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RESUMEN
Introduccion

El carcinoma de endometrio (CE) es uno de los tumores ginecoldgicos mas frecuentes.
En estadios avanzados (FIGO III-IV) presentan alta tasa de recaidas y escasas opciones
terapéuticas. El subtipo molecular MMR-d/MSI-H constituye aproximadamente un 30%
de los CE, se asocia a alta carga mutacional, mayor infiltracion linfocitaria, y
sobreexpresion de PD-1, lo cual lo hace un tumor potencialmente sensible al tratamiento
con inmunoterapia (inmunoT) basado en inhibidores del punto de control (inhibidores de
PD-1/PD-L1).

El objetivo principal del trabajo de tesis es evaluar si el tratamiento con inhibidores de
PD-1/PD-L1 impacta en la supervivencia global (SG) y en la supervivencia libre de
enfermedad (SLE) de pacientes con CE avanzado/recurrente asociado a MMR-d/MSI-H.

En cuanto a los objetivos secundarios se analizaran diversos factores que pueden influir
en la respuesta al tratamiento con inhibidores de PD-1/PD-L1(PD-1/PD-L1 inh) tales
como: la pérdida de expresion de proteinas del fenotipo MMRA/MSI-H y la
hipermetilacion del promotor del gen MLH]1, la prevalencia de carga mutacional tumoral
(TMB) y la expresion de PD-L1.

De forma adicional, se determinara si pacientes con tumores MMRd/MSI-H-p53abn
(multiples clasificadores) presentan una respuesta y evolucion diferente.

Por ultimo, se evaluard la respuesta y evolucion de las pacientes que presentaron
toxicidades inmunomediadas frente a aquellas que no las desarrollaron.

Metodologia

Se recopilaran datos de pacientes con CE avanzado o recurrente tratadas con inmunoT
entre agosto de 2017 y diciembre de 2024 en el Hospital Universitario Vall d’Hebron. Se
analizaran datos histologicos y moleculares del tumor asi como los datos clinicos de las
pacientes y su evolucion a largo plazo. La deteccion del estatus de MMRd/ MSI-H se
hard mediante inmunohistoquimica y se confirmara con PCR. EIl analisis del TMB y
perfil molecular se realizara mediante Mass-Spect (Sequenom) o NGS (Illumina). Todos
los datos seran procesados con andlisis estadisticos adecuados segun las variables con el
software version R 4.0.3 especializado.

Resultados

Se identificaron 24 pacientes con dAMMR/MSI-H CE tratadas con PD-1/PD-L1 inh. Con
una mediana de seguimiento de 7,4 afos (rango 6,1 a 9,1 afos), en el momento del cierre
de la base de datos, el 33% estaban vivas sin enfermedad, el 46% vivas con enfermedad
y el 21% habian fallecido por progresion de la enfermedad. La tasa de supervivencia libre
de progresion (SLP) fue del 75% al afio y del 59% a los 5 anos. La supervivencia global
(SG) a 5 afios fue del 86% y del 61% a los 10 afios. En cuanto a la tasa de respuestas se
objetivaron 70,8% de respuestas (29,2% RC y 41,7% RP) y 16,6% EE.
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De las 24 pacientes, 14 discontinuaron la inmunoT: 8 paciente (57%) por progresion y 6
pacientes (43%) por toxicidad, principalmente hepatica. Las 6 pacientes que suspendieron
el tratamiento por toxicidad siguen vivas y libres de progresion tras 5 afios.

No se observaron diferencias significativas en la respuesta al tratamiento en relacion con
la pérdida de expresion de proteinas MMR (MLH1, MSH2, PMS2, MSH6). En las
pacientes con alteraciones en MLH1, tampoco se detectaron diferencias segun el estado
de hipermetilacion de este gen. Del mismo modo, no se encontraron asociaciones
significativas con la expresion de PD-L1, el TMB u otras alteraciones moleculares
especificas.

En este estudio, las 7 pacientes con clasificador dual MMRA/MSI-H-p53abn
respondieron al tratamiento; 2 siguen en tratamiento, 4 lo suspendieron por toxicidad sin
progresion y 1 por progresion con enfermedad controlada.

