion neoplasica, sin embargo, ésta se alcanzada mediante cambios sistémicos. Tanto en los tejidos
tumorales como en los compartimentos circulatorios se encuentran presentes dos componentes contrastantes
del sistema inmunoldgico, el efector y el supresor, que generan efectos opuestos durante el desarrollo del
cancer. Los componentes del sistema inmunologico que operan a nivel local en los tejidos tumorales también
se encuentran presentes en la sangre [52]. Los biomarcadores circulantes en sangre periférica podrian ser
indicadores de un panorama mas completo, ademas de que su obtencion es menos costosa e invasiva que la
obtencion de una biopsia de pulmon. Por ello, se estan estudiando diversos parametros hematoldgicos para
determinar su valor predictivo en cuanto al beneficio clinico que obtienen los pacientes del tratamiento con

ICls.
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.  ANTECEDENTES

El ensayo clinico KEYNOTE-189 demostré que al combinar quimioterapia con inmunoterapia se obtienen
mejores resultados que con quimioterapia en monoterapia, como tratamiento de primera linea para pacientes
con CPCNP con estadios avanzados, independientemente de la expresion de PD-L1 en tejido tumoral [42].

El ensayo clinico PROLUNG, realizado en pacientes con CPCNP en estadios avanzados, demostré que
con la terapia de segunda linea de pembrolizumab combinada con DTX se logra una tasa de respuesta mas
elevada, asi como una supervivencia libre de progresién més prolongada que con la monoterapia con DTX,
independientemente de la abundancia de PD-L1 en tejido tumoral [53]. Sin embargo, en este ensayo no se
evaluaron posibles biomarcadores que pudieran ayudar a seleccionar a aquellos pacientes con mayor
probabilidad de obtener un beneficio clinico de estos tratamientos.

Diferentes estudios han relacionado diferentes parametros hematoldgicos con la respuesta al
tratamiento de segunda linea con nivolumab en pacientes con CPCNP con estadios avanzados. Uno de ellos
concluyd que el bajo conteo absoluto de neutréfilos y alto conteo absoluto de linfocitos y eosinéfilos antes de
iniciar el tratamiento estan con una mayor supervivencia, tanto global como libre de progresion [54]. Otro
estudio concluyd que existe una relacion entre altos niveles de células NK y bajos niveles de leucocitos y
neutréfilos, asi como una razén neutréfilos/linfocitos baja antes de iniciar el tratamiento con una sobrevida
libre de progresion mas prolongada. Este mismo estudio concluyé que existe una relacion entre bajos niveles
de leucocitos y neutrofilos, asi como una razon neutréfilos/linfocitos bajo antes de iniciar el tratamiento con
una mayor sobrevida global en estos mismos pacientes [55].

Barrera, L. et. al. (2018) se enfocaron en la evaluacion de pardmetros hematoldgicos, asi como
diferentes componentes del sistema inmunolédgico en sangre periférica de pacientes con CPCNP como
potenciales biomarcadores de prondstico. Su estudio concluyd que un elevado numero de leucocitos,
neutrofilos y plaquetas, y bajos niveles de albumina y hemoglobina, asi como una razon plaquetas/linfocitos y
neutrofilos/linfocitos elevada, en sangre periférica de pacientes con CPCNP, bajo tratamiento de primera linea
con quimioterapia basada en platino, estan asociados a una sobrevida global mas corta. Este mismo estudio
concluyé que bajos niveles de un subtipo de celulas mieloides supresoras, asi como bajos niveles de IL-1p e
IL-27 y altos niveles de IL-29 estan asociados a una sobrevida global méas larga en estos de pacientes [56].

Recientemente, Mazzaschi, G., et. al. (2019) concluyeron que los niveles en sangre periférica de células
NK, junto con los de linfocitos T citotoxicos que producen PD-1, previos al tratamiento, se encuentran
asociados con la respuesta al tratamiento, la supervivencia libre de progresion y la supervivencia global, en
pacientes con CPCNP con estadios avanzados tratados con nivolumab [52]. Lo cual apoya la idea de que la

cuantificacion de células de del sistema inmunologico en sangre periférica, asi como su produccion PD-1
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podria ser una estrategia viable para predecir el prondstico y la respuesta a las terapias anti-PD-1 en este tipo
de pacientes.

Arrieta, O., et. al. (2017) demostraron que la sobreproduccién de PD-1 y PD-L1 en células
mononucleares de sangre periférica, particularmente en linfocitos T, estd relacionada con una menor
supervivencia global en pacientes con CPCNP con estadios avanzados bajo tratamiento de primera linea con
quimioterapia basada en platino, pemetrexed o TKI, lo que apoya la idea de que esto podria ser un mecanismo
adicional que le permite a las células cancerosas escapar de la accion del sistema inmunoldgico. Este mismo
estudio también sugiere que evaluar la abundancia de PD-1y PD-L1 en células inmunes circulantes en sangre
periférica podria servir como biomarcador de prondstico y predictivo en estos pacientes [57].

Todos estos resultados sugieren que algunos pardmetros hematolégicos, asi como la abundancia en
sangre periférica de diferentes poblaciones de células del sistema inmunologico, junto con sus niveles de
produccion de PD-1y PD-L1, podrian estar asociados con la respuesta y duracion de la supervivencia libre de
progresion en pacientes con CPCNP, bajo tratamiento de segunda linea con quimioterapia combinada con
pembrolizumab o con monoterapia con quimioterapia. De manera que, estos parametros podrian funcionar
como biomarcadores, alternativos a la abundancia tumoral de PD-L1, para seleccionar a aquellos pacientes con

mayor probabilidad de obtener un beneficio clinico de estos tratamientos.
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.  OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer el valor prondstico, predictivo o de monitoreo de la determinacion de la frecuencia de diferentes
poblaciones de células del sistema inmune circulantes en sangre periférica, asi como de la abundancia en su
membrana de PD-1y PD-L1, ademas de la concentracion de albimina y antigeno carcinoembrionario (ACE)
en sangre, en pacientes con CPCNP en estadios avanzados tratados con pembrolizumab en combinacién con
DTX (grupo experimental) en comparacién con DTX en monoterapia (grupo control).

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar la frecuencia de diferentes poblaciones de células del sistema inmune en sangre periférica
de los pacientes mediante biometria hematica y/o tincion de inmunofluorescencia extracelular por
citometria de flujo.

2. Conocer la abundancia de PD-1y PD-L1 en cada una de las poblaciones celulares inmunes identificadas
en los pacientes.

3. Conocer el beneficio clinico que obtienen los pacientes con base en los siguientes criterios de
valoracion: respuesta objetiva y duracion de la supervivencia libre de progresion.

4. Evaluar si existe una asociacion entre los niveles de diferentes poblaciones celulares del sistema inmune
en sangre periférica de los pacientes con la respuesta al tratamiento asignado (pembrolizumab en
combinacion con DTX o DTX como monoterapia) y la duracion de la supervivencia libre de progresion.

5. Evaluar si existe una asociacion entre la abundancia de PD-1 y PD-L1 en cada una de las poblaciones
celulares inmunes de los pacientes con la respuesta al tratamiento asignado (pembrolizumab en

combinacion con DTX o DTX como monoterapia) y la duracion de la supervivencia libre de progresion.
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IV. HIPOTESIS

La frecuencia de diferentes poblaciones de células del sistema inmunoldgico circulantes en sangre periférica,
asi como la abundancia en su membrana de PD-1 y PD-L1, y la concentracion de albumina y ACE en sangre
periférica se encuentran asociadas a la respuesta objetiva y/o duracion de la supervivencia libre de progresion
de los pacientes de CPCNP tratados con pembrolizumab y/o DTX. Por lo que la evaluacion de estos factores

podria servir como un biomarcador pronostico, predictivo y/o de monitoreo.
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V. MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Se realiz6 un subanalisis retrospectivo del ensayo clinico PROLUNG registrado en ClinicalTrials.gov con el
codigo de identificacion NCT02574598. PROLUNG es un ensayo clinico fase 2, aleatorizado y, abierto en el
que 78 pacientes confirmados histolégicamente con CPCNP en estadio avanzado (I11B-1V segun el sistema
TNM) fueron asignados de manera aleatoria, en una razén 1:1, para recibir como tratamiento de segunda linea
pembrolizumab en combinacion con DTX, o bien, DTX en monoterapia desde diciembre del 2016 hasta
noviembre del 2019 en el Instituto Nacional de Cancerologia. Para este subanalisis se incluyeron 46 pacientes
del ensayo clinico PROLUNG, 24 del grupo experimental, tratados con pembrolizumab en combinacion con

DTX, y 22 del grupo control, tratados Gnicamente con DTX.

SUJETOS DE ESTUDIO
Criterios de inclusién

Pacientes de al menos 18 afios diagnosticados histolégicamente con CPCNP metastasico, con enfermedad
medible de acuerdo con los criterios de evaluacion de la respuesta en tumores sélidos version 1.1 (RECIST
1.1) y estatus funcional de entre 0 y 2 de acuerdo con la escala del grupo cooperativo de oncologia del este
(ECOGQG). Los pacientes deben haber presentado progresion de la enfermedad después del tratamiento de
primera linea con quimioterapia basada en platino. Antes de la aleatorizacion los pacientes deben contar con
un andlisis de laboratorio de biometria hematica con valores aceptables para pacientes con CPCNP con estadios
avanzados. Los pacientes deben haber firmado la forma de consentimiento informado escrito aprobada por el

comité de bioética del Instituto Nacional de Cancerologia con el nimero de referencia INCAN/CI1/1210/18.

Criterios de exclusioén

Para asegurar que los pacientes vivan el tiempo suficiente para recibir al menos cuatro ciclos de tratamiento,
se excluyo a aquellos con metastasis activas del sistema nervioso central. Con el fin de evitar que los resultados
estén sesgados por otras afectaciones o tratamientos anteriores, se excluyd a aquellos pacientes con
enfermedades autoinmunes y pacientes en tratamiento con medicamentos inmunosupresores o

inmunoestimulantes.
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Criterios de eliminacioén

Pacientes que retiren su consentimiento o que presenten toxicidad inaceptable al tratamiento asignado.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
Obtencidn de caracteristicas clinicas basales y datos hematolégicos

A traveés del expediente electronico INCANET se recolectaron retrospectivamente los datos clinico-patoldgicos
de cada paciente correspondientes a: a) sexo; b) edad; c) historial de tabaquismo; d) historial de exposicion a
humo de lefia; ) ECOG; f) histologia; g) perfil mutacional; h) estatus tumoral de PD-L1; i) respuesta al
tratamiento de segunda linea y; j) supervivencia libre de progresion bajo el tratamiento de segunda linea; asi
como los valores correspondientes al conteo absoluto de plaquetas, linfocitos, monocitos, eosinofilos y
baséfilos de los analisis de biometria hematica, cuantificacion de albumina y cuantificacion de ACE al
momento del 1) diagnostico (Dx), 2) antes de iniciar el tratamiento asignado (1T) y 3) después del cuarto ciclo

del tratamiento asignado (2T) (llustracion 4).

Obtencién de muestras de sangre periférica para la inmunofenotipificacion

Se colectaron 8 ml de sangre periférica provenientes de cada paciente en tubos recubiertos con heparina (BD
Biosciences). La sangre se recolect6 antes de iniciar el tratamiento asignado (1T) y después del cuarto ciclo de

tratamiento (2T) (llustracion 4).

Supervivencia globa (SG)

| Supervivencia libre l
de progresion (SLP) SLP 2L

- —+ |

1T 2T

Diagnéstico Muerte

Biometria hematica, albumina y ACE
um Biometria hematica,albumina, ACE

Tratamiento de primera linea e inmunofenotipificacion

(quimioterapia basada en platinos) Tratamiento de segunda linea

(Pembrolizumab + DTX o DTX)
. Progresion de la enfermedad

llustracion 4. Linea del tiempo de muestreo en los pacientes. Del expediente electronico de cada paciente se
recolectaron, retrospectivamente, los datos correspondientes a biometria hematica y cuantificacion de albdmina y ACE, al
momento del diagnostico, antes de iniciar el tratamiento de segunda linea (1T) y al terminar el cuarto ciclo de tratamiento de
segunda linea (2T). Se recolectaron, prospectivamente, muestras de sangre de cada paciente al momento 1T y 2T, para realizar
la inmunofenotipificacion. Se calculé la supervivencia libre de progresion, del tratamiento de segunda linea, del inicio del
tratamiento de segunda linea a la progresion de la enfermedad. ACE; antigeno carcinoembrionario; DTX: docetaxel.
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Aislamiento de células polimorfonucleares y mononucleares a partir de sangre periférica

Se aislaron las células polimorfonucleares y mononucleares a partir de las muestras de sangre periférica
mediante un gradiente de densidades con Polymorphprep™ de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
Polymorphprep™ es una solucion que, debido a su alta osmolalidad, provoca que se deshidraten los eritrocitos
y se sedimenten al fondo del tubo, formando un gradiente de densidades que provoca la separacion de las
células mononucleares y las polimorfonucleares de los demas componentes de la muestra. Brevemente, se
agitaron los tubos con sangre para homogeneizar y se recuper6 la sangre completa en un tubo cénico de 15 ml.
Se diluyd la sangre en una proporcion 1:1 con buffer salino de fosfatos (PBS por sus siglas en inglés). Se coloco
cuidadosamente el mismo volumen de Polymorphprep™ que el volumen obtenido en el paso anterior, dividido
en 2 tubos conicos de 15 ml en el fondo del tubo. Con extremo cuidado se depositd por la pared de cada tubo
la mitad del volumen de Sangre:PBS (1:1) en cada tubo con Polymorphprep™. Se centrifugaron los tubos a
temperatura ambiente (18-20°C) a 1800 rpm durante 30 minutos. Se recuper6 la mayor cantidad posible de
células polimorfonucleares y mononucleares de la interfaz con ayuda de una micropipeta, sin agitar la capa de
eritrocitos localizada al fondo del tubo, y se transfirieron a un tubo cénico limpio de 15 ml. Se adicion6 PBS a
todos los tubos con células hasta llevar el contenido a un volumen de 12 ml, se centrifugaron a temperatura

ambiente a 1500 rpm durante 5 minutos y se desecho el sobrenadante de manera adecuada.

Criopreservacion de células polimorfonucleares y mononucleares a partir de sangre
periférica

Se resuspendio el botdn de células obtenido en el procedimiento anterior en 5400 pL de suero fetal bovino y
600 pL de dimetilsulfoxido. Se alicuotd 1 ml de la suspension con las células por criovial y se coloco cada
criovial dentro de un recipiente de congelacion CoolCell™ (Corning) para conseguir una velocidad de

refrigeracion de -1°C/min, el cual se almacend a -80°C hasta su uso.

Descongelacion de células previamente criopreservadas

Se colocaron los crioviales con células congeladas en una gradilla flotante y se calentaron a bafio Maria a 37°C
hasta descongelar. Se resuspendieron las células en 1.5 ml de medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal
bovino estéril por cada ml de células descongeladas en un tubo cénico de 15 ml. Se centrifugaron los tubos a
1500 rpm durante 5 minutos, se desecho el sobrenadante de manera adecuada y se resuspendi6 el botdn de

células en 1 ml de PBS.
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Ensayo de viabilidad celular en contador automatico TC20

Se colocaron 10 pl de las células resuspendidas en PBS, obtenidas en el procedimiento anterior, en un tubo de
microcentrifuga. Se agregaron 10 pl de azul tripano al tubo de microcentrifuga y se resuspendi6 con ayuda de
una micropipeta. El azul de tripano es un colorante que permite diferenciar a las células vivas de las células
muertas, ya que las células vivas no incorporan el azul de tripano debido a la selectividad de su membrana, por
el contrario, las células muertas si se colorean. Se tomaron 10 pl de la mezcla de células y azul de tripano y se
depositaron en la placa del contador automatico TC20™ (Bio-Rad). Se registré la cuenta de células totales y
de células vivas, asi como el porcentaje de viabilidad.

Tincion de inmunofluorescencia extracelular de células mononucleares y
polimorfonucleares

Para poder distinguir, mediante citometria de flujo a las células vivas de las células muertas, se diluyd 1 ul de
Zombie Violet (BioLegend) resuspendido en 100 ul de PBS y a cada tubo conico se le agregaron 100 ul de
Zombie Violet por cada 1 x 10° células vivas. EI Zombie Violet es un colorante fluorescente no permeable en
células vivas, pero permeable en células muertas. Posteriormente se incubaron las células a temperatura
ambiente en oscuridad durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacidn, a cada tubo se le agregaron
2 ml de Cell Staining Buffer (BioLegend) y se centrifug6 a 1500 rpm durante 5 minutos. EI boton de células
se resuspendi6 en 1 ml de Cell Staining Buffer. Se alicuotaron 140 pl de células en un tubo de microcentrifuga
por cada tubo del panel de tincién y a cada tubo se le afiadieron 5 pl de Human TruStain FcX (BioLegend). Se
incubaron las células a temperatura ambiente protegidas de la luz durante 10 minutos. Se prepard en un tubo
de microcentrifuga el coctel de anticuerpos conjugados a fluorocromo de acuerdo con la concentracion 6ptima
obtenida previamente en la titulacion de cada uno de los anticuerpos (2.5 ul) segun el panel de tincion (Tabla
A 1). Se afadieron los anticuerpos del panel correspondientes a cada tubo y se incubaron a temperatura
ambiente durante 20 minutos protegidos de la luz. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se afiadié 1
ml de Cell Staining Buffer (BioLegend) y se centrifugé a 1600 rpm durante 5 minutos, se descarto el
sobrenadante por decantacion y se desech6 de manera adecuada. Se resuspendio el boton nuevamente en 1 ml
de Cell Staining Buffer (BioLegend) y se centrifug6 a 1600 rpm durante 5 minutos, se descarté el sobrenadante
por decantacion y se desechd de manera adecuada. Se resuspendié el boton en 500ul de Cell Staining Buffer

(BioLegend) y se analiz6 en el citometro de flujo.
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CRITERIOS DE VALORACION
Respuesta objetiva (RO)

Los pacientes se estratificaron en dos grupos (no respondedores y respondedores) de acuerdo con la maxima
respuesta bajo el tratamiento de segunda linea, reportada por un médico oncoélogo, la cual se evalud a las 9
semanas de iniciar el tratamiento y posteriormente cada 6 semanas con base en los criterios RECIST 1.1y se
reporto en el expediente clinico de cada paciente. En el grupo de pacientes respondedores (R) se incluyeron
aquellos pacientes que mostraron respuesta completa o parcial al tratamiento asignado. En el grupo de pacientes
no respondedores (NR) se incluyeron aquellos pacientes que mostraron enfermedad estable o progresion de la

enfermedad.