Conclusiones

El estudio confirma que las pacientes con cancer de endometrio MMRdA/MSI-H tratadas
con anti-PD-1/PD-L1 presentan una elevada SLE y SG, especialmente en aquellas con
respuesta parcial o completa al tratamiento. No se encontr6 una asociacion significativa
entre la respuesta al tratamiento y la pérdida de proteinas MMR, la hipermetilacion del
gen MLHI1, el TMB ni la expresion de PD-L1. Las pacientes con tumores doble
clasificador MMRA/MSI-H-p53abn muestran una respuesta similar al grupo
MMRA/MSI-H. Ademas, el desarrollo de toxicidades inmunomediadas se asocia a un
mejor pronostico, sugiriendo su valor como posible marcador predictivo.

A pesar del limitado numero de pacientes, nuestro estudio muestra como aquellas
pacientes con MMRA/MSI-H CE tratadas con anti-PD-1/PD-L1 inh. que alcanzan
respuesta al tratamiento y desarrollan toxicidades inmunomediadas al mismo son las
pacientes con mejor pronostico a largo plazo.

No se han podido identificar otros factores adicionales al fenotipo MMRd que puedan
influir en la evolucion de este grupo seleccionado de pacientes
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ABSTRACT

Introduction

Endometrial carcinoma (EC) is one of the most common gynecologic malignancies.
Advanced-stage disease (FIGO II-1V) is associated with high recurrence rates and limited
therapeutic options. The MMRdA/MSI-H subtype, present in approximately 30% of EC
cases, 1S characterized by high tumor mutational burden, increased lymphocytic
infiltration, and PD-1 overexpression, making it potentially sensitive to immunotherapy.

The primary objective of this study is to evaluate whether treatment with PD-1/PD-L1
inhibitors impacts overall survival (OS) and progression-free survival (PFS) in patients
with MMRdJ/MSI-H EC.

Secondary objectives include analyzing various factors associated with immunotherapy
response, such as the loss of MMR protein expression and MLH1 promoter
hypermethylation, as well as tumor mutational burden (TMB) and PD-L1 expression.
The study also examines clinical outcomes in patients with MMRd/MSI-H-p53abn
tumors (multiple classifiers) compared to those without this classification and assesses
the prognostic impact of immune-related toxicities.

Methodology

Data will be collected from patients with advanced or recurrent EC who were treated with
immunotherapy between August 2017 and December 2024 at Vall d’Hebron Hospital.
Clinical, histological, molecular data, and disease progression will be analyzed.
MMRA/MSI-H status will be determined by immunohistochemistry and confirmed by
PCR. Tumor mutational burden (TMB) and molecular profiling will be performed using
Mass-Spect (Sequenom) or NGS (Illumina). All data will be processed with appropriate
statistical analyses according to the variables, using specialized software, R version 4.0.3.

Results

A total of 24 patients with AIMMR/MSI-H EC treated with PD-1/PD-L1 inhibitors were
identified. With a median follow-up of 7 years, at the time of database closure, 33% were
alive without disease, 46% were alive with disease, and 21% had died from disease
progression. The progression-free survival (PFS) rate was 75% at 1 year and 59% at 5
years. Overall survival (OS) was 86% at 5 years and 61% at 10 years. Regarding response
rates, 70.8% of patients achieved a response (29.2% complete response [CR] and 41.7%
partial response [PR]), while 16.6% had stable disease (SD).

Of the 24 patients, 14 discontinued immunotherapies: 8 patients (57%) due to disease
progression and 6 patients (43%) due to toxicity, primarily hepatic. The 6 patients who
discontinued treatment due to toxicity remain alive and progression-free after 5 years.