Supervivencia libre de progresion

La supervivencia libre de progresion (SLP) se definié como el tiempo en meses transcurrido entre el inicio de
la terapia de segunda linea y la progresion de la enfermedad. Los pacientes se estratificaron en dos grupos (SLP
corta y SLP larga), utilizando como punto de corte la media reportada para cada grupo en el ensayo clinico
PROLUNG, las cuales corresponden a 9.5 meses para el grupo experimental y 3.9 meses para el grupo control.

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables continuas corresponden a media aritmética, desviacion estandar, mediana y minimo-maximo, las
variables categoricas se comprendieron en proporciones.

Las comparaciones diferenciales entre grupos se realizaron mediante la prueba de Mann-Whitney y las
pruebas diferenciales entre muestras subsecuentes del mismo grupo se realizaron mediante la prueba de
Wilcoxon ya que los datos mostraron una distribucion no normal, determinado a partir de la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Se determind como estadisticamente significativo al valor de probabilidad menor o
igual a 0.05 (p <0.05).

Se utilizd la prueba de Chi cuadrada para determinar diferencias significativas entre las variables
categoricas. Se determind como estadisticamente significativo al valor de probabilidad menor o igual a 0.05 (p
<0.05), con un disefio de dos colas.

La supervivencia libre de progresion se calculé mediante el método de Kaplan-Meier, en las que las
comparaciones entre los grupos se realizaron a través de la prueba Log Rank.

El valor predictivo de las variables con diferencias significativas entre los grupos de comparacion se

determind mediante andlisis de regresion logistica univariado para los eventos categdricos y mediante un
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analisis de regresion de Cox para los eventos continuos. Se determind como estadisticamente significativo al
valor de probabilidad menor o igual a 0.05 (p <0.05) y las variables significativamente asociadas con los
eventos se introdujeron en analisis multivariados para determinar su independencia.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa de software SPSS version 25 (SPSS,
Inc. Chicago, IL, USA)
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VI. RESULTADOS

CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES

De los 46 pacientes incluidos en este subanalisis, 29 (63%) fueron mujeres, 28 (60.9%) fueron diagnosticados
a una edad < 60 afios, 25 (54.3%) no tuvieron historial de tabaquismo, 32 (69.6%) no tuvieron historial de
exposicion a humo de lefia, 44 (95.7%) tuvieron un ECOG al diagndstico igual o menor a 1, el diagndstico
histolégico mas frecuente fue adenocarcinoma, correspondiendo a 41 (89.1%) pacientes. Dentro del grupo de
pacientes diagnosticados con adenocarcinoma, la subhistologia méas frecuente fue acinar/papilar,
correspondiendo a 19 (46.3%) pacientes. En este subanalisis se incluyd un total de 2 (4.3%) pacientes con
diagnostico positivo para variacion del gen ALK y 15 (32.6%) pacientes con diagnéstico positivo para variacion
del gen EGFR, detectadas mediante RT-qPCR. La variacion mas frecuente del gen EGFR fue la delecién del
exon 19, correspondiendo a 11 (73.3%) pacientes. La media de ACE en suero al diagnostico fue de 49.46 ng/ml
y la mediana de 7.85 ng/ml. Este subanalisis incluy6 un total de 12 (26.1%) pacientes con diagndstico positivo
para PD-L1 en tejido tumoral, detectado mediante inmunohistoquimica, de los cuales 9 (91.7%) fueron
diagnosticados con una abundancia baja. Después de la division de los pacientes por grupo de tratamiento, 24
de ellos pertenecieron al grupo experimental que recibié pembrolizumab en combinacion con DTX y 22 al
grupo control que recibi6 DTX en monoterapia. No hubo diferencias significativas con respecto a las
caracteristicas clinicas basales entre los dos grupos de tratamiento (p>0.05) (Tabla 1). Con la excepciéon de la
concentracion de albumina (3.95 vs 4.2, p=0.0001), tampoco se encontraron diferencias en cuanto a las
caracteristicas hematoldgicas basales entre los grupos experimental y control (p>0.05) (Tabla 2, Tabla 3,
Tabla 4). Demostrando que, al igual que en el ensayo clinico PROLUNG, los diferentes grupos de tratamiento
estuvieron bien balanceados.

Se realizd un andlisis de supervivencia libre de progresion mediante el método de Kaplan-Meier, en el
que se grafico al grupo control vs el grupo experimental. De manera similar al el ensayo clinico PROLUNG,
se obtuvieron diferencias significativas entre las curvas de supervivencia libre de progresion de los diferentes
grupos de tratamiento con una media de 3.647 meses para el grupo control (IC 95%= 2.529-4.764) y de 12.156
meses para el grupo experimental (IC 95%= 6.308-18.004) (HR=0.20; IC 95%= 0.097-0.412; p<0.001)
(llustracidon 5). Mostrando un comportamiento similar al reportado en el ensayo clinico PROLUNG (3.9 vs

9.5; HR=0.24; p<0.001), lo cual confirma la representatividad de la muestra.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Pembrolizumab +

Variable Total DTX DTX P
% (n/46) % (n/24) % (n/22)
Sexo
Femenino 63 (29/46) 54.2 (13/24) 72.2 (16/22) 0.193
Masculino 37 (17/46) 45.8 (11/24) 27.3 (6/22)
Edad al Dx (afios)
Media £ SD 56.28 £ 13.091 54.88 £ 13.079 57.82 £13.233 0.452
Mediana (rango) 57 (31 - 80) 55.5 (33 - 80) 60.50 (31-80) 0.355
Grupos por edad (afos)
<60 60.9 (28/46) 70.8 (17/24) 50 (11/22) 0.148
> 60 39.1 (18/46) 29.2 (7/24) 50 (11/22)
Historial de tabaquismo
Negativo 54.3 (25/46) 62.5 (15/24) 59.1 (13/22) 0.246
Positivo 45.7 (21/46) 37.5 (9/24) 40.9 (9/22)
indice tabaquico
Media + SD 15.659 £ 35.840 19.967 +46.166  10.736 + 18.090 0.395
Mediana (rango) 0.00 (0 - 216) 0 (0 - 216) 0.6 (0 -66) 0.662
Exposicion a humo de lefia
Negativo 69.6 (32/46) 79.2 (19/24) 59.1 (13/22) 0.139
Positivo 30.4 (14/46) 20.8 (5/24) 40.9 (9/22)
indice de humo de lefia
Media + SD 14.32 + 38.961 16.44 + 48.287 12.40+£29.353 0.754
Mediana (rango) 0 (0 -184) 0 (0 -184) 0(0-112) 0.613
ECOG al Dx
<1 95.7 (44/46) 91.7 (22/24) 100 (22/22) 0.166
>2 4.3 (2/46) 8.3 (2/24) 0 (0/22)
Histologia
Otros 10.9 (5/46) 12.5 (3/24) 9.1 (2/22) 0.711
Adenocarcinoma 89 1 (41/46) 87.5 (21/24) 90.9 (20/22)
Lepidico 4.9 (2/41) 0 (0/21) 10 (2/20)
Acinar / Papilar 46.3 (19/41) 47.6 (10/21) 45 (9/20) 0.510
Micropapilar / Sélido 34.1 (14/41) 38.1 (8/21) 30 (6/20) ’
No especificado 14.6 (6/41) 14.3 (3/21) 15 (3/20)
Variacion blanco
ALK positivo 4.3 (2/46) 8.3 (2/24) 0 (0/22) 0.305
EGFR positivo 32.6 (15/46) 33.3(8/24) 31.8 (7/22) 0.913
Ex19del 73.3 (11/15) 62.5 (5/8) 85.7 (6/7)
Ex21L858R 20.0 (3/15) 25 (2/8) 14.3 (1/7) 0.506
Ex20T790M 6.7 (1/15) 12.5 (1/8) 0 (0/7)
ACE al Dx (ng/ml)
Media + SD 49.458 +94.780 55.098 + 88.579 43.304 +£102.861 0.678
Mediana (rango) 7.85 (0.53 - 456) 8.16 (0.61 - 295) 7.585 (0.53 - 456) 0.582
Estatus de PD-L1
No valorado 45.7 (21/46) 45.8 (11/24) 455 (10/22) 0.83
Negativo 28.3 (13/46) 25 (6/24) 31.8 (7/22) '
Positivo 26.1 (12/46) 29.2 (7/24) 22.7 (5/22)
Expresion de PD-L1
Expresion baja (<50%) 91.7 (9/12) 100 (7/7) 80 (4/5) 0.217
Expresion alta (250%) 8.3 (1/12) 0 (0/7) 20 (1/5)

DTX: docetaxel; Dx: diagndstico; SD: desviacion estandar; ECOG: escala de calidad de vida
segun el Eastern Cooperative Oncology Group; ALK: cinasa de linfoma anaplasico; EGFR:
receptor del factor de crecimiento epidérmico; Ex19del: delecion del exén 19; Ex21L858R:
sustitucion de una leucina por una arginina en la posicion 858 del exdn 21; Ex20T790M:
sustitucién de una treonina por una metionina en la posicién 790 del exén 20; ACE: antigeno
carcinoembrionario; PD-L1: ligando 1 de muerte celular programada.



Tabla 2. Conteos basales de biometria heméatica de los pacientes

Pembrolizumab

Variable Total + DTX DT p
N=46 n=24 n=22

Plaquetas (miles/mm3)

Dx 285.500 284.000 285.500 0.226
Neutréfilos (miles/mm3)

Dx 5.400 5.400 5.600 0.947
Linfocitos (miles/mm3)

Dx 1.650 1.700 1.550 0.895
Monocitos (miles/mm3)

Dx 0.600 0.600 0.600 0.586
Eosinofilos (miles/mm3)

Dx 0.200 0.200 0.150 0.160
Basofilos (miles/mm3)

Dx 0.000 0.000 0.000 0.140

DTX: docetaxel; Dx: diagndstico.

Tabla 3. RPL y RNL basales de los pacientes

Total Pembrolizumab DTX

Variable + DTX =]
N=46 n=24 n=22
RPL
Dx 177.853 169.250 206.268 0.344
RNL
Dx 3.067 3.067 2.864 0.869

DTX: docetaxel; RPL: razén plaquetas/neutréfilos; RNL: razon
neutroéfilos/linfocitos; Dx: diagnostico.

Tabla 4. Concentraciones basales de albiumina y ACE de los pacientes

Total Pembrolizumab DTX

Variable + DTX P
N=46 n=24 n=22
Alblimina (g/dL)
Dx 3.950 4.200 3.750 0.0001
Pembrolizumab
Variable Total + DTX DTX p
N=34 n=21 n=13
ACE (ng/ml)
DX 7.850 8.560 7.230 0.169

ACE: antigeno carcinoembrionario; DTX: docetaxel; Dx: diagndstico.
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llustraciéon 5. Gréafica Kaplan-Meier de supervivencia en funcién del tratamiento. Azul: curva de supervivencia libre
de progresion en funcién del tratamiento con pembrolizumab en combinacion con docetaxel. Rojo: curva de supervivencia
libre de progresion en funcién del tratamiento con docetaxel. SLP: supervivencia libre de progresion; DTX: docetaxel; HR;
razon de probabilidad instantanea; IC: intervalo de confianza.

LOS GRUPOS DE TRATAMIENTO ESTUVIERON BALANCEADOS

Con el objetivo de verificar si los grupos de tratamiento estaban balanceados antes del inicio del tratamiento
de segunda linea (1T), en cuanto a los valores de biometria hemética y concentracion de albumina y ACE, y
de evaluar si estos valores cambiaron al cuarto ciclo de tratamiento (2T) en alguno estos grupos; se realizaron
comparaciones de las diferentes muestras de estos valores, tanto entre grupos de tratamiento, como entre las
diferentes muestras dentro de cada grupo. Adicionalmente, con el objetivo de evaluar si entre los diferentes
grupos existian diferencias significativas en la dindmica de los parametros evaluados, se calculo6 la A de cambio
(AT) entre la 1T y la 2T restandole el valor de la 1T al valor de la 2T para cada parametro.

Los valores de conteos de biometria hematica evaluados a los diferentes tiempos de muestreo en los
grupos experimental y control, asi como la AT se encuentran resumidos en la Tabla 5. Los resultados del
conteo absoluto evaluados antes del inicio de la terapia de segunda linea (1T), indican que no hay diferencias
significativas entre el grupo control y el experimental, con respecto a plaquetas, neutrofilos, linfocitos,
monocitos, eosindfilos y baséfilos (p>0.05) (Tabla 5).

Se calcul6 la razén plaquetas/linfocitos (RPL) dividiendo el valor de conteo absoluto de plaquetas entre

el valor de conteo absoluto de linfocitos. Asi como la razon neutréfilos/linfocitos (RNL) dividiendo el valor
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del conteo absoluto de neutréfilos entre el valor del conteo absoluto de linfocitos para los tiempos de muestreo
de antes del inicio de la terapia de segunda linea y después del cuarto ciclo de esta. La RPL y RNL calculadas
para cada tiempo de muestreo en los grupos control y experimental se encuentran resumidos en la Tabla 6. Al
comparar la RNL y la RPL calculadas con base en los valores de antes de iniciar el tratamiento de segunda
linea (1T) entre los grupos experimental y control, no hubo diferencias significativas para ninguna de las
razones (p>0.05) (Tabla 6).

Las concentraciones de albumina y ACE evaluados en anélisis de rutina a diferentes tiempos de
muestreo en los grupos experimental y control se encuentran resumidas en la Tabla 7. Antes de iniciar el
tratamiento de segunda linea, no hubo diferencias significativas entre los grupos experimental y control en

cuanto a los valores de albumina y ACE (p>0.05) (Tabla 7).

EL CONTEO ABSOLUTO DE MONOCITOS Y EOSINOFILOS CAMBIA DURANTE EL
TRATAMIENTO DE SEGUNDA LINEA

Al evaluar si los valores de los diferentes parametros analizados cambiaron entre los diferentes tiempos de
muestreo (1T vs 2T), se obtuvo que en el grupo control el conteo absoluto de monocitos fue significativamente
mayor al cuarto ciclo que antes de iniciar el tratamiento de segunda linea (0.650 vs 0.300, p=0.013). Por otra
parte, en el grupo experimental el conteo absoluto de eosindéfilos fue significativamente menor al cuarto ciclo
gue antes de empezar el tratamiento de segunda linea (0.000 vs 0.100, p=0.003) (Tabla 5).

Para los valores de RNL y RPL no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes tiempos
de muestreo (1T vs 2T) (p>0.05) (Tabla 6).

Tanto en el grupo experimental como en el grupo control, la concentracion de albumina fue
significativamente menor al cuarto ciclo que antes de iniciar el tratamiento de segunda linea (3.650 vs 3.900,
p=0.001; 3.400 vs 3.850, p=0.001). No hubo diferencias significativas entre los valores de ACE a los diferentes
tiempos de muestreo (p>0.05) (Tabla 7).
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Tabla 5. Comparacion de los valores de biometria hematica entre grupos de tratamiento

Total Pembrolizumab + DTX DTX
Variable N=46 n=24 n=22 P
Mediana Mediana | P Mediana P

Plaquetas (miles/mm3)

1T 257.500 249.500 259.000 0.912

2T 279.000 281.000 0116 | 568.000 | %277 |0.621

AT 24.000 20.000 33.500 0.860
Neutrdéfilos (miles/mm3)

iT 3.850 3.100 4.100 0.495

2T 4.200 4.150 0.119 4400 | 9183 |g 758

AT 0.950 1.450 0.750 0.956
Linfocitos (miles/mm3)

1T 1.000 1.050 0.850 0.402

2T 1.000 1.000 0.847 0.950 0.881 0.401

AT 0.000 0.000 0.050 0.974
Monocitos (miles/mm3)

1T 0.400 0.400 0.300 0.609

2T 0.600 0.500 0.527 0.650 0.013 0.119

AT 0.100 0.050 0.300 0.168
Eosinoéfilos (miles/mm3)

iT 0.100 0.100 0.100 0.666

2T 0.000 0.000 0003 | 5050 | 9387 |0.031

AT 0.000 -0.100 0.000 0.265
Basofilos (miles/mm3)

iT 0.000 0.000 0.000 0.488

2T 0.000 0.000 0.102 0.000 | 9% |0.823

AT 0.000 0.000 0.000 0.400

DTX: docetaxel; 1T: primera toma de muestra; 2T: segunda toma de muestra; AT: diferencia entre la
primera y la segunda toma de muestra. Las comparaciones entre grupos de tratamiento se realizaron
mediante la pruba de Mann-Withney y las comparaciones entre tomas del mismo grupo se realizaron
mediante la prueba de Wilcoxon.

Tabla 6. Comparacion de los RPL y RNL entre grupos de tratamiento

Total Pembrolizumab + DTX DTX
Variable N=46 n=24 n=22 =]
Mediana Mediana | P Mediana | P
RPL
iT 249.500 240.000 290.808 0.742
2T 286.414 284.206 0.864 314.636 0372 0.333
RNL
1T 4.000 3.095 5.5633 0.409
2T 4.403 4,024 0.954 4,950 0.808 0.126

DTX: docetaxel; RPL: razén plaquetas/neutrdfilos; RNL: razén neutréfilos/linfocitos; 1T:
primera toma de muestra; 2T: segunda toma de muestra. Las comparaciones entre grupos de
tratamiento se realizaron mediante la pruba de Mann-Withney y las comparaciones entre tomas
del mismo grupo se realizaron mediante la prueba de Wilcoxon.
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Tabla 7. Comparacién de los valores de albuminay ACE entre grupos de tratamiento

Total Pembrolizumab + DTX DTX
Variable N=46 n=24 n=22 P
Mediana Mediana | P Mediana| P
Albldmina
(g/dL)
1T 3.900 3.900 3.850 0.432
oT 3.550 3.650 ‘ 0.001 3.400 ‘0'001 0.309
AT -0.300 -0.350 -0.300 0.825
Variable Total .N:34 Pembr.olizumab + DTX n=22 DTX n=13 p
Mediana Mediana | P Medlana| P
ACE (ng/ml)
1T 8.830 10.320 6.160 0.218
2T 7.075 7.330 ‘ 0.741 6.670 ‘0'507 0.675
AT 0.165 -0.190 0.490 0.701

ACE: antigeno carcinoembrionario; DTX: docetaxel; 1T: primera toma de muestra; 2T:
segunda toma de muestra; AT: diferencia entre la primera y la segunda toma de muestra. Las
comparaciones entre grupos de tratamiento se realizaron mediante la pruba de Mann-
Withney y las comparaciones entre tomas del mismo grupo se realizaron mediante la prueba
de Wilcoxon.

EL CONTEO ABSOLUTO DE EOSINOFILOS Y LA CONCENTRACION DE ACE SON
DIFERENTES ENTRE PACIENTES CON SLP CORTA Y SLP LARGA

Pacientes por tratamiento y respuesta

Respondedores
Il No respondedores

Pacientes

DTX

Pembrolizumab + DTX
Tratamiento

llustracién 6. Estratificaciéon de pacientes por grupo de tratamiento y respuesta. Los pacientes fueron estratificados
de acuerdo con el tratamiento de segunda linea asignado y la méxima respuesta a este. Cada barra en la gréafica representa un
grupo de tratamiento. En negro se representa el nimero de pacientes no respondedores y en gris se representa el nimero de
pacientes respondedores. DTX: docetaxel.

Con el objetivo de determinar si existian diferencias entre los valores de los diferentes parametros evaluados
por biometria hemética y la respuesta al tratamiento de segunda linea, los pacientes fueron estratificados en
dos grupos (no respondedores y respondedores). En el grupo experimental 10 pacientes fueron no
respondedores y 14 fueron respondedores, mientras que en el grupo control 14 pacientes fueron no
respondedores y 8 fueron respondedores (llustracion 6). Los resultados indican que antes del inicio de la

terapia de segunda linea (1T) no hay diferencias significativas entre los no respondedores y los respondedores
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en cuanto al conteo absoluto de plaquetas, neutrdéfilos, linfocitos, monocitos, eosinofilos y basofilos (p>0.05)
(Tabla 8).

No se encontraron diferencias significativas, antes de iniciar el tratamiento de segunda linea, entre los

no respondedores y los respondedores en cuanto a la RNL y RPL (p>0.05) (Tabla 9).

Antes del inicio del tratamiento de segunda linea no hubo diferencias significativas entre los

Tabla 8. Comparacion de los valores de biometria hematica entre grupos de pacientes estratificados de

acuerdo con larespuesta

Total Pembrolizumab + DTX DTX
. NR R NR R NR R
Variable n=24 n=22 P =10 n=14 P =14 n=8 P
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana

Plaquetas
(miles/mm3)

1T 266.500 250.000 0.904 266.500 235,500 0.977 261.000 259.000 0.973
2T 290.000 267.500 0.775 284.500 273.500 0.977 305.000 253.000 0.616
AT 24.000 24.000 0.912 11.500 23.000 0.709 33.500 48.000 0.714
Neutrofilos
(miles/mm3)

1T 3.950 2.850 0.350 4.000 2.600 0.235 3.950 4,300 0.815
2T 4,700 3.750 0.025 4.900 3.900 0.122 4.700 3.650 0.145
AT 0.950 0.750 0.322 0.850 1.750 1.000 0.950 -1.060 0.127
Linfocitos
(miles/mm3)

iT 1.000 1.000 0.817 1.250 1.050 0.585 0.850 0.850 0.525
2T 1.000 1.000 0.782 1.150 1.000 0.752 0.950 0.900 0.973
AT 0.150 -0.150 0.294 0.000 -0.100 0.886 0.200 -0.150 0.127
Monocitos
(miles/mm3)

1T 0.300 0.400 0.601 0.500 0.350 0.752 0.200 0.400 0.482
2T 0.650 0.500 0.121 0.600 0.500 0.546 0.700 0.600 0.297
AT 0.300 0.050 0.136 0.000 0.100 0.796 0.450 -0.100 0.070
Eosino6filos
(miles/mm3)

iT 0.100 0.100 0.649 0.100 0.100 1.000 0.100 0.050 0.616
2T 0.000 0.000 0.562 0.000 0.000 0.472 0.100 0.000 0.365
AT 0.000 -0.100 0.577 -0.100 -0.100 0.709 0.000 -0.050 0.441
Basofilos
(miles/mm3)

1T 0.000 0.000 0.090 0.000 0.000 0.709 0.000 0.000 0.616
2T 0.000 0.000 0.823 0.000 0.000 0.546 0.000 0.000 0.714
AT 0.000 0.000 0.360 0.000 0.000 0.796 0.000 0.000 0.297

DTX: docetaxel; Dx: diagnéstico; NR: no respondedores; R: respondedores; 1T: primera toma de muestra; 2T:
segunda toma de muestra; AT: diferencia entre la primera y la segunda toma de muestra. Las comparaciones
entre grupos de respuesta se realizaron mediante la pruba de Mann-Withney.

respondedores y los no respondedores en cuanto a la concentracion de albumina y ACE (p>0.05) (Tabla 10)
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Tabla 9. Comparacion de los RPL y RNL entre grupos de pacientes estratificados de acuerdo con larespuesta

Total Pembrolizumab + DTX DTX
. NR R NR R NR R
Variable 5, n=22 P n=10 n=14 P n=14 n=8 P
Mediana Mediana Mediana  Mediana Mediana Mediana

RPL

1T 249,500 265.333 0.792 240.000 265.333 0.709 290.808 276.500 0.570
2T 288.252 281.111 0.792 286.044 272.484 1.000 318.636 309.333 0.920
RNL

iT 4575 2.679 0.495 4.425 2.477 0.841 5.533 5.111 0.482
2T 5.057 3.850 0.090 4.552 3.314 0.064 5.700 4,458 0.815

DTX: docetaxel; NR: no respondedores; R: respondedores; RPL: razén plaquetas/neutréfilos; RNL: razdn
neutréfilos/linfocitos; 1T: primera toma de muestra; 2T: segunda toma de muestra. Las comparaciones entre
grupos de respuesta se realizaron mediante la pruba de Mann-Withney.

Tabla 10. Comparacion de los valores de albimina y ACE entre grupos de pacientes estratificados de acuerdo
con larespuesta

Total Pembrolizumab + DTX DTX
. NR R NR R NR R
Variable n=24 n=22 P n=10 n=14 P n=14 n=8 P
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
Alblimina
(g/dL)
iT 3.900 3.900 0.580 3.900 3.900 0.931 3.800 3.850 0.714
2T 3.500 3.650 0.691 3.550 3.700 0.709 3.400 3.400 0.920
AT -0.300 -0.250 0.825 -0.400 -0.250 0.752 -0.300 -0.250 1.000
Total Pembrolizumab + DTX DTX
. NR R NR R NR R
Variable n=15 n=19 P n=8 n=13 P n=7 n=6 P
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
ACE
(ng/ml)
iT 12.600 7.790 0.584 12.975 8.680 0.804 6.880 3.405 0.295
2T 11.000 3.760 0.336 13.060 4570 0.750 6.990 2.995 0.233
AT 1.520 -2.080 0.036 3.530 -4.170 0.030 0.830 0.445 0.836

DTX: docetaxel; NR: no respondedores; R: respondedores; ACE: antigeno carcinoembrionario; 1T: primera toma de
muestra; 2T: segunda toma de muestra; AT: diferencia entre la primera y la segunda toma de muestra. Las
comparaciones entre grupos de respuesta se realizaron mediante la pruba de Mann-Withney.
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Con el objetivo de determinar si existian diferencias entre los valores de los diferentes pardmetros evaluados
por biometria hematica y la SLP bajo el tratamiento de segunda linea, los pacientes fueron estratificados en
dos grupos (SLP corta y SLP larga). En el grupo experimental 10 pacientes tuvieron una SLP corta y 14
tuvieron SLP larga, mientras que en el grupo control 12 pacientes tuvieron una SLP corta y 10 tuvieron una
SLP larga (llustracion 7). Antes de iniciar el tratamiento de segunda linea (1T), el conteo absoluto de
eosinofilos fue significativamente mayor en los pacientes con SLP larga con respecto a los pacientes con SLP
corta del grupo experimental (0.100 vs 0.000, p=0.042) (Tabla 11).

No hubo deferencias significativas, antes del inicio del tratamiento de segunda linea, entre los pacientes con
SLP cortay los pacientes con SLP larga en cuanto a la RNL y la RPL (p>0.05) (Tabla 12).

Antes del inicio del tratamiento de primera linea, al considerar a todos los pacientes y a los del grupo
control, las concentraciones de ACE para los pacientes con SLP corta fueron significativamente mayores con
respecto a los pacientes con SLP larga (13.775 vs 5.465, p=0.039; 12.380 vs 1.790, p=0.022). Mientras que
para las concentraciones de albumina no huno diferencias significativas(p>0.05) (Tabla 13).

Con el objetivo de determinar si la concentracion de ACE antes del inicio del tratamiento de segunda
linea es un buen predictor de la SLP, se realiz6 un analisis univariado de regresion logistica binaria,
estratificando la duracion de la SLP en corta y larga segun los puntos de corte establecidos para este estudio.
Ademas, se realiz6 un analisis univariado de regresion de Cox. No se obtuvo una asociacién significativa

(p>0.05) (no se muestran los datos).

Pacientes por tratamiento y SLP
25+

SLP larga
20- Hl SLP corta
»
L 154
[
0
S 104
o
5-
0-
Pembrolizumab + DTX DTX

Tratamiento

llustracion 7. Estratificacién de pacientes por grupo de tratamiento y duracién de la SLP. Los pacientes fueron
estratificados de acuerdo con el tratamiento de segunda linea asignado y la maxima respuesta a este. Cada barra en la grafica
representa un grupo de tratamiento. En negro se representa el nimero de pacientes con SLP corta y en gris se representa el
nimero de pacientes con SLP larga. DTX: docetaxel; SLP: supervivencia libre de progresion.
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Tabla 11. Comparacion de los valores de biometria heméatica entre grupos de pacientes estratificados de
acuerdo con la duracién de la SLP

Total Pembrolizumab + DTX DTX
Variable SLP corta SLPlarga P SLPcorta SLPlarga P SLPcorta SLPlarga P
n=22 n=24 n=10 n=14 n=12 n=10
Plaquetas
(miles/mm3)
1T 268.000 235,500 0.768 258.500 235.500 0.585 285.500 242.000 0.872
2T 290.000 273.500 0.253 352.000 262.500 0.048 256.500 297.500 0.674
AT 26.000 24.000 0.582  16.500 23.000 0.666 33.500 48.000 1.000
Neutrofilos
(miles/mm3)
1T 3.900 3.500 0.768 2.800 3.500 0.841 4.700 3.500 0.180
2T 4.800 3.850 0.118 5.000 4.000 0.285 4.800 3.750 0.314
AT 1.200 0.600 0.531 1.650 0.300  0.285 0.350 1.250 0.974
Linfocitos
(miles/mm3)
1T 0.900 1.050 0.526 1.100 1.050 0.886 0.850 1.050 0.283
2T 1.000 1.000 0.699 1.150 1.000 0.796 0.950 0.900 0.381
AT 0.100 0.000 0.343  -0.100 0.000 0.796 0.150 -0.050 0.254
Monocitos
(miles/mm3)
1T 0.350 0.400 0.700 0.350 0.450 0.709 0.300 0.300 0.722
2T 0.600 0.600 0.486 0.550 0.500 0.472 0.650 0.650 0.821
AT 0.100 0.100 0.529 0.050 0.050 0.886 0.400 0.200 0.923
Eosinéfilos
(miles/mm3)
iT 0.050 0.100 0.599 0.000 0.100 0.042 0.100 0.100 0.974
2T 0.000 0.000 0.843 0.000 0.000 1.000 0.050 0.050 1.000
AT 0.000 -0.100 0.136 0.000 -0.100  0.084 0.000 0.000 0.821
Basofilos
(miles/mm3)
1T 0.000 0.000 0.938 0.000 0.000 0.709 0.000 0.000 0.923
2T 0.000 0.000 0.337 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.418
AT 0.000 0.000 0.400 0.000 0.000 0.709 0.000 0.000 0.722

DTX: docetaxel; SLP: sobrevida libre de progresion; 1T: primera toma de muestra; 2T: segunda toma de muestra; AT:
diferencia entre la primera y la segunda toma de muestra. Las comparaciones entre grupos de duracién de SLP se
realizaron mediante la pruba de Mann-Withney.

Tabla 12. Comparacién de los RPL y RNL entre grupos de pacientes estratificados de acuerdo con la duracién

delaSLP
Total Pembrolizumab + DTX DTX
Variable SLP corta  SLPlarga P SLPcorta SLPlarga P SLP corta SLP larga P
n=22 n=24 n=10 n=14 n=12 n=10

RPL

iT 324.444 223.500 0.121 313.000 225.333 0.285 324.444 211.174 0.254

2T 288.252 281.111 0.159 286.044 229.778 0.341 318.636 309.333 0.418
RNL

1T 4.800 2.917 0.118 2.595 3.500 0.752 6.833 1.703 0.059

2T 5.318 4,139 0.202 4,975 3.707 0.403 5.700 4,458 0.381

DTX: docetaxel; SLP: sobrevida libre de progresién; RPL: razén plaquetas/neutréfilos; RNL: razon
neutréfilos/linfocitos; Dx: diagndstico; 1T: primera toma de muestra; 2T: segunda toma de muestra. Las
comparaciones entre grupos de duracion de SLP se realizaron mediante la pruba de Mann-Withney.
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Tabla 13. Comparacion de los valores de albimina y ACE entre grupos de pacientes estratificados de acuerdo
con laduracién la SLP

Total Pembrolizumab + DTX DTX
. SLP corta SLP larga SLP corta SLP larga SLP corta SLP larga
Variable n=22 n=24 P n=10 n=14 P n=12 n=10 P
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
Alblimina
(g/dL)
1T 3.750 3.900 0.925 3.800 3.900 0.259 3.650 3.900 0.582
2T 3.400 3.700 0.056 3.550 3.700 0.312 3.300 3.700 0.159
AT -0.300 -0.250 0.544 -0.300 -0.350 0.796 -0.300 -0.150 0.228
Total Pembrolizumab + DTX DTX
. SLP corta SLP larga SLP corta SLP larga SLP corta SLP larga
Variable n=15 n=19 P n=8 n=13 P n=7 n=6 P
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
ACE
(ng/ml)
iT 13.775 5.465 0.039 14.880 8.680 0.268 12.380 1.790 0.022
2T 18.550 3.445 0.023 18.550 7.160 0.268 20.070 2.920 0.008
AT 0.660 -0.090 0.217 3.670 -2.080 0.268 0.240 0.600 0.836

ACE: antigeno carcinoembrionario; DTX: docetaxel; SLP: sobrevida libre de progresién; 1T: primera toma de
muestra; 2T: segunda toma de muestra; AT: diferencia entre la primera y la segunda toma de muestra. Las
comparaciones entre grupos de duracién de SLP se realizaron mediante la pruba de Mann-Withney.

EL CONTEO ABSOLUTO DE NEUTROFILOS ES UN PREDICTOR DE LA RESPUESTA

Los resultados de biometria hematica después del cuarto ciclo de la terapia de segunda linea (2T), indican que
el conteo absoluto de eosindfilos es significativamente mayor en el grupo control que en el grupo experimental
(0.050 vs 0.00, p=00.031). Mientras que para los conteos absolutos de plaquetas, neutrofilos, linfocitos,
monocitos y basofilos no hubo diferencias significativas (p>0.05) (Tabla 5).

Al comparar la RNL y la RPL calculadas con base en los valores posteriores al cuarto ciclo del
tratamiento de segunda linea (2T) entre los grupos experimental y control, no hubo diferencias significativas
para ninguna de las razones (p>0.05) (Tabla 6).

No hubo diferencias significativas después del cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea entre los
grupos experimental y control en cuanto a los valores de albumina y ACE (p>0.05) (Tabla 7).

El conteo absoluto de neutrofilos evaluado después del cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea
(2T) fue significativamente mayor en el grupo de no respondedores con respecto al grupo de respondedores
totales (4.700 vs 3.750, p=00.025), sin embargo, al estratificar a los pacientes por grupo de tratamiento se
pierde este efecto (p>0.05). No hubo diferencias significativas en cuanto al conteo absoluto de plaquetas,
linfocitos, monocitos, eosinofilos y basofilos (p>0.05) (Tabla 8).

No se encontraron diferencias significativas, después del cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea,

entre los no respondedores y los respondedores en cuanto a la RNL y la RPL (p>0.05) (Tabla 9).
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Después del cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea no hubo diferencias significativas entre los
respondedores y los no respondedores en cuanto a la concentracion de albumina y ACE (p>0.05) (Tabla 10).