No significant differences in treatment response were observed according to loss of MMR
protein expression (MLH1, MSH2, PMS2, MSH®6). In patients with MLH1 alterations,
no differences were detected according to the hypermethylation status of this gene.
Similarly, no significant associations were found with PD-L1 expression, TMB, or other
specific molecular alterations.
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In this study, the 7 patients with dual classifier MMRd/MSI-H-p53abn responded to
treatment; 2 remain on therapy, 4 discontinued due to toxicity without progression, and 1
discontinued due to progression but with disease control.

Conclusions

The study confirms that patients with MMRdA/MSI-H endometrial cancer treated with
anti-PD-1/PD-L1 therapy exhibit higher progression-free survival (PFS) and overall
survival (OS), particularly in those achieving a partial or complete response to treatment.
No significant association was found between treatment response and MMR protein loss,
MLHI1 gene hypermethylation, tumor mutational burden (TMB), or PD-L1 expression.
Patients with dual-classifier MMRd/MSI-H-p53abn tumors show a response similar to
the MMRd/MSI-H group, with a possible favorable trend. Additionally, the development
of immune-mediated toxicities is associated with better prognosis, suggesting its potential
value as a predictive marker. Despite the limited number of patients, our study shows that
those with MMRdA/MSI-H EC treated with anti-PD-1/PD-L1 inhibitors who achieve a
treatment response and develop immune-mediated toxicities are the patients with the best
long-term prognosis. No other factors influencing the course of this selected patient group
could be identified.
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1 INTRODUCCION

1.1 Predmbulo

El Céncer de Endometrio (CE) es uno de los tumores mas prevalentes en la mujer, por
detras de los tumores de mama, colon y pulmoén. Constituye la 6* causa de muerte por
cancer. Ademas, se estima que la incidencia de carcinoma de endometrio aumente entre
un 1% y un 2% anualmente debido a los factores de riesgo asociados. (1)

La mayoria de los tumores epiteliales de endometrio se diagnostican en estadios iniciales
de la clasificacion de la FIGO (las iniciales corresponden a su nombre original en francés
Féderation Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique). En estos casos, el pronodstico
es muy favorable y el tratamiento principal se basa en la cirugia, aunque en ocasiones se
debe asociar radioterapia/braquiterapia o quimioradioterapia adyuvante acorde a las
caracteristicas patoldgicas y moleculares del tumor. Sin embargo, en aquellas pacientes
diagnosticadas en estadios avanzados o no resecables, entendiendo por ello estadios III/IV
de la clasificacion de la FIGO, el porcentaje de recaidas después del tratamiento inicial
es mayor , en torno al 50% (2) (3) (4).El tratamiento de 1° linea en las pacientes con CE
avanzando/ recurrente ha sido, hasta recientemente, la quimioterapia basada en
carboplatino y paclitaxel con una supervivencia global (SG) de 37 meses y una
supervivencia libre de progresion (SLP) de 13 meses. Cuando las pacientes progresan o
son refractarias a la primera linea de tratamiento, el pronostico es infausto con una SLP

de 5.7 meses una SG de 9 meses. (5)

El punto de inflexion en el tratamiento del CE fue su caracterizacion molecular realizada
a través del proyecto, “The Cancer Genome Atlas” (TCGA). En este analisis, a través de
una combinacion de tecnologias avanzadas, se analizaron distintos niveles de alteraciones
genoOmicas, transcriptomicas, epigendmicas y protedmicas. Acorde a los resultados
obtenidos, se establecid una clasificacion molecular que agrupa a los tumores de
endometrio en cuatro categorias: Ultramutado o DNA polimerasa épsilon (POLE),
Inestabilidad de microsatélites (hipermutado o MMRdA/MSI-H), nimero de copias bajo
(NCB, endometrioide) y nimero de copias alto (tipo seroso), demostrando ademas que

dicha clasificacion molecular constituye también un factor pronostico de la enfermedad.

(6)

De forma adicional, hasta la fecha, son pocos los datos publicados que correlacionen las

caracteristicas histopatologicas del CE con su perfil molecular y sus implicaciones
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pronosticas y/o predictivas de respuesta a los diferentes tipos de tratamientos

oncoespecificos.