Con el objetivo de determinar si el conteo de neutrofilos, evaluado después de cuarto ciclo del
tratamiento de segunda linea, es un buen predictor de la respuesta a dicho tratamiento, se realizé un analisis
univariado de regresion logistica binaria. Hubo una asociacion significativa entre los niveles de neutrofilos y
la respuesta al tratamiento, en la que los pacientes con un conteo de neutrofilos elevado tienen una menor
probabilidad de responder al tratamiento que aquellos con un conteo de neutréfilos méas bajo (OR=0.685, IC
95%=0.491-0.954, p=0.025). También, con el objetivo de determinar si el conteo de neutréfilos después de
cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea seria un buen predictor de la respuesta a dicho tratamiento
independientemente de otros factores, se realizd un analisis multivariado de regresion logistica binaria, en el
que se incluyeron como covariables al ECOG, edad, estadio clinico de la enfermedad y grupo de tratamiento
asignado. Se obtuvo que la asociacion significativa entre el conteo absoluto de neutréfilos y la respuesta al
tratamiento es independiente de todos los factores incluidos en el analisis (OR=0.642, IC 95%=0.434-0.950,
p=0.027) (Tabla 14).

Tabla 14. Andlisis multivariado de regresién logistica binaria para predecir la respuesta en funcién del conteo
absoluto de neutréfilos

Variable OR (95% IC) P
Neutrofilos (2T) 0.642 (0.434-0.950) 0.027
ECOG 0.579 (0.025-13.155) 0.733
Edad 0.957 (0.901-1.016) 0.149
Estadio clinico 1.562 (0.185-13.155) 0.682

Grupo de tratamiento 0.402 (0.100-1.621)  0.200

OR: razon de momios; IC: intervalo de confianza; ECOG:
escala de calidad de vida segin el Eastern Cooperative
Oncology Group; 2T: segunda toma de muestra.

EL CONTEO ABSOLUTO DE PLAQUETAS ES UN PREDICTOR DE LA SLP

El conteo absoluto de plaquetas, evaluado al cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea (2T), fue
significativamente menor en los pacientes con SLP larga con respecto a los pacientes con SLP corta del grupo
experimental (262.500 vs 352.000, p=0.048) (Tabla 11).

Con el objetivo de determinar si el conteo de plaquetas después de cuarto ciclo del tratamiento de
segunda linea es un buen predictor de la duracion de la SLP bajo dicho tratamiento para el grupo experimental,
se realizo un analisis univariado de regresion logistica binaria. Se obtuvo una asociacion significativa entre el
conteo absoluto de plaguetas y la SLP, en la que los pacientes con un conteo de plaquetas elevado tienen una
menor probabilidad de pertenecer al grupo de SLP larga que aquellos con un conteo de plaquetas mas bajo
(OR=0.987, IC 95%=0.976-0.999, p=0.037).
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Adicionalmente, con el objetivo de determinar si el conteo de plaquetas, después de cuarto ciclo del
tratamiento de segunda linea, es un buen predictor de la duracion de la SLP, como una variable de tiempo
continua; bajo dicho tratamiento para el grupo experimental, se realizé un andlisis univariado de regresion de
Cox. Se obtuvo una asociacion significativa entre el conteo absoluto de plaquetas y la SLP, en la que los
pacientes con un conteo de plaquetas elevado tienen una mayor probabilidad de progresar en un momento de
tiempo determinado que aquellos con un conteo de plaquetas méas bajo (HR=1.006, IC 95%=1.000-1.011,
p=0.040).

Posteriormente, para evaluar si la asociacion entre el conteo absoluto de plaquetas y la SLP es lineal,
se dividié a los pacientes en cuatro grupos segun los cuartiles de conteo absoluto de plaquetas. Se obtuvo una
asociacion significativa entre el conteo absoluto de plaquetas y la SLP para los cuartiles 2, 3 y 4 (HR=0.097,
IC 95%=0.016-0.585, p=0.011; HR=0.123, IC 95%=0.021-0.722, p=0.020; p=0.035) pero no para el cuartil 1
(p>0.05). No se observé una asociacion lineal entre el conteo absoluto de plaquetas y la duracion de la SLP
(Hustracién 8).
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llustracion 8. Funcion de riesgo para el conteo absoluto de plaguetas por cuartiles. Cada linea representa la funcion
de riesgo acumulado de progresar en un momento determinado de tiempo dado un intervalo de valores del conteo absoluto de
plaquetas, evaluado al cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea con pembrolizumab en combinacién con docetaxel. HR:
razén de riesgo instantaneo.
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Debido a que la asociacion no fue lineal, se dividid a los pacientes en dos grupos segun el conteo
absoluto de plaquetas (alto y bajo) utilizando como punto de corte el cuartil 3, y se realizdé un analisis de
supervivencia a traves del método de Kaplan-Meier. El andlisis confirmo que existe una diferencia significativa
en laduracion de la SLP entre los grupos de pacientes con un conteo de plaquetas alto y bajo (<332) (HR=0.163,
IC 95%=0.045-0.583, p=0.002) (llustracion 9).
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90 HR, 0.163
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Plaquetas bajas 18 18 14 13 10 8 6 6 5
Plaquetas altas 6 6 1 0 0 0 0 0 0

llustracién 9. Gréfica Kaplan-Meier de supervivencia en funcién del conteo de plaquetas alto o bajo. Cada linea
representa la funcion de riesgo acumulado de progresar en un momento determinado de tiempo dado un conteo absoluto de
plaquetas bajo (<332) o alto, evaluado al cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea con pembrolizumab en combinacion
con docetaxel. Azul: curva de supervivencia libre de progresion en funcién del conteo bajo de plaquetas. Rojo: curva de
supervivencia libre de progresion en funcién del conteo alto de plaquetas. SLP: supervivencia libre de progresion; HR; razén
de probabilidad instantanea; IC: intervalo de confianza.

Tambien, con el objetivo de confirmar el valor predictivo del punto de corte establecido para el conteo
de plaquetas, se realizd un andlisis univariado de regresion de Cox. Se obtuvo que los pacientes, bajo el
tratamiento de pembrolizumab en combinacion con DTX, con un conteo absoluto de plaquetas bajo (<332)
tienen una menor probabilidad de progresar en un momento de tiempo determinado que aquellos pacientes con
un conteo absoluto de plaquetas alto (HR=0.163, IC 95%=0.045-0.583, p=0.005).

Adicionalmente, con el objetivo de determinar si el conteo de plaquetas después de cuarto ciclo del
tratamiento de pembrolizumab en combinacién con DTX en segunda linea es un buen predictor de la duracion

35



de la SLP bajo dicho tratamiento, independientemente de otros factores, se realizé un andlisis multivariado de
regresion de Cox, en el que se incluyeron como covariables al ECOG, edad y estadio clinico de la enfermedad.
Se obtuvo que la asociacion significativa entre el conteo absoluto de plaquetas y la duracion de la SLP es
independiente de todos los demas factores incluidos en el anélisis (HR=0.166, IC 95%=0.042-0.659, p=0.011)
(Tabla 15).

Tabla 15. Analisis multivariado de regresion de Cox para predecir la duracion de la SLP en funcién del conteo
absoluto de plaquetas alto o bajo

Variable HR (95% IC) P
Plaquetas (2T) 0.166 (0.042-0.658) 0.011
ECOG 1.786 (0.213-14.958) 0.593
Edad (afios) 0.994 (0.947-1.042) 0.789
Estadio clinico 0.000 (0.000) 0.989

HR: razon de riesgo instantaneo; IC: intervalo de
confianza; 2T: segunda toma de muestra.

No hubo diferencias significativas entre los pacientes con SLP corta y los pacientes con SLP larga al cuarto
ciclo del tratamiento de segunda linea (2T) en cuanto a la RPL y a la RNL (p>0.05) (Tabla 12).

Después del cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea, al considerar a todos los pacientesy a los del
grupo control, las concentraciones de ACE son significativamente mayores en los pacientes con SLP corta con
respecto a los pacientes con SLP larga (18.550 vs 3.445, p=0.023; 20.070 vs 2.920, p=0.008). Mientras que
para las concentraciones de albumina no hubo diferencias significativas(p>0.05) (Tabla 13).

Con el objetivo de determinar si la concentracion de ACE después del cuarto ciclo del tratamiento de
segunda linea es un buen predictor de la SLP, se realizé un analisis univariado de regresion logistica binaria,
estratificando la duracion de la SLP en corta y larga segln los puntos de corte establecidos para este estudio.
Ademas, se realiz6 un analisis univariado de regresion de Cox. No se obtuvo una asociacion significativa

(p>0.05) (no se muestran los datos).

LA DINAMICA DE LA CONCENTRACION DE ACE ES DIFERENTE ENTRE LOS
RESPONDEDORES Y LOS NO RESPONDEDORES

No hubo diferencias significativas entre el grupo experimental y el grupo control para la AT en cuanto al conteo
absoluto de plaquetas, neutrdfilos, linfocitos, monocitos, eosinofilos y basofilos (p>0.05) (Tabla 5). Tampoco
hubo diferencias significativas entre el grupo experimental y el grupo control en cuanto a la AT de la
concentracion de albumina y de la de ACE (p>0.05) (Tabla 7).

No hubo diferencias significativas entre los no respondedores y los respondedores para la AT en cuanto

al conteo absoluto de plaguetas, neutrofilos, linfocitos, monocitos, eosinofilos y basofilos (p>0.05) (Tabla 8).
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Al considerar a todos los pacientes y al grupo experimental, la AT de la concentraciéon de ACE es
significativamente menor en los pacientes respondedores con respecto a los no respondedores (-2.080 vs 1.520,
p=0.036; -4.170 vs 3.530, p=0.030) (Tabla 10). Mientras que para la AT de la concentracion de albiumina no
hubo diferencias significativas.

No hubo diferencias significativas entre los pacientes con SLP corta y los pacientes con SLP larga para
la AT en cuanto al conteo absoluto de plaquetas, neutrofilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos y basofilos
(p>0.05) (Tabla 11). Tampoco hubo diferencias significativas entre los pacientes con SLP cortay los pacientes

con SLP larga en cuanto a la AT de la concentracion de albiumina y de la de ACE (p>0.05) (Tabla 13).

EXISTEN DIFERENCIAS EN EL INMUNOFENOTIPO ENTRE LOS GRUPOS DE TRATAMIENTO

Con el objetivo de caracterizar de manera mas exhaustiva a las poblaciones de células del sistema inmunoldgico
circulantes en sangre periférica se realizé la inmunofenotipificacion mediante tincion de inmunofluorescencia
extracelular por citometria de flujo. Tanto los porcentajes, como las intensidades medias de fluorescencia
(MFI) de los marcadores, de las diferentes poblaciones evaluadas por citometria de flujo en cada grupo se
encuentran resumidos en la Tabla A 2. Al cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea el valor fue
significativamente menor en el grupo experimental con respecto al grupo control para las siguientes variables:
porcentaje de linfocitos T citotoxicos con expresion de PD-1 (CD3+ CD8+ PD-1+) (2.065 vs 17.1, p=0.037),
porcentaje de linfocitos T con expresion de PD-1 (CD3+CD8+) (0.615 vs 2.885, p=0.016), MFI de PD-1 en
los linfocitos T con expresion de PD-1 (CD+PD1+) (634.000 vs 690.500, p=0.037), porcentaje de linfocitos
cooperadores T regulatorios (CD3+CD4+CCR4+CD25+PD-1+) (96.2 vs 99.9, p=0.024), porcentaje de células
dendriticas plasmocitoides con expresion de PD-1 (CD3-CD19-CD14-CD20-HLA-DR+CD11c-CD123+PD-
1+) (5.025 vs 11.350, p=0.037) y porcentaje de neutrdfilos con expresion de PD-1 (CD3- CD19-CD14-CD20-
CD16+CD66b+PD-1+) (6.225 vs 10.875, p=0.037) (Tabla 16).

EXISTEN DIFERENCIAS EN EL INMUNOFENOTIPO ENTRE LOS RESPONDEDORES Y LOS
NO RESPONDEDORES

Al considerar a todos los pacientes, los valores obtenidos mediante citometria de flujo fueron
significativamente mayores en los no respondedores con respecto a los respondedores, antes del inicio del
tratamiento de segunda linea, para las siguientes variables: porcentaje de linfocitos T citotdxicos de memoria
central (CD3+CD8+CCR7+CD45RA-) (0.32 vs 0.00, p=0.024), porcentaje de linfocitos B virgenes con
expresion de PD-1 (CD3-CD19+CD20-CD27-CD38-PD-1+) (3.84 vs 0.11, p=0.042), porcentaje de linfocitos
cooperadores Th2 (CD3+CD4+CCR6-CXCR3-CCR4+ IL4R+) (29.00 vs 18.70, p=0.042), porcentaje de

linfocitos cooperadores Th2 activos (CD3+CD4+CCR6-CXCR3-CCR4+ ILAR+HLA-DR+) (15.70 vs 5.62,
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p=0.042) y porcentaje de neutrdfilos con expresion de PD-1 (CD3-CD19-CD14-CD20-CD16+CD66b+PD-1+)
(7.64 vs 2.78, p=0.042) (Tabla 17).

El valor obtenido mediante citometria de flujo fue significativamente menor en los no respondedores
con respecto a los respondedores, antes del inicio del tratamiento de segunda linea, para la variable MFI de
PD-1 en los linfocitos T con expresion de PD-1 (646 vs 761, p=0.019) (Tabla 17).

Los valores obtenidos mediante citometria de flujo fueron significativamente mayores en los no
respondedores con respecto a los respondedores, al cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea, para las
siguientes variables: porcentaje de linfocitos T cooperadores de memoria efectora inactiva con expresion de
PD-1 (CD3+CD4+CCR7-CD45RA-CD38-HLA-DR-PD-1+) (1.15 vs 0.00, p=0.032), porcentaje de linfocitos
T cooperadores de memoria efectora con expresion de PD-1 (CD3+CD4+CCR7-CD45RA-PD-1+) (1.06 vs
0.00, p=0.021), linfocitos T cooperadores con expresion de PD-1 (CD3+CD4+PD-1+) (1.00 vs 0.00, p=0.021),
linfocitos cooperadores Thl inactivos con expresion de PD-1 (CD3+CD4+CXCR3+CCR6-IFN-R+IL-
12R+HLA-DR-PD-1+) (6.67 vs 0.00, p=0.046), linfocitos cooperadores Thl con expresion de PD-1
(CD3+CD4+CXCR3+CCR6-IFN-R+IL-12R+PD-1+) (6.90 vs 0.00, p=0.021), porcentaje de linfocitos
cooperadores Thl con expresién de PD-1 (CD3+CD4+CXCR3+CCR6-PD-1+) (3.95 vs 0.65, p=0.027),
porcentaje de linfocitos cooperadores Thl con expresion de PD-L1 (CD3+CD4+CXCR3+CCR6-PD-L1+)
(1.17 vs 0.35, p=0.041), porcentaje de linfocitos cooperadores Th2 con expresion de PD-L1
(CD3+CD4+CXCR3-CCR6-PD-L1+) (0.63 vs 0.00, p=0.024), porcentaje de linfocitos T cooperadores
reguladores de memoria activos con expresion de PD-1 (CD3+CD4+CCR4+CD25+CD127hiCD45RO+HLA-
DR+PD-1+) (33.3 vs 0.00, p=0.046), porcentaje de linfocitos T cooperadores reguladores virgenes inactivos
con expresion de PD-1 (CD3+CD4+CCR4+CD25+CD127l1owCD45RO+HLA-DR-PD-1+) (2.17 vs 0.0,
p=0.015), porcentaje de linfocitos T cooperadores reguladores virgenes con expresion de PD-1
(CD3+CD4+CCR4+CD25+CD127lowCD45R0O+PD-1+) (1.71 vs 0.00, p=0.021), porcentaje de linfocitos T
cooperadores reguladores con expresion de PD-1 (CD3+CD4+CCR4+CD25+CD45+PD-1+) (4.51 vs 0.59,
p=0.041), porcentaje de linfocitos T cooperadores reguladores con expresion de PD-L1
(CD3+CD4+CCR4+CD25+CD45+PD-L1+) (0.75 vs 0.00, p=0.047), porcentaje de células NK con expresion
de PD-1 (CD3+CD19-CD20-CD14-CD16+CD161+CD56+PD-1+) (13.4 vs 3.12, p=0.012) y porcentaje de
monocitos con expresion de PD-1 (CD3+CD19-CD20-CD14+PD-1+) (4.94 vs 0.00, p=0.015) (Tabla 17).

Los valores obtenidos mediante citometria de flujo fueron significativamente menores en los no
respondedores con respecto a los respondedores, antes del inicio del tratamiento de segunda linea, para la
variable porcentaje de células dendriticas mieloides con expresion de PD-1 (CD3-CD19-CD14-CD20-HLA-
DR+CD11c+CD123-PD-1+) (0.00 vs 0.47, p=0.034) (Tabla 17).
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Los valores obtenidos mediante citometria de flujo fueron significativamente mayores en los no
respondedores con respecto a los respondedores, al cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea, para las
siguientes variables: MFI de PD-L1 de los linfocitos B de memoria que expresan PD-L1 (CD3-
CD19+CD20+PD-L1+) (293 vs 253, p=0.046), porcentaje de linfocitos T cooperadores Thl activos con
expresion de PD-L1 (CD3+CD4+CXCR3+CCR6-IFN-R+IL-12R+HLA-DR+PD-L1+) (5.88 vs 0.00, p=0.48),
porcentaje de linfocitos T cooperadores Thl7 (CD3+CD4+CCR6+CXCR3IL-6R+) (100.00 vs 50.00,
p=0.043), porcentaje de linfocitos T  cooperadores reguladores de memoria  activos
(CD3+CD4+CCR4+CD25+CD127hiCD45RO+HLA-DR+) (28.60 vs 10.20, p=0.046), porcentaje de
linfocitos T  cooperadores  reguladores de  memoria con  expresion de  PD-L1
(CD3+CD4+CCR4+CD25+CD127hiCD45RO+PD-L1+) (7.14 vs 0.00, p=0.46), porcentaje de linfocitos T
cooperadores reguladores virgenes inactivos con expresion de PD-1
(CD3+CD4+CCR4+CD25+CD127lowCD45RO+HLA-DR-PD-1+) (1.56 vs 0.00, p=0.046), porcentaje de
linfocitos T cooperadores reguladores con expresion de PD-L1 (CD3+CD4+CCR4+CD25+CD45+PD-L1+)
(0.75 vs 0.00, p=0.046) y porcentaje de monocitos con expresion de PD-1 (CD3+CD19-CD20-CD14+PD-1+)
(3.03 vs 0.00, p=0.046) (Tabla 17).

El valor obtenido mediante citometria de flujo fue significativamente menor en los no respondedores
con respecto a los respondedores ,al cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea, para la variable porcentaje
de células plasmaticas con expresion de PD-1 (CD3-CD19+CD20-CD27+CD38+PD-1+) (0.00 vs 0.33,
p=0.034) (Tabla 17).

No se realizd la comparacion entre los no respondedores y los respondedores dentro del grupo de
tratamiento control porque la n result6 ser muy pequefia para los no respondedores.

Con el objetivo de determinar si las variables que mostraron una diferencia significativa entre los no
respondedores y los respondedores son un buen predictor de la respuesta al tratamiento de segunda linea, se
realizé un analisis univariado de regresion logistica binaria con cada una de ellas. No se obtuvo una asociacion

significativa para ninguna de las variables (p>0.05) (no se muestran los datos).

EXISTEN DIFERENCIAS EN EL INMUNOFENOTIPO ENTRE LOS PACIENTES CON SLP
CORTAY SLP LARGA

Al considerar a todos los pacientes los valores obtenidos mediante citometria de flujo fueron significativamente
mayores en los pacientes con SLP corta con respecto a los pacientes con SLP larga, antes del inicio del
tratamiento de segunda linea, para las siguientes variables: porcentaje de linfocitos (40.50 vs 23.07, p=0.017),
porcentaje de linfocitos T cooperadores de memoria central (CD3+CD4+CCR7+CD45RA-) (0.29 vs 0.00,
p=0.030), porcentaje de linfocitos T citotoxicos efectores activos (CD3+CD8+CCR7-CD45RA+CD38+HLA-
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DR+) (2.91 vs 0.00, p=0.030), porcentaje de linfocitos B de memoria (CD3-CD19+CD20+) (15.55 vs 1.94,
p=0.027), porcentaje de linfocitos T cooperadores (CD3+CDA4+) (42.30 vs 14.51, p=0.042), porcentaje de
linfocitos T cooperadores con expresion de PD-L1 (CD3+CD4+PD-L1+) (0.97 vs 0.25, p=0.026), linfocitos T
cooperadores Thl con expresion de PD-L1 (CD3+CD4+CXCR3+CCR6-IFN-R+IL-12R+PD-L1+) (0.75 vs
0.00, p=0.30), linfocitos T cooperadores Th1 con expresion de PD-L1 (CD3+CD4+CXCR3+CCR6-PD-L1+)
(0.96 vs 0.00, p=0.14), porcentaje de linfocitos T cooperadores reguladores virgenes activos con expresion de
PD-1 (CD3+CD4+CCR4+CD25+CD127lowCD45RO+HLA-DR+PD-1+) (2.44 vs 0.00, p=0.030), porcentaje
de leucocitos (81.50 vs 61.60, p=0.042), porcentaje de células NK con expresion de PD-L1 (CD3-CD19-CD20-
CD14-CD56+CD16+ CD161+PD-L1+) (0.83 vs 0.00, p=0.019) y porcentaje de leucocitos con expresion de
PD-L1 (PD-L1+) (0.40 vs 0.04, p=0.027) (Tabla 18).

Los valores obtenidos mediante citometria de flujo fueron significativamente menores en los pacientes
con SLP corta con respecto a los pacientes con SLP larga, antes del inicio del tratamiento de segunda linea,
para las siguientes variables: MFI de PD-1 de linfocitos T con expresiéon de PD-1 (CD3+PD-1+) (646.50 vs
762.50, p=0.042), porcentaje de células plasmaticas (CD3-CD19+CD20-) (32.85 vs 46.60, p=0.042) y
porcentaje de neutrofilos (CD3-CD19-CD14-CD20-) (7.80 vs 97.35, p=0.027) (Tabla 18).

Los valores obtenidos mediante citometria de flujo fueron significativamente mayores en los pacientes
con SLP corta con respecto a los pacientes con SLP larga, al cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea, para
las siguientes variables: porcentaje de linfocitos (37.35 vs 26.62, p=0.027), porcentaje de linfocitos T
cooperadores de memoria efectora inactivos con expresion de PD-1 (CD3+CD4+CCR7-CD45RA-CD38-
HLA-DR-PD-1+) (0.091 vs 0.00, p=0.031), porcentaje de linfocitos T cooperadores de memoria efectora con
expresion de PD-1 (CD3+CD4+CCR7-CD45RA-PD-1+) (0.99 vs 0.00, p=0.047), porcentaje de linfocitos T
cooperadores con expresion de PD-1 (CD3+CD4+PD-1+) (0.96 vs 0.00, p=0.047), porcentaje de linfocitos T
citotoxicos efectores activos (CD3+CD8+CCR7-CD45RA+CD38+HLA-DR+) (5.57 vs 0.00, p=0.030),
porcentaje de linfocitos B de memoria activa con expresion de PD-L1 (CD3-CD19+CD20+CD27+IgD+PD-
L1+) (2.17 vs 0.00, p= 0.030), porcentaje de linfocitos B de memoria con expresion de PD-L1 (CD3-
CD19+CD20+PD-L1+) (1.74 vs 0.28, p=0.042), porcentaje de linfocitos T cooperadores Thl inactivos con
expresion de PD-1 (CD3+CD4+CXCR3+CCR6-IFN-R+IL-12R+HLA-DR-PD-1+) (4.11 vs 0.00, p=0.030),
porcentaje de expresion de linfocitos T cooperadores Thl7 inactivos (CD3+CD4+CCR6+CXCR3IL-
6R+HLA-DR-) (29.15 vs 0.00, p=0.030) y linfocitos T cooperadores reguladores virgenes con expresion de
PD-1 (CD3+CD4+CCR4+CD25+CD127lowCD45R0O+PD-1+) (1.46 vs 0.00, p=0.047) (Tabla 18).

Los valores obtenidos mediante citometria de flujo fueron significativamente menores en los pacientes
con SLP corta con respecto a los pacientes con SLP larga, al cuarto ciclo del tratamiento de segunda linea, para
las siguientes variables: porcentaje de linfocitos T cooperadores Th2 inactivos (CD3+CD4+CCR6-CXCR3-

40



CCR4+ ILAR+HLA-DR-) (78.35 vs 93.45, p=0.027) y MFI de PD-1 de leucocitos con expresion de PD-1
(CD3-CD19-PD-1+) (917.50 vs 1044.00, p=0.017) (Tabla 18).
No se realiz6 la comparacion entre los pacientes con SLP corta y SLP larga dentro de los grupos de

tratamiento porque la n resultoé ser muy pequefia para los subgrupos.

Tabla 16. Comparacion de los valores de citometria de flujo entre grupos de tratamiento

Pembrolizumab +

Variable Total (N=12) DTX (n=6) DTX (n=6) p
Mediana (min-max) Mediana (min-max) Mediana (min-max)

CTL PD-1* (%)
2T 3.865(0.68-22.7) 2.065(0.68-11.5) 17.1(1.56-22.7) 0.037
Linfocitos T PD-1 (%)
2T 1.315(0.4-23.4) 0.615(0.4-3.27) 2.885(1.29-23.4) 0.016
Linfocitos T PD-1 (MFI)
2T 645.5(561-2413) 634(561-656) 690.5(639-2413) 0.037
Treq (%)
2T 98.4(80-100) 96.2(80-99.2) 99.9(98.2-100) 0.024
CD plasmocitoides PD-1* (%)
2T 9.365(0-31) 5.025(0-23.5) 11.35(9.29-31) 0.037
Neutrofilos PD-1* (%)
2T 9.27(2.78-29.5) 6.225(2.78-19.6) 10.875(9.14-29.5) 0.037

DTX: docetaxel; Min: minimo; Max: maximo; MFI: intensidad media de fluorescencia; CTL: linfocitos T
citotdxicos; reg: regulatorios; CD: células dendriticas. Las comparaciones entre grupos de tratamiento se
realizaron mediante la pruba de Mann-Withney.
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Tabla 17. Comparacién de los valores de citometria de flujo entre grupos de pacientes estratificados de acuerdo con la respuesta

Pembrolizumab + DTX

. NR R NR R
Variable n=7 n=5 P n=3 n=3 P
Mediana (min-max) [ Mediana (min-max) Mediana (min-max) [ Mediana (min-max)
Linfocitos Them inactivos PD-1+ (%)
1T 1.64(0-3.74) 0(0-1.34) 0.098 0.28(0.18-2.33) 0(0-0.37) 0.268
2T 1.15(0-33.3) 0(0-0.39) 0.032 0.36(0-0.68) 0.22(0-0.39) 0.658
Linfocitos Them PD-1+ (%)
1T 1.69(0-3.75) 0.47(0-2.92) 0.368 0.34(0.17-2.22) 0.47(0-0.87) 0.827
2T 1.06(0-33.3) 0(0-0.46) 0.021 0.62(0-0.93) 0.21(0-0.46) 0.376
Linfocitos Tn PD-1+ (%)
1T 1.79(0-4.24) 0.49(0-2.92) 0.515 0.4(0.16-2.22) 0.49(0.26-0.83) 0.827
2T 1(0-33.3) 0(0-0.33) 0.021 0.62(0-0.92) 0.25(0-0.33) 0.376
CTL de memoria central (%)
1T 0.32(0-8.33) 0(0-0) 0.024 0.18(0-0.32) 0(0-0) 0.121
2T 0(0-1.56) 0(0-0) 0.212 0(0-0) 0(0-0) 1.000
Linfocitos T PD-L1+ (MFI)
1T 646(556-677) 761(647-1300) 0.019 662(592-677) 761(647-1300) 0.275
2T
MBC PD-L1+ (MFI)
1T
2T 262(222-338) 236(204-253) 0.088 293(262-338) 253(236-253) 0.046
Células plasmaticas PD-1+ (%)
1T
2T 0(0-9.55) 0.33(0-0.5) 0.208 0(0-0) 0.33(0.33-0.5) 0.034
Linfocitos B virgenes PD-1+ (%)
1T 3.84(0.07-7.26) 0.11(0.06-1.64)  0.042 1.87(0.36-3.84) 0.11(0.06-0.15)  0.050
2T 0.9(0.14-6.76) 0.19(0.08-4.67) 0.062 0.9(0.25-4.95) 0.11(0.08-0.2) 0.050
Linfocitos Th1 activos PD-L1+ (%)
1T 0(0-7.14) 0(0-4.76) 0.385 0(0-5.56) 0(0-4.76) 0.796
2T 3.7(0-16.7) 0(0-5.88) 0.311 5.88(5-16.7) 0(0-2.04) 0.046
Linfocitos Th1 inactivos PD-1+ (%)
1T 2.38(0-12) 1.43(0-5.71) 0.567  0.93(0.88-2.38) 1.43(0-4.85) 0.827
2T 6.67(0-16.6) 0(0-0.82) 0.046 1.56(0-6.67) 0(0-0.82) 0.246
Linfocitos Th PD-1+ (%)
1T 1.92(0-10) 1.31(0-7.89) 0.368 1.57(1.52-1.92) 1.31(0-5.52) 0.513
2T 6.9(0-17.4) 0(0-1.06) 0.021 3.92(1.19-8.06) 0.8(0-1.06) 0.050
Linfocitos Th2 (%)
1T 29(20.5-50) 18.7(0-29.4) 0.042 23.7(20.5-32.9) 18.7(0-22) 0.127
2T 25(0-33.3) 24.3(20-33.3) 0.807 24.2(22.4-27) 22.4(20-24.3) 0.376
Linfocitos Thz activos (%)
1T 15.7(9.09-100) 5.62(0-18.6) 0.042 23.5(14.1-27.9) 5.62(0-18.6) 0.127
2T 19.1(0-27.3) 6.6(0-22.4) 0.220 19.1(13.1-20.9) 6.6(0-22.4) 0.513
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Total Pembrolizumab + DTX
. NR R NR R
Variable n=7 n=5 P n=3 n=3 P
Mediana (min-max) [ Mediana (min-max) Mediana (min-max) [ Mediana (min-max)
Linfocitos Thi7 (%)
1T 87.5(0-100) 50(0-100) 0.497 60(50-100) 50(0-100) 0.500
2T 85.7(0-100) 50(0-87.5) 0.083 100(60-100) 50(0-50) 0.043
Treg de memoria activos (%)
1T 25(0-33.3) 0(0-26.7) 0.069  27.5(14.8-33.3) 0(0-26.7) 0.121
2T 28.6(0-40) 10.2(0-26.7) 0.060 28.6(28.6-40) 10.2(0-26.7) 0.046
Treg de memoria activos PD-1+ (%)
1T 0(0-33.3) 0(0-100) 0.786 0(0-21.4) 0(0-25) 0.796
2T 33.3(0-100) 0(0-20) 0.046 33.3(0-50) 0(0-20) 0.246
Treg de memoria PD-L1+ (%)
iT 0(0-7.84) 0(0-6.67) 0.499 0(0-7.84) 0(0-6.67) 0.796
2T 6.67(0-33.3) 0(0-6.25) 0.069  7.14(6.67-14.3) 0(0-2.04) 0.046
Treg Virgenes inactivos PD-1+ (%)
1T 0.62(0-3.8) 0.69(0-2.99) 0.933 0(0-0.62) 0.69(0-1.32) 0.246
2T 2.17(0-8.74) 0(0-0.53) 0.015  1.56(1.48-2.17) 0(0-0.53) 0.046
Treg Virgenes PD-1+ (%)
1T 0.75(0-3.75) 0.92(0-2.74) 0.934 0.49(0-0.75) 0.92(0-1.53) 0.376
2T 1.71(0-9.57) 0(0-0.69) 0.021  1.22(1.16-1.71) 0.58(0-0.69) 0.050
Treg PD1+ (%)
iT 1.97(0-6.21) 1.23(0-6.02) 0.462  1.45(0.85-1.97) 1.23(0-2.08) 0.827
2T 4.51(0-18.4) 0.59(0-1.59) 0.041  3.11(1.14-4.51) 1.02(0-1.59) 0.127
Treg PD-L1+ (%)
1T 0(0-0.93) 0(0-0.46) 0.526 0(0-0.88) 0.25(0-0.46) 0.817
2T 0.75(0-1.69) 0(0-0.59) 0.047  0.75(0.38-1.04) 0(0-0.2) 0.046
Células NK PD-1+ (%)
1T 8.74(0-26.8) 4.84(0-12.5) 0.329 8.31(3.2-26.8) 5.35(1.22-12.5) 0.513
2T 13.4(5.58-30.2) 3.12(0-8.74) 0.012  10.1(5.58-20.7) 3.12(0-5.82) 0.127
CD mieloides PD-1+ (%)
1T 0(0-18) 1.75(0.47-16.7)  0.109 0(0-0) 0.47(0.47-16.7) 0.034
2T 0.47(0-8.14) 0.78(0-7.89) 0.620 0(0-0.48) 0.44(0-7.89) 0.487
Neutrofilos PD-1+ (%)
iT 7.64(2.84-16.9) 2.78(0-6.45) 0.042  7.64(2.84-16.9) 2.78(1.25-6.45) 0.127
2T 12.1(4.68-29.5) 7.69(2.78-9.4) 0.062 8.6(4.68-19.6) 4.76(2.78-7.69) 0.275
Monocitos PD-1+ (%)
iT 1.75(0-20) 0(0-0) 0.053 1.75(0-11.1) 0(0-0) 0.121
2T 4.91(0-50) 0(0-0.42) 0.015 3.03(0.55-50) 0(0-0.42) 0.046

DTX: docetaxel; Min: minimo; Max: m&ximo; MFI: intensidad media de fluorescencia; n: cooperadores; «m: memoria efectora; CTL: linfocitos T
citotdxicos; MBC células B de memoria; rq: regulatorios; NK; asesinas naturales; CD: células dendriticas. Las comparaciones entre grupos de
tratamiento se realizaron mediante la pruba de Mann-Withney.
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Tabla 18. Comparacién de los valores de citometria de flujo entre grupos de pacientes estratificados de acuerdo con la duracion de la SLP

Total
Variable SLP corta (n=8) SLP larga (n=4) P
Mediana (min-max) | Mediana (min-max)
Linfocitos (%)
1T 40.5(22.65-54.1) 23.075(18.2-30.8) 0.017
2T 37.35(25.45-52.8) 26.625(19.7-35)  0.027
Linfocitos Them (%)
1T 0.295(0-1.21) 0(0-0) 0.030
2T 0.52(0-1.42) 0(0-1.2) 0.291
Linfocitos Them inactivos PD-1+ (%)
1T 0.325(0-3.74) 0.67(0-2.33) 0.604
2T 0.915(0-33.3) 0(0-0.36) 0.031
Linfocitos Them PD-1+ (%)
1T 0.405(0-3.75) 1.545(0-2.92) 0.732
2T 0.995(0-33.3) 0(0-0.62) 0.047
Linfocitos Th PD-1+ (%)
1T 0.445(0-4.24) 1.525(0-2.92) 0.799
2T 0.96(0-33.3) 0(0-0.62) 0.047
CTL efectores activos (%)
1T 2.91(0-18.8) 0(0-0) 0.030
2T 5.57(0-24.8) 0(0-0) 0.030
Linfocitos T PD-L1+ (MFI)
1T 646.5(556-761) 762.5(662-1300) 0.042
2T
MBC (%)
1T 15.55(3.26-41.2) 1.94(1.22-5.54)  0.027
2T 14.1(7.49-42.3) 9.085(4.99-17.4)  0.126
MBC activos PD-L1+ (%)
1T 1.28(0-3.62) 0.945(0-5.56) 0.863
2T 2.17(0-5.88) 0(0-0) 0.030
MBC PD-L1+ (%)
1T 0.91(0-1.67) 0.88(0.68-3.09) 0.497
2T 1.745(0.09-2.47) 0.285(0.1-0.79) 0.042
Células plasmaticas (%)
1T 32.85(16.6-51.2) 46.6(41-51.3) 0.042
2T 35.7(16.3-42.6) 42.65(28.2-47.2) 0.174
Linfocitos T (%)
1T 42.3(2.4-57) 14.515(0.93-41)  0.042
2T 42.2(1.85-57.5) 14.24(3.61-55.9)  0.308
Linfocitos Tnh PD-L1+ (%)
1T 0.97(0-1.63) 0.255(0-0.62) 0.026
2T 1.225(0-2.28) 0.365(0-2.15) 0.231

44



Total

Variable SLP corta (n=8) SLP larga (n=4) P
Mediana (min-max) [ Mediana (min-max)

Linfocitos Thi inactivos PD-1+ (%)
1T 2.505(0-12) 1.19(0-5.71) 0.392
2T 4.115(0-16.6) 0(0-0) 0.030
Linfocitos Th1 PD-1+ (%)
1T 2.855(0-10) 0.96(0-7.89) 0.392
2T 4.045(0-17.4) 0(0-3.92) 0.069
Linfocitos Th1 PD-L1+ (%)
1T 0.75(0-3.45) 0(0-0) 0.030
2T 1.52(0-2.98) 0.52(0-5.88) 0.604
Linfocitos Th2 inactivos (%)
1T 85.1(0-94.4) 36.05(0-90) 0.171
2T 78.35(0-93.4) 93.45(86.4-100)  0.027
Linfocitos Thiz inactivos (%)
1T 0(0-100) 0(0-20) 0.613
2T 29.15(0-100) 0(0-0) 0.030
Treg Virgenes activos PD-1+ (%)
1T 2.44(0-3.57) 0(0-0) 0.030
2T 0.895(0-12.7) 0(0-0) 0.106
Treg Virgenes PD-1+ (%)
1T 1.065(0-3.75) 0(0-2.74) 0.195
2T 1.465(0-9.57) 0(0-1.16) 0.047
Leucocitos (%)
1T 81.05(52.7-88.6) 61.6(53.7-68) 0.042
2T 82.3(65.3-94.3) 69.35(58.9-74.4) 0.074
Células NK PD-L1 (%)
1T 0.83(0-8.33) 0(0-0.17) 0.019
2T 1.135(0-27.9) 0.255(0-0.69) 0.060
Neutréfilos (%)
1T 77.8(57-91.9) 97.35(84.5-97.9) 0.027
2T 79.4(57.4-84.7) 90.65(63.4-94.8) 0.126
Leucocitos PD-1+ (MFI)
1T 951(849-1150) 1024.5(970-1083) 0.174
2T 917.5(861-1035) 1044(1021-1107) 0.017
Leucocitos PD-L1+ (%)
1T 0.405(0.15-1.09) 0.0475(0.04-0.35) 0.027
2T 0.565(0.17-1.3) 0.0785(0.03-0.67) 0.062

DTX: docetaxel; Min: minimo; Max: méaximo; MFI: intensidad media de fluorescencia;
n:cooperadores; m: memoria central; em: memoria efectora; CTL: linfocitos T citotoxicos;
MBC: células B de memoria; req: regulatorios; NK: asesinas naturales. Las comparaciones
entre grupos de tratamiento se realizaron mediante la pruba de Mann-Withney.
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VIl. DISCUSION

Las caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en este subanalisis son similares a las reportadas en el
ensayo clinico PROLUNG [53]. Por lo tanto, los pacientes incluidos en este subanélisis pueden considerarse
una muestra representativa de la poblacion incluida en dicho ensayo vy, a pesar de la incertidumbre asociada
con estimaciones basadas en muestreos, los resultados obtenidos en este proyecto reflejan el comportamiento
de la poblacion total. Asi mismo, a excepcion de la concentracion de albumina, las caracteristicas clinicas
basales de los pacientes indican que el grupo control (DTX) y el grupo experimental (DTX + pembrolizumab)
se encuentran balanceados, es decir, no hubo diferencias significativas en cuanto a las caracteristicas clinicas
basales entre los grupos de tratamiento, al igual que en el ensayo PROLUNG. Lo cual se esperaba debido a la
aleatorizacion del ensayo. Esto confirma la representatividad de la muestra y sefiala Unicamente a la
concentracion basal de albumina en los pacientes como un posible factor de confusion al momento del
submuestreo.

Estudios previos a este han evaluado poblaciones de células inmunes en sangre como biomarcadores
prondsticos y/o predictivos en pacientes con CPCNP tratados con cirugia, radioterapia, quimioterapia basada
en platinos o ICIs que interfieren con la via PD-1/PD-L1 [58]. Sin embargo, no existen estudios anteriores en
los que se evalle el potencial prondstico y/o predictivo de estos parametros en pacientes tratados con
inmunoterapia en combinacion con quimioterapia.

En este estudio, al estratificar a los pacientes de acuerdo con la respuesta y el grupo de tratamiento, se
encontrd que el conteo absoluto de neutréfilos, después de cuarto ciclo de tratamiento de segunda linea, es
significativamente mayor en los NR con respecto a los R, sin importar el tratamiento asignado. El hecho de
que esta diferencia no fue significativa dentro de cada grupo de tratamiento podria deberse a que, al estratificar
a los pacientes de acuerdo con tratamiento asignado, se reduce el tamafio de la muestra. Sin embargo, los
resultados apoyan la idea de que el conteo absoluto de neutréfilos, después del cuarto ciclo de tratamiento, es
un buen predictor de la respuesta, por lo que podria servir como un biomarcador de monitoreo pronostico de
la respuesta para pacientes con CPCNP. Estos resultados son consistentes con reportes de que los neutréfilos
tiene un papel importante en la inflamacion y la actividad inmunoldgica que ocurre en el microambiente
tumoral, ya que los factores de crecimiento liberados por las células neoplasicas promueven la produccion de
neutrofilos, y los neutrofilos circulantes secretan VEGF, TNF-a y diferentes interleucinas que contribuyen a la
progresion tumoral [59], ademas los neutrofilos infiltrantes en el tumor son capaces de promover la progresion
tumoral al secretar factores que promueven la angiogénesis, estimulan la motilidad, migracion e invasion

celular y generar un ambiente inmunosupresor en el microambiente tumoral [60].
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En el analisis de SLP se encontr6 que en el grupo de pacientes tratados con pembrolizumab en
combinacion con DTX, después del cuarto ciclo de la terapia de segunda linea, el conteo de plaquetas es
significativamente mayor en aquellos pacientes con SLP corta con respecto a los pacientes con SLP larga,
ademas se obtuvo que este es un buen predictor de la duracion de la SLP. Los resultados de este estudio apoyan
la idea de que el conteo absoluto de plaquetas podria servir como un biomarcador de monitoreo predictivo de
la duracién de la SLP en pacientes con CPCNP tratados con pembrolizumab en combinacién con docetaxel.
Es importante destacar que el punto de corte utilizado para separar a los pacientes por el conteo absoluto de
plaquetas en alto (>332 miles/mm3) y bajo es similar al punto de corte establecido en al manual Merck de
diagndstico para la trombocitosis (>350 miless/mm3), por lo que también podria utilizarse a la trombocitosis
como un factor predictivo de la duracién de la SLP en estos pacientes. Estos resultados coinciden con estudios
que han demostrado el rol de las plaquetas en el desarrollo tumoral. Se sabe que la progresidon tumoral depende
en parte de la angiogénesis, sin embargo, so6lo una pequefia proporcién de los fatores que regulan la
angiogeénesis circulan libremente en la sangre, la mayoria de estos factores como el VEGF, factor de
crecimiento béasico de fibroblastos (bFGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor
plaquetario 4 (PF4), trombospondina 1 (TSP-1) y endostatina son liberados por las plaquetas directamente en
el microambiente tumoral y un estudio reciente demostro que las plaquetas de pacientes con cancer colorrectal
tienen un contenido significativamente mayor de los factores proangiogénicos PDGF, PF4 y VEGF que las
plaquetas de sujetos sanos [61].

Los resultados de este estudio también muestran una tendencia a que el RNL y el RPL sean mayores
en los pacientes sin RO con respecto a aquellos con RO, asi como en los pacientes con SLP corta con respecto
a aquellos con SLP larga. Esto concuerda con estudios que han reportado que el RPL y RNL podrian ser
indicadores de la respuesta inflamatoria sistémica producida como respuesta al cancer, la cual juega un papel
clave en el desarrollo y progresion en muchos tipos de cancer [58, 62]. Adicionalmente, diversos estudios
realizados en pacientes con CPCNP tratados con quimioradioterapia como terapia de primera linea o nivolumab
como terapia de segunda linea, han demostrado que el RNL elevado antes del inicio del tratamiento esta
significativamente asociado con peores tasas de respuesta [55, 63, 64]. Asi mismo, se ha observado una
tendencia a que la SLP sea més corta en aquellos pacientes con un RNL elevado [55, 63, 64]. De igual forma,
diversos estudios realizados en pacientes con CPCNP tratados con nivolumab como terapia de segunda linea
y metaanalisis, han demostrado que el RPL elevado antes del inicio del tratamiento esta significativamente
asociado con peores tasas de respuesta y una supervivencia global (SG) mas corta [55, 62-64]. Sin embargo,
es necesario realizar estudios adicionales en poblaciones mas grandes, para poder identificar si la evaluacion

del RNL, asi como del RPL, puede servir como factor prondstico y/o predictivo de la respuesta y/o duracion
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de la SLP en pacientes con CPCNP tratados con pembrolizumab en combinaciéon con DTX o DTX como
monoterapia.

Aunque en este estudio no se encontraron diferencias significativas en la concentracion de ACE ni antes
del inicio ni al cuarto ciclo del tratamiento entre los pacientes con RO y aquellos sin RO ni entre los pacientes
con SLP larga y aquellos con SLP corta, si se observo una diferencia significativa en el cambio de antes del
inicio al cuarto ciclo del tratamiento entre los pacientes con RO y aquellos sin RO tratados con pembrolizumab
en combinacion con DTX. Adicionalmente, se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
ACE entre los pacientes con SLP larga y aquellos con SLP corta tratados con DTX. Estos resultados sugieren
el posible rol de la concentracién de ACE en sangre como un biomarcador de monitoreo de la respuesta en
pacientes con CPCNP tratados con ICIs en combinacion con quimioterapia como tratamiento de segunda linea.
lo cual concuerda con que el ACE es una glicoproteina involucrada en la modulacion de la proliferacion celular,
reconocimiento célula-célula y adhesion celular y, se ha observado un aumento en la concentracion de esta
glicoproteina en sangre en pacientes con cancer colorrectal, de maméa y de pulmén [65, 66]. Sin embargo, su
rol como biomarcador predictivo, prondstico o de monitoreo en pacientes con CPCNP no ha sido bien
establecido.

Al igual que en este estudio, en otro estudio realizado en pacientes con CPCNP tratados con nivolumab
como tratamiento de segunda linea, se encontr6 que, aungue los niveles de ACE previos al inicio del
tratamiento de segunda linea no difieren significativamente entre los pacientes con respuesta global (RG) y
aquellos sin RG, el cambio en la concentracion de ACE en sangre de antes del inicio al cuarto ciclo del
tratamiento de segunda linea es significativamente diferente entre los pacientes con RG y aquellos sin RG (-
9.0 vs 31.0, p=0.005). De manera similar, no se reporté una asociacion entre los niveles de ACE previos al
inicio del tratamiento de segunda linea y la SLP, pero aquellos pacientes cuyos niveles de ACE tuvieron una
reduccion >20% después de cuarto ciclo de nivolumab tuvieron una SLP mas prolongada (7.1 vs 1.7, p=0.028)
[65]. En otro estudio realizado en pacientes con CPCNP tratados con quimioterapia basada en platino como
tratamiento de primera linea se observé una asociacion significativa el incremento de la concentracion de ACE
>20% durante el tratamiento y una SG mas corta [66].

En este estudio, se identificaron diferencias significativas en el porcentaje y/o MFI de algunas
subpoblaciones de células del sistema inmune en sangre periférica, incluyendo a algunas que producen PD-1
y PD-L1, entre pacientes de los diferentes grupos de tratamiento, entre pacientes con RO y aquellos sin RO, y
entre pacientes con SLP larga y aquellos con SLP corta. Particularmente en subpoblaciones de linfocitos T y
B, células plasmaticas, células NK, neutrofilos y monocitos. En general, las subpoblaciones en el grupo tratado
con DTX presentan una mayor abundancia de PD-1y PD-L1 que las del grupo tratado con la combinacién de

pembrolizumab con DTX, las subpoblaciones en el grupo de NR presentan una mayor abundancia de PD-1y
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PD-L1 que las del grupo de R, y las subpoblaciones en el grupo con SLP corta presentan una mayor abundancia
de PD-1 y PD-L1 que las del grupo con SLP larga. Esto sugiere que la abundancia en sangre de estas
subpoblaciones podria estar asociada con la RO y la SLP. Aunque algunas de las subpoblaciones en las que se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos ya han sido previamente reportadas como
potenciales biomarcadores de pronostico y/o predictivos en pacientes con CPCNP, este es el primer estudio en
el que se evalGa a un espectro tan amplio de subpoblaciones de células del sistema inmune en sangre periférica.
Algunos estudios previos han evaluado el potencial como biomarcador prondstico y predictivo, de la respuesta
a ICls en pacientes con CPCNP, de la identificacion mediante citometria de flujo de unas cuantas poblaciones
de células inmunes circulantes en sangre periférica, especialmente de los linfocitos T [52, 67, 68]. Sin embargo,
a pesar de la facilidad con la que se puede obtener una muestra de sangre, aun falta por estudiar el potencial
como biomarcador prondstico, predictivo y/o de monitoreo de muchas de estas poblaciones.

En un estudio previo realizado en pacientes con CPCNP en estadio avanzado en tratamiento con
nivolumab, se encontr6 que los pacientes con RG tenian un mayor nimero de células NK y linfocitos T CD8+
PD-1+ circulantes en sangre periférica antes del inicio del tratamiento que aquellos pacientes que no tuvieron
RG (p<0.01; p<0.05). Asi mismo, en este estudio se observé una mayor SG (p=0.014) y SLP (p=0.025) en
aquellos pacientes con un alto nimero de células NK circulantes (<202/ul). De igual manera se observo que
aquellos pacientes con RG tuvieron un incremento en el niamero de células NK, linfocitos T y linfocitos T
CD4+ circulantes durante el tratamiento con nivolumab [52]. En otro estudio realizado en pacientes con
CPCNP con estadios avanzados tratados con pembrolizumab, nivolumab y atezolizumab se encontr6 una
asociacion ente un porcentaje alto de células inmunes circulantes con expresion de PD-L1 (>30%), bajo
porcentaje de linfocitos T CD4+, alto porcentaje de monocitos PD-L1+y la RO [67]. En otro estudio realizado
en pacientes con CPCNP con estadios avanzados tratados con atezolizumab se encontrd una asociacion entre
un alto porcentaje de linfocitos T CD4+ con expresion de PD-1 (>12.27%) y una menor SG (397 dias vs. 721
dias, p=0.028) y SLP (88 dias vs. 391 dias, p=0.044) [68].

El hecho de que en los analisis de regresion logistica no se haya encontrado una asociacion entre las
subpoblaciones de células inmunes, analizadas por citometria de flujo, y la respuesta o la SLP, podria indicar
que la asociacion que existe entre la frecuencia de las diferentes subpoblaciones y la respuesta o la SLP no es
lineal, que la abundancia de las diferentes subpoblaciones no es un buen predictor de la respuesta o de la SLP,
0 que es necesario incluir a mas pacientes en el estudio para que la prueba estadistica encuentre la asociacion.
Por altimo, es importante tener en cuenta que, al ser un estudio realizado en una poblacion pequefia, es muy
probable que algunos de los resultados obtenidos estén sesgados debido al error de muestreo. Sin embargo, los
resultados de este estudio serviran como base para el disefio de un panel dirigido hacia las subpoblaciones que

resultaron de interés para realizar la inmunofenotipificacion de un grupo mas grande de pacientes.
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VIIl.  CONCLUSIONES

El conteo absoluto de neutrofilos elevado, después del cuarto ciclo de tratamiento con docetaxel o
pembrolizumab en combinacidn con docetaxel, esta significativamente asociado con una peor respuesta
en pacientes con CPCNP.

El conteo absoluto de plaquetas elevado, después del cuarto ciclo de tratamiento con pembrolizumab
en combinacion con docetaxel, esta significativamente asociado con una SLP mas corta en pacientes
con CPCNP.

Los pacientes tratados con pembrolizumab en combinacion con docetaxel y sin RO, tienen
concentraciones elevadas de ACE en sangre, tanto antes del inicio como durante el tratamiento.
Mientras que, en aquellos con RO hay una disminucion de la concentracion de ACE en sangre durante
el tratamiento.

Los pacientes tratados con docetaxel y con SLP corta, tienen una concentracion de ACE en sangre
significativamente mas elevada que aquellos pacientes con SLP larga.

Existen diferencias significativas en el porcentaje y/o MFI de muchas subpoblaciones de células
inmunes circulantes en sangre periférica, incluyendo poblaciones con las proteinas PD-1y PD-L1, entre
los diferentes grupos estudiados, especialmente en subpoblaciones de linfocitos T y B, células
plasmaticas, células NK, neutrofilos y monocitos, evaluadas antes y durante el tratamiento, lo que
resalta el potencial que tienen estas células para pronosticar, predecir y/o monitorear el curso de la
enfermedad en pacientes con CPCNP.

Es necesario confirmar estos resultados en estudios adicionales en los que se incluya a un mayor nimero
de pacientes, ademas de ensayos clinicos en los que se demuestre que al asignar el tratamiento con ICls
con base en estos parametros se obtiene un mayor beneficio clinico para los pacientes. Sin embargo,
eventualmente esta informacion podria ser utilizada por los médicos oncélogos como una herramienta

para decidir si un paciente con CPCNP deberia ser tratado con ICIs.
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X.  ANEXO

Tabla A 1. Panel de tincion de inmunofluorescencia extracelular para la inmunofenotipificacion por citometria de flujo

Filtro Fluorescencia

Emision

Tubo 1

Tubo 2 [ Control 2 |
Blanco T | B ﬂ

Zombie Violet

Laser

Emisiéon

Excitacion Fluorocromo

512/25 Brilliant Violet 510™ CD3 CD3 CD3 cD3 CD3 CD3
603/48 | VL3 | Brilliant Violet 605™ | 605 HLA-DR | gD HLA-DR HLA-DR cD16 HLA-DR | IgD HLA-DR HLA-DR cD16
710/50 | VL4 | Brilliant Violet 711™ 711 PD-L1 PD-L1 PD-L1
488/10 FSC
488/10 SSC
530/30 | BL1 FITC 520 cD19 cD19 cD19 cD19
574126 PE CCR7 | cD24 | IFN-R| IL6R | IL-4R | CD25 CD11c cbs6 | CCR7 [ cD24] IFN-R|[ IL-6R | IL-4R [ CD25 CD11c CD56
CD4 CD4 cD4 CD4
CD45RA| CD27 CCR6 cD127 cD14 CD45RA | CD27 CCR6 cb27 cD14
cD38 IL-2R CCR4 CDe6b | CD123| CD66b | CD161 CD38 IL-2R CCR4 CDe6b | CD123| CDesb | CD161
PD-1 PD-1 PD-1
cbs | cD20 CXCR3 CD45RO CD20 cb8 | cb2o CXCR3 CD45RO CD20
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Tabla A 2. Comparacién de los valores de citometria de flujo entre grupos

Total Total Pembrolizumab + DTX DTX Total Pembrolizumab + DTX DTX
Variable Pembrolizumab + DTX DTX P NR R P NR R P NR P SLP corta SLP Larga P SLP corta SLP Larga P SLP corta SLP Larga P
N=12 n=6 n=6 n=7 n=6 n=3 n=3 n=4 n=2 n=6 n=6 n=4 n=2 n=4 n=2

Linfocitos (%)
1T 36.825(18.2-54.1) 40.5(18.2-52.15) 33.35(22.65-54.1) 0.749 37.75(18.2-54.1) 30.8(19.8-46.55) 0.570 42.05(18.2-52.15) 38.95(19.8-46.55) 0.827 NE NE NE 40.5(22.65-54.1) 23.075(18.2-30.8) 0.017 NE NE NE NE NE NE
2T 35.25(19.7-52.8) 37.35(23.7-46.2) 33.35(19.7-52.8) 0.423 35.5(23.7-52.8) 35(19.7-45) 0.685 35.95(23.7-46.2) 38.75(29.55-45) 0.827 NE NE NE  37.35(25.45-52.8) 26.625(19.7-35) 0.027 NE NE NE NE NE NE
Linfocitos Them (%)
1T 0.033(0-1.21) 0.278(0-0.96) 0(0-1.21) 0.393 0.066(0-1.21) 0(0-0.52) 0.603 0.066(0-0.96) 0.49(0-0.52) 1.000 NE NE NE 0.295(0-1.21) 0(0-0) 0.030 NE NE NE NE NE NE
2T 0.47(0-1.42) 0.22(0-0.6) 0.75(0-1.42) 0.245 0.5(0-1.42) 0.44(0-1.2) 0.801 0(0-0.6) 0.44(0-0.54) 0.817 NE NE NE 0.52(0-1.42) 0(0-1.2) 0.291 NE NE NE NE NE NE
Linfocitos Them inactivos PD-1+ (%)
1T 0.325(0-3.74) 0.23(0-2.33) 1.49(0-3.74) 0.328 1.64(0-3.74) 0(0-1.34) 0.098 0.28(0.18-2.33) 0(0-0.37) 0268 NE NE NE 0.325(0-3.74) 0.67(0-2.33) 0.604 NE NE NE NE NE NE
2T 0.375(0-33.3) 0.29(0-0.68) 3.065(0-33.3) 0.192 1.15(0-33.3) 0(0-0.39) 0.032 0.36(0-0.68) 0.22(0-0.39) 0.658 NE NE NE 0.915(0-33.3) 0(0-0.36) 0.031 NE NE NE NE NE NE
Linfocitos Them PD-1+ (%)
1T 0.67(0-3.75) 0.405(0-2.22) 2.305(0-3.75) 0.333 1.69(0-3.75) 0.47(0-2.92) 0.368 0.34(0.17-2.22) 0.47(0-0.87) 0.827 NE NE NE 0.405(0-3.75) 1.545(0-2.92) 0.732 NE NE NE NE NE NE
2T 0.54(0-33.3) 0.335(0-0.93) 2.545(0-33.3) 0.192 1.06(0-33.3) 0(0-0.46) 0.021 0.62(0-0.93) 0.21(0-0.46) 0.376 NE NE NE 0.995(0-33.3) 0(0-0.62) 0.047 NE NE NE NE NE NE
Linfocitos Ty PD-1+ (%)
1T 0.66(0-4.24) 0.445(0.16-2.22) 2.355(0-4.24) 0.423 1.79(0-4.24) 0.49(0-2.92) 0.515 0.4(0.16-2.22) 0.49(0.26-0.83) 0.827 NE NE NE 0.445(0-4.24) 1.525(0-2.92) 0.799 NE NE NE NE NE NE
2T 0.475(0-33.3) 0.29(0-0.92) 2.805(0-33.3) 0.192 1(0-33.3) 0(0-0.33) 0.021 0.62(0-0.92) 0.25(0-0.33) 0.376 NE NE NE 0.96(0-33.3) 0(0-0.62) 0.047 NE NE NE NE NE NE
DN PD-1+ (%)
1T 0.54(0-3.85) 0.315(0-0.62) 1.31(0-3.85) 0.045 0.62(0-3.85) 0.36(0-1.65) 0.515 0.46(0.27-0.62) 0.11(0-0.36) 0.127 NE NE NE 0.54(0-3.85) 0.62(0-1.65) 0.799 NE NE NE NE NE NE
2T 0.835(0-11.4) 0.335(0.17-1.75) 1.58(0-11.4) 0.109 1.75(0-11.4) 0.59(0.29-1.16) 0.685 0.2(0.17-1.75) 0.38(0.29-0.59) 0513 NE NE NE 1.17(0-11.4) 0.73(0.2-1.16) 0.610 NE NE NE NE NE NE
CTL efectores activos (%)
1T 1.165(0-18.8) 2.615(0-5.06) 0(0-18.8) 0.732 2.92(0-18.8) 0(0-2.9) 0.225 2.92(0-5.06) 2.33(0-2.9) 0376 NE NE NE 2.91(0-18.8) 0(0-0) 0.030 NE NE NE NE NE NE
2T 0.995(0-24.8) 5.57(0-24.8) 0(0-10) 0.171 1.99(0-17.4) 0(0-24.8) 0.729 6.88(0-17.4) 4.26(0-24.8) 1.000 NE NE NE 5.57(0-24.8) 0(0-0) 0.030 NE NE NE NE NE NE
CTLcm (%)
1T 0(0-8.33) 0(0-0.32) 0.34(0-8.33) 0.284 0.32(0-8.33) 0(0-0) 0.024 0.18(0-0.32) 0(0-0) 0.121 NE NE NE 0.25(0-8.33) 0(0-0) 0.058 NE NE NE NE NE NE
2T 0(0-1.56) 0(0-0) 0(0-1.56) 0.140 0(0-1.56) 0(0-0) 0.212 0(0-0) 0(0-0) 1.000 NE NE NE 0(0-1.56) 0(0-0) 0.296 NE NE NE NE NE NE
CTL PD-1+ (%)
1T 3.63(0-27.7) 2(0-5.95) 9.31(0-27.7) 0.092 4.82(1.8-27.7) 2.1(0-5.95) 0.167 1.9(1.8-3.51) 2.1(0-5.95) 0.827 NE NE NE 5.385(1.8-27.7) 1.755(0-3.75) 0.089 NE NE NE NE NE NE
2T 3.865(0.68-22.7) 2.065(0.68-11.5) 17.1(1.56-22.7) 0.037 11.5(1.27-22.7) 2.85(0.68-14.3) 0.465 1.75(1.27-11.5) 2.38(0.68-2.85) 0.827 NE NE NE 7.175(0.68-22.7) 3.63(1.27-14.3) 0.610 NE NE NE NE NE NE
Linfocitos T PD-1+ (%)
1T 1.105(0.41-7.64) 0.72(0.41-0.96) 2.625(1.25-7.64) 0.004 1.25(0.67-7.64) 0.86(0.41-2.47) 0.223 0.77(0.67-0.96) 0.61(0.41-0.86) 0275 NE NE NE 1.055(0.61-7.64) 1.3(0.41-2.47) 0.734 NE NE NE NE NE NE
2T 1.315(0.4-23.4) 0.615(0.4-3.27) 2.885(1.29-23.4) 0.016 3.27(0.4-23.4) 0.74(0.54-1.54) 0.291 0.61(0.4-3.27) 0.62(0.54-0.74) 0.827 NE NE NE 2.28(0.4-23.4) 0.98(0.61-1.54) 0.497 NE NE NE NE NE NE
Linfocitos T PD-1+ (MFI)
1T NE NE NE NE NE NE NE NE NE
2T 645.5(561-2413) 634(561-656) 690.5(639-2413) 0.037 656(599-2413) 643(561-710) 0.570 626(599-656) 642(561-648) 0.827 NE NE NE 649(561-2413) 645.5(599-710) 0.865 NE NE NE NE NE NE
Linfocitos T PD-L1+ (MFI)
1T 665(556-1300) 669.5(592-1300) 657(556-822) 0.522 646(556-677) 761(647-1300) 0.019 662(592-677) 761(647-1300) 0275 NE NE NE 646.5(556-761) 762.5(662-1300) 0.042 NE NE NE NE NE NE
2T NE NE NE NE NE NE NE NE NE
MBC (%)
1T 5.405(1.22-41.2) 9.91(1.9-22.8) 5.405(1.22-41.2) 0.873 5.27(1.98-41.2) 5.54(1.22-22.8) 0.685 4.12(1.98-19.7) 15.7(1.9-22.8) 0.827 NE NE NE 15.55(3.26-41.2) 1.94(1.22-5.54) 0.027 NE NE NE NE NE NE
2T 13.35(4.99-42.3) 12.15(4.99-17.7) 15.5(6.97-42.3) 0.423 13.6(4.99-42.3) 13.1(6.97-17.4) 0.685 8.6(4.99-17.7) 13.1(11.2-14.6) 0513 NE NE NE 14.1(7.49-42.3) 9.085(4.99-17.4) 0.126 NE NE NE NE NE NE
MBC activos PD-L1+ (%)
1T 1.28(0-5.56) 2.575(0.27-5.56) 0(0-1.42) 0.009 1.42(0-5.56) 0.27(0-3.62) 0.563 3.06(2.09-5.56) 1.89(0.27-3.62) 0275 NE NE NE 1.28(0-3.62) 0.945(0-5.56) 0.863 NE NE NE NE NE NE
2T 0.805(0-5.88) 2.13(0-5.88) 0(0-2.47) 0.171 1.61(0-5.88) 0(0-3.19) 0.862 1.61(0-5.88) 2.65(0-3.19) 1.000 NE NE NE 2.17(0-5.88) 0(0-0) 0.030 NE NE NE NE NE NE
MBC PD-1+ (%)
1T 10.2(1.76-46.6) 4.52(1.76-12.5) 16.85(4.65-46.6) 0.037 8.2(4.27-46.6) 12.5(1.76-17.5) 0.685 4.77(4.27-12.2) 3.49(1.76-12.5) 0513 NE NE NE 4.71(1.76-46.6) 14.35(12.2-17.5) 0.174 NE NE NE NE NE NE
2T 7.355(1.77-49.4) 2.765(1.77-13.1) 23.15(2.14-49.4) 0.078 13.1(2.14-49.4) 3.31(1.77-12.1) 0.291 3.13(2.31-13.1) 2.4(1.77-3.31) 0513 NE NE NE 8.205(2.14-49.4) 6.855(1.77-12.1) 0.234 NE NE NE NE NE NE
MBC PD-L1+ (%)
1T 0.88(0-3.09) 1.15(0.47-1.67) 0.63(0-3.09) 0.262 1.02(0-1.51) 0.74(0.47-3.09) 0.465 1.28(1.02-1.51) 0.74(0.47-1.67) 0513 NE NE NE 0.91(0-1.67) 0.88(0.68-3.09) 0.497 NE NE NE NE NE NE
2T 1.35(0.09-2.47) 1.985(0.11-2.47) 1.02(0.09-1.55) 0.109 1.45(0.09-2.14) 0.79(0.1-2.47) 0.808 2.03(0.46-2.14) 1.94(0.11-2.47) 0.827 NE NE NE 1.745(0.09-2.47) 0.285(0.1-0.79) 0.042 NE NE NE NE NE NE
MBC PD-L1+ (MFI)
1T NE NE NE NE NE NE NE NE NE
2T 253(204-338) 257.5(236-338) 228.5(204-263) 0.078 262(222-338) 236(204-253) 0.088 293(262-338) 253(236-253) 0.046 NE NE NE 254.5(222-338) 238.5(204-293) 0.444 NE NE NE NE NE NE
Células plasmaéticas (%)
1T 40.75(16.6-51.3) 39.35(27.3-46.7) 40.75(16.6-51.3) 0.873 40.5(16.6-51.2) 41(27.3-51.3) 0.808 45.2(33.5-46.7) 32.2(27.3-46.5) 0275 NE NE NE 32.85(16.6-51.2) 46.6(41-51.3) 0.042 NE NE NE NE NE NE
2T 38.55(16.3-47.2) 38.8(30.9-43) 36.55(16.3-47.2) 0.749 39.4(16.3-42.6) 37.7(28.2-47.2) 0.685 39.9(30.9-42.3) 37.7(32.4-43) 0.827 NE NE NE 35.7(16.3-42.6) 42.65(28.2-47.2) 0.174 NE NE NE NE NE NE
Células plasmaéticas PD-1+ (%)
1T NE NE NE NE NE NE NE NE NE
2T 0(0-9.55) 0.165(0-0.5) 0(0-9.55) 0.390 0(0-9.55) 0.33(0-0.5) 0.208 0(0-0) 0.33(0.33-0.5) 0.034 NE NE NE 0(0-9.55) 0(0-0.33) 0.543 NE NE NE NE NE NE
Linfocitos B virgenes PD-1+ (%)
1T 1(0.06-7.26) 0.255(0.06-3.84) 2.83(0.07-7.26) 0.337 3.84(0.07-7.26) 0.11(0.06-1.64) 0.042 1.87(0.36-3.84) 0.11(0.06-0.15) 0.050 NE NE NE 2.1(0.07-7.26) 0.8685(0.06-1.87) 0.234 NE NE NE NE NE NE
2T 0.32(0.08-6.76) 0.225(0.08-4.95) 2.53(0.14-6.76) 0.262 0.9(0.14-6.76) 0.19(0.08-4.67) 0.062 0.9(0.25-4.95) 0.11(0.08-0.2) 0.050 NE NE NE 0.32(0.11-6.76) 0.545(0.08-4.67) 0.497 NE NE NE NE NE NE
Linfocitos Ty (%)
1T 37.05(0.93-57) 31.6(1.03-43.4) 46.3(0.93-57) 0.423 41.2(2.4-57) 30.1(0.93-43.4) 0.167 33.1(28-41.2) 30.1(1.03-43.4) 0.827 NE NE NE 42.3(2.4-57) 14.515(0.93-41) 0.042 NE NE NE NE NE NE
2T 37.6(1.85-57.5) 33.4(7.08-45.8) 53.45(1.85-57.5) 0.337 38.6(1.85-57.5) 36.6(3.61-55.9) 0.685 30.2(21.4-38.6) 36.6(7.08-45.8) 0.827 NE NE NE 42.2(1.85-57.5) 14.24(3.61-55.9) 0.308 NE NE NE NE NE NE
Linfocitos T, PD-L1+ (%)
1T 0.745(0-1.63) 0.78(0-1.45) 0.685(0-1.63) 0.872 0.86(0-1.63) 0.51(0-1.45) 0.368 0.63(0.62-0.93) 1.01(0-1.45) 0513 NE NE NE 0.97(0-1.63) 0.255(0-0.62) 0.026 NE NE NE NE NE NE
2T 1.035(0-2.28) 1.035(0-2.15) 1.04(0-2.28) 0.747 1.35(0-2.28) 0.54(0-1.23) 0.060 1.22(0.85-2.15) 0.54(0-1.23) 0275 NE NE NE 1.225(0-2.28) 0.365(0-2.15) 0.231 NE NE NE NE NE NE
LinfocitosTn; activos PD-L1+ (%)
1T 0(0-7.14) 0(0-5.56) 0(0-7.14) 1.000 0(0-7.14) 0(0-4.76) 0.385 0(0-5.56) 0(0-4.76) 0.796 NE NE NE 0.425(0-7.14) 0(0-0) 0.106 NE NE NE NE NE NE
2T 1.245(0-16.7) 3.52(0-16.7) 0.225(0-5.88) 0.360 3.7(0-16.7) 0(0-5.88) 0.311 5.88(5-16.7) 0(0-2.04) 0.046 NE NE NE 1.245(0-5.88) 2.94(0-16.7) 0.659 NE NE NE NE NE NE
LinfocitosTx; inactivos PD-1+ (%)
1T 1.905(0-12) 1.18(0-4.85) 4.645(0-12) 0.333 2.38(0-12) 1.43(0-5.71) 0.567 0.93(0.88-2.38) 1.43(0-4.85) 0.827 NE NE NE 2.505(0-12) 1.19(0-5.71) 0.392 NE NE NE NE NE NE
2T 0.41(0-16.6) 0.41(0-6.67) 3.57(0-16.6) 0.442 6.67(0-16.6) 0(0-0.82) 0.046 1.56(0-6.67) 0(0-0.82) 0246 NE NE NE 4.115(0-16.6) 0(0-0) 0.030 NE NE NE NE NE NE
LinfocitosTh, PD-1+ (%)
1T 1.745(0-10) 1.545(0-5.52) 6.015(0-10) 0.333 1.92(0-10) 1.31(0-7.89) 0.368 1.57(1.52-1.92) 1.31(0-5.52) 0513 NE NE NE 2.855(0-10) 0.96(0-7.89) 0.392 NE NE NE NE NE NE
2T 1.125(0-17.4) 1.125(0-8.06) 3.45(0-17.4) 0.935 6.9(0-17.4) 0(0-1.06) 0.021 3.92(1.19-8.06) 0.8(0-1.06) 0.050 NE NE NE 4.045(0-17.4) 0(0-3.92) 0.069 NE NE NE NE NE NE
LinfocitosTh, PD-L1+ (%)
1T 0.22(0-3.45) 0.22(0-3.45) 0.37(0-3.4) 0.932 0.74(0-3.4) 0(0-3.45) 0.603 0(0-0.76) 0.44(0-3.45) 0487 NE NE NE 0.75(0-3.45) 0(0-0) 0.030 NE NE NE NE NE NE
2T 1.24(0-5.88) 1.605(0-5.88) 0.52(0-2.33) 0.166 1.61(0-5.88) 0.71(0-1.6) 0.160 2.98(1.61-5.88) 0.71(0-1.6) 0.050 NE NE NE 1.52(0-2.98) 0.52(0-5.88) 0.604 NE NE NE NE NE NE
LinfocitosTh, (%)
1T 26.3(0-50) 21.25(0-32.9) 29.2(0-50) 0.173 29(20.5-50) 18.7(0-29.4) 0.042 23.7(20.5-32.9) 18.7(0-22) 0.127 NE NE NE 26.3(18.7-50) 14.7(0-32.9) 0.610 NE NE NE NE NE NE
2T 24.65(0-33.3) 23.3(20-27) 29.45(0-33.3) 0.108 25(0-33.3) 24.3(20-33.3) 0.807 24.2(22.4-27) 22.4(20-24.3) 0376 NE NE NE 24.65(0-33.3) 25.5(20-33.3) 0.932 NE NE NE NE NE NE
LinfocitosTh, activos (%)
1T 13.9(0-100) 16.35(0-27.9) 11.85(0-100) 0.688 15.7(9.09-100) 5.62(0-18.6) 0.042 23.5(14.1-27.9) 5.62(0-18.6) 0.127 NE NE NE 14.9(5.62-100) 5(0-27.9) 0.234 NE NE NE NE NE NE
2T 13.55(0-27.3) 16.1(0-22.4) 13.55(0-27.3) 0.872 19.1(0-27.3) 6.6(0-22.4) 0.220 19.1(13.1-20.9) 6.6(0-22.4) 0513 NE NE NE 20(0-27.3) 6.55(0-13.6) 0.087 NE NE NE NE NE NE
LinfocitosTy; inactivos (%)
1T 82.85(0-94.4) 78.95(0-94.4) 85.3(0-90.9) 0.747 84.3(0-90.9) 81.4(0-94.4) 0.935 76.5(72.1-85.9) 81.4(0-94.4) 0.827 NE NE NE 85.1(0-94.4) 36.05(0-90) 0.171 NE NE NE NE NE NE
2T 83.65(0-100) 83.9(77.6-100) 81.45(0-100) 0.297 79.1(0-86.9) 93.4(77.6-100) 0.061 80.9(79.1-86.9) 93.4(77.6-100) 0513 NE NE NE 78.35(0-93.4) 93.45(86.4-100) 0.027 NE NE NE NE NE NE
LinfocitosThiz (%)
1T 73.75(0-100) 55(0-100) 93.75(0-100) 0.737 87.5(0-100) 50(0-100) 0.497 60(50-100) 50(0-100) 0500 NE NE NE 93.75(0-100) 25(0-100) 0.182 NE NE NE NE NE NE
2T 71.65(0-100) 55(0-100) 84.5(0-100) 1.000 85.7(0-100) 50(0-87.5) 0.083 100(60-100) 50(0-50) 0.043 NE NE NE 84.5(0-100) 30(0-87.5) 0.227 NE NE NE NE NE NE
LinfocitosThi7inactivos (%)
1T 0(0-100) 0(0-100) 0(0-20) 0.703 0(0-33.3) 0(0-100) 0.562 0(0-33.3) 0(0-100) 0.796 NE NE NE 0(0-100) 0(0-20) 0.613 NE NE NE NE NE NE
2T 6.65(0-100) 37.5(0-100) 0(0-33.3) 0.124 13.3(0-75) 0(0-100) 1.000 25(0-75) 50(0-100) 0.658 NE NE NE 29.15(0-100) 0(0-0) 0.030 NE NE NE NE NE NE
Treq (%)
1T 98.45(0-100) 96.15(0-98.9) 98.85(0-100) 0.374 98.9(0-100) 90.4(0-98.8) 0.060 98.6(98.3-98.9) 90.4(0-94) 0.050 NE NE NE 98.6(0-100) 49.3(0-98.8) 0.230 NE NE NE NE NE NE
2T 98.4(80-100) 96.2(80-99.2) 99.9(98.2-100) 0.024 99.2(96.4-100) 96(80-100) 0.086 98.5(96.4-99.2) 91.9(80-96) 0.050 NE NE NE 98.85(91.9-100) 97.3(80-100) 0.392 NE NE NE NE NE NE
Treq de memoria activos (%)
1T 13.15(0-33.3) 20.75(0-33.3) 11.3(0-27.6) 0.514 25(0-33.3) 0(0-26.7) 0.069 27.5(14.8-33.3) 0(0-26.7) 0.121 NE NE NE 19.9(0-27.6) 5.55(0-33.3) 0.489 NE NE NE NE NE NE
2T 25.85(0-40) 27.65(0-40) 22.95(0-37.9) 0.628 28.6(0-40) 10.2(0-26.7) 0.060 28.6(28.6-40) 10.2(0-26.7) 0.046 NE NE NE 27.65(0-40) 12.5(0-28.6) 0.199 NE NE NE NE NE NE
Treq de memoria activos PD-1+ (%)
1T 0(0-100) 0(0-25) 8.35(0-100) 0.475 0(0-33.3) 0(0-100) 0.786 0(0-21.4) 0(0-25) 0.796 NE NE NE 8.35(0-33.3) 0(0-100) 0.705 NE NE NE NE NE NE
2T 10(0-100) 10(0-50) 16.1(0-100) 0.798 33.3(0-100) 0(0-20) 0.046 33.3(0-50) 0(0-20) 0246 NE NE NE 26.1(0-100) 0(0-50) 0.415 NE NE NE NE NE NE
Treg de memoria PD-L1+ (%)
1T 0(0-7.84) 0(0-7.84) 0(0-5.26) 0.703 0(0-7.84) 0(0-6.67) 0.499 0(0-7.84) 0(0-6.67) 0.796 NE NE NE 1.925(0-7.84) 0(0-0) 0.106 NE NE NE NE NE NE
2T 2.745(0-33.3) 4.355(0-14.3) 1.86(0-33.3) 0.744 6.67(0-33.3) 0(0-6.25) 0.069 7.14(6.67-14.3) 0(0-2.04) 0.046 NE NE NE 2.745(0-33.3) 3.125(0-14.3) 0.730 NE NE NE NE NE NE
Treq Virgenes activos PD-1+ (%)
1T 0.64(0-3.57) 1.765(0-2.94) 0(0-3.57) 0.608 1.28(0-3.57) 0(0-2.63) 0.386 1.28(0-2.94) 2.25(0-2.63) 1.000 NE NE NE 2.44(0-3.57) 0(0-0) 0.030 NE NE NE NE NE NE
2T 0(0-12.7) 0(0-1.8) 0(0-12.7) 0.703 0(0-12.7) 0(0-1.8) 1.000 0(0-0) 1.79(0-1.8) 0.121 NE NE NE 0.895(0-12.7) 0(0-0) 0.106 NE NE NE NE NE NE
Treq Virgenes inactivos PD-1+ (%)
1T 0.655(0-3.8) 0.31(0-1.32) 1.68(0-3.8) 0.184 0.62(0-3.8) 0.69(0-2.99) 0.933 0(0-0.62) 0.69(0-1.32) 0246 NE NE NE 0.775(0-3.8) 0(0-2.99) 0.291 NE NE NE NE NE NE
2T 1.005(0-8.74) 1.005(0-2.17) 2.085(0-8.74) 0.618 2.17(0-8.74) 0(0-0.53) 0.015 1.56(1.48-2.17) 0(0-0.53) 0.046 NE NE NE 1.865(0-8.74) 0(0-1.48) 0.078 NE NE NE NE NE NE
Treq Virgenes PD-1+ (%)
1T 0.835(0-3.75) 0.62(0-1.53) 1.645(0-3.75) 0.254 0.75(0-3.75) 0.92(0-2.74) 0.934 0.49(0-0.75) 0.92(0-1.53) 0376 NE NE NE 1.065(0-3.75) 0(0-2.74) 0.195 NE NE NE NE NE NE
2T 0.925(0-9.57) 0.925(0-1.71) 1.82(0-9.57) 0.807 1.71(0-9.57) 0(0-0.69) 0.021 1.22(1.16-1.71) 0.58(0-0.69) 0.050 NE NE NE 1.465(0-9.57) 0(0-1.16) 0.047 NE NE NE NE NE NE
Treq PD-1+ (%)
1T 1.71(0-6.21) 1.34(0-2.08) 4.48(0-6.21) 0.259 1.97(0-6.21) 1.23(0-6.02) 0.462 1.45(0.85-1.97) 1.23(0-2.08) 0.827 NE NE NE 2.025(0-6.21) 0.725(0-6.02) 0.392 NE NE NE NE NE NE
2T 1.365(0-18.4) 1.365(0-4.51) 2.835(0-18.4) 0.747 4.51(0-18.4) 0.59(0-1.59) 0.041 3.11(1.14-4.51) 1.02(0-1.59) 0.127 NE NE NE 3.05(0-18.4) 0.295(0-3.11) 0.087 NE NE NE NE NE NE
Treq PD-L1+ (%)
1T 0(0-0.93) 0.125(0-0.88) 0(0-0.93) 0.858 0(0-0.93) 0(0-0.46) 0.526 0(0-0.88) 0.25(0-0.46) 0.817 NE NE NE 0.355(0-0.93) 0(0-0) 0.058 NE NE NE NE NE NE
2T 0.3(0-1.69) 0.29(0-1.04) 0.405(0-1.69) 0.625 0.75(0-1.69) 0(0-0.59) 0.047 0.75(0.38-1.04) 0(0-0.2) 0.046 NE NE NE 0.3(0-1.69) 0.295(0-1.04) 0.604 NE NE NE NE NE NE
Leucocitos (%)
1T 69.8(52.7-88.6) 82.5(53.7-88.6) 66.6(52.7-80.8) 0.109 70.9(52.7-84.7) 68(58.7-88.6) 0.935 83.7(53.7-84.7) 81.3(68-88.6) 0.827 NE NE NE 81.05(52.7-88.6) 61.6(53.7-68) 0.042 NE NE NE NE NE NE
2T 74.4(58.9-94.3) 78.75(58.9-93.9) 74.4(65.3-94.3) 0.873 74.4(58.9-94.3) 74.4(68.8-93.9) 0.745 69.3(58.9-88.7) 88.2(68.8-93.9) 0513 NE NE NE 82.3(65.3-94.3) 69.35(58.9-74.4) 0.074 NE NE NE NE NE NE
Células NK PD-1+ (%)
1T 6.83(0-26.8) 6.83(1.22-26.8) 6.79(0-12) 0.521 8.74(0-26.8) 4.84(0-12.5) 0.329 8.31(3.2-26.8) 5.35(1.22-12.5) 0.513 NE NE NE 6.83(0-12) 8.67(0-26.8) 0.552 NE NE NE NE NE NE
2T 9.42(0-30.2) 5.7(0-20.7) 11.85(0-30.2) 0.173 13.4(5.58-30.2) 3.12(0-8.74) 0.012 10.1(5.58-20.7) 3.12(0-5.82) 0.127 NE NE NE 10.2(3.12-30.2) 4.37(0-20.7) 0.234 NE NE NE NE NE NE
Células NK PD-L1+ (%)
1T 0.34(0-8.33) 0.435(0-4.26) 0.335(0-8.33) 0.935 0.69(0-8.33) 0.17(0-4.26) 0.362 0.69(0-0.97) 0.18(0-4.26) 1.000 NE NE NE 0.83(0-8.33) 0(0-0.17) 0.019 NE NE NE NE NE NE
2T 0.725(0-27.9) 0.96(0-4.75) 0.375(0-27.9) 0.333 0.76(0-27.9) 0.51(0-4.75) 0.567 0.76(0.69-3.35) 1.16(0-4.75) 0.827 NE NE NE 1.135(0-27.9) 0.255(0-0.69) 0.060 NE NE NE NE NE NE
CD mieloides PD-1+ (%)
1T 0.47(0-18) 0.235(0-16.7) 1.82(0-18) 0.318 0(0-18) 1.75(0.47-16.7) 0.109 0(0-0) 0.47(0.47-16.7) 0.034 NE NE NE 0.235(0-18) 2.19(0-16.7) 0.290 NE NE NE NE NE NE
2T 0.475(0-8.14) 0.22(0-7.89) 0.82(0-8.14) 0.166 0.47(0-8.14) 0.78(0-7.89) 0.620 0(0-0.48) 0.44(0-7.89) 0487 NE NE NE 0.455(0-8.14) 0.82(0-7.89) 0.437 NE NE NE NE NE NE
CD plasmocitoides PD-1+ (%)
1T 5.775(0-25) 5.075(1.43-25) 5.775(0-13) 0.873 7.18(2.93-23.2) 2.97(0-25) 0.291 7.18(2.93-23.2) 2.97(1.43-25) 0.827 NE NE NE 4.53(1.43-13) 14.845(0-25) 0.396 NE NE NE NE NE NE
2T 9.365(0-31) 5.025(0-23.5) 11.35(9.29-31) 0.037 10.3(5.08-31) 4.97(0-14.3) 0.123 7.1(5.08-23.5) 2.93(0-4.97) 0.050 NE NE NE 8.195(2.93-31) 11.87(0-23.5) 0.610 NE NE NE NE NE NE
Neutréfilos (%)
1T 84.9(57-97.9) 82.4(69.2-97.5) 85.15(57-97.9) 0.873 85.3(57-97.2) 84.5(69.2-97.9) 0.808 85.3(79.5-97.2) 72.3(69.2-97.5) 0513 NE NE NE 77.8(57-91.9) 97.35(84.5-97.9) 0.027 NE NE NE NE NE NE
2T 79.95(57.4-94.8) 82.75(75.5-93) 71.9(57.4-94.8) 0.109 79.6(57.4-93) 84.7(63.4-94.8) 0.465 80.8(80.3-93) 84.7(75.5-88.3) 0.827 NE NE NE 79.4(57.4-84.7) 90.65(63.4-94.8) 0.126 NE NE NE NE NE NE
Neutrofilos PD-1+ (%)
1T 5.915(0-16.9) 4.645(1.25-16.9) 5.915(0-10.8) 0.873 7.64(2.84-16.9) 2.78(0-6.45) 0.042 7.64(2.84-16.9) 2.78(1.25-6.45) 0.127 NE NE NE 5.64(1.25-10.8) 6.04(0-16.9) 0.865 NE NE NE NE NE NE
2T 9.27(2.78-29.5) 6.225(2.78-19.6) 10.875(9.14-29.5) 0.037 12.1(4.68-29.5) 7.69(2.78-9.4) 0.062 8.6(4.68-19.6) 4.76(2.78-7.69) 0.275 NE NE NE 9.125(2.78-29.5) 9.27(7.69-19.6) 0.734 NE NE NE NE NE NE
Monocitos PD-1+ (%)
1T 0(0-20) 0(0-11.1) 0(0-20) 0.849 1.75(0-20) 0(0-0) 0.053 1.75(0-11.1) 0(0-0) 0.121 NE NE NE 0(0-20) 0(0-11.1) 0.762 NE NE NE NE NE NE
2T 0.485(0-50) 0.485(0-50) 2.455(0-40) 1.000 4.91(0-50) 0(0-0.42) 0.015 3.03(0.55-50) 0(0-0.42) 0.046 NE NE NE 2.73(0-50) 0(0-3.03) 0.113 NE NE NE NE NE NE
Leucocitos PD-1+ (MFI)
1T 974.5(849-1150) 966(849-1083) 987(917-1150) 0.749 1004(849-1150) 970(949-1070) 0.935 1039(849-1083) 953(949-979) 0513 NE NE NE 951(849-1150) 1024.5(970-1083) 0.174 NE NE NE NE NE NE
2T 977(861-1107) 970.5(861-1107) 977(888-1042) 0.873 919(879-1107) 1025(861-1046) 0.465 916(879-1107) 1025(861-1046) 0.827 NE NE NE 917.5(861-1035) 1044(1021-1107) 0.017 NE NE NE NE NE NE
Leucocitos PD-L1+ (%)
1T 0.345(0.04-1.09) 0.375(0.04-1.09) 0.33(0.04-0.81) 0.522 0.4(0.04-1.02) 0.34(0.04-1.09) 0.570 0.41(0.04-1.02) 0.34(0.05-1.09) 0.827 NE NE NE 0.405(0.15-1.09) 0.0475(0.04-0.35) 0.027 NE NE NE NE NE NE
2T 0.5(0.03-1.3) 0.5(0.03-0.77) 0.49(0.06-1.3) 0.522 0.52(0.1-1.3) 0.48(0.03-0.67) 0.291 0.52(0.1-0.77) 0.48(0.03-0.61) 0513 NE NE NE 0.565(0.17-1.3) 0.0785(0.03-0.67) 0.062 NE NE NE NE NE NE

DTX: docetaxel; NR: no respondedores; R: respondedores; Min: minimo; Max: maximo; MFI: intensidad media de fluorescencia; n:cooperadores; .m: memoria central; .m: memoria efectora; CTL: linfocitos T citotoxicos; MBC: células B de memoria; r: regulatorios; NK: asesinas naturales; NE: no evaluable. Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante la pruba de Mann-Withney.
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