Este trabajo de Tesis estudia una poblacion concreta de pacientes con CE, el grupo
molecular clasificado como MMRdA/MSI-H. El trabajo analizara la histologia, las causas
subyacentes a su perfil molecular, los tratamientos realizados y la evolucion de la

enfermedad acorde a dichas caracteristicas.

El objetivo principal de esta tesis es analizar si el tratamiento con inhibidores de PD-
1/PD-L1 mejora la SG y la SLE en pacientes con CE recurrente o avanzado con perfil

molecular MMR-d/MSI-H.

1.2 Epidemiologia y factores de riesgo

El céncer de CE representa al 6° tumor maligno mas frecuente en mujeres. A nivel
mundial en el afio 2022 su incidencia estimada fue de aproximadamente 417. 367 nuevos

casos, representando el 4,5% de diagndsticos de cancer en el sexo femenino. (7)

Su incidencia es mayor en norte América, el norte de Europa y Asia del Norte (Europa
Oriental) y en el Reino Unido (Figura 1). Ademas, se ha objetivado que su incidencia esta
aumentando aproximadamente entre 1-2% de forma anual sobre todo en Reino Unido

debido a los factores de riesgo asociados. (7) (8)

ASR (World) per 100 000

M -4

Bl s9-142
5.3-89
2.6-5.3 - Not applicable
<26 No data

Figura 1. Incidencia del cancer de endometrio estandarizado por edad. Adaptado de (7)
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La curva de incidencia de edad del CE muestra que la mayoria de los casos se diagnostican
en mujeres mayores de 50 afios, con una mediana de edad de 63 afios. No obstante, existe
un 4% de pacientes cuya edad es inferior a los 40 afios. (9)

Se han identificado multiples factores de riesgo que predisponen al desarrollo de este tipo
de tumores siendo la obesidad el factor més relevante. Las pacientes con un Indice de
masa corporal (MC) entre 20-25 (nivel de peso normal) tienen un 3% de riesgo de
desarrollar CE, pero en pacientes con IMC > 30 el riesgo puede aumentar en mas del 6-
9%. Ademas, se ha demostrado que la correlacion entre obesidad y riesgo de cancer es
mas significativa en el cancer endometrio en comparacion con otros tumores sélidos. (10)
(Figura 2). Este riesgo puede estar asociado a que las pacientes con obesidad presentan

niveles de estradiol y estrogeno mas altos en sangre periférica. (11)

Céncer de endometrio

Riesgo Relativo
Cancer de mama

Cancer de ovario
Cancer de colon

Cancer de pulmén

IMC
Figura 2. Asociacion entre IMC y cancer. Adaptado de (12).

Ademas, en muchas ocasiones la obesidad se asocia a diabetes mellitus produciendo el
conocido sindrome metabolico. Multiples metaanalisis han demostrado una relacion entre
diabetes mellitus y CE. (13) Este aumento de riesgo se debe a que la resistencia a la
insulina, la hiperinsulinemia y la hiperglicemia activan mecanismos proinflamatorios que
promueven la carcinogénesis, a través del factor de crecimiento similar a la insulina-1

(cuyas siglas en inglés son IGF-1) y otras vias de la proliferacion celular (14).

Es decir que, todo proceso que produzca un exceso de estrogenos se puede considerar un
factor de riesgo para el desarrollo de CE como pueden ser; las terapias con estrogeno, el
sindrome del ovario poliquistico o la nuliparidad. Asi mismo, el tratamiento con

tamoxifeno (tratamiento hormonal para el cdncer de mama) durante mas de 5 afios se ha

16



demostrado que puede aumentar hasta 3,6% el riesgo de CE debido a su efecto agonista

estrogénico en el tejido endometrial. (15)

1.3 Factores prondsticos
1.3.1  Factores clinicos
1.3.1.1 Edad

La edad al diagndstico es un factor pronostico independiente en el CE, habiendo
identificado como el riesgo relativo de muerte aumenta con la edad avanzada: 2,3 (55

afos), 4,6 (65 afios) y 7,6 (75 afos) (16) (17).

1.3.1.2 Raza

Las mujeres afroamericanas con CE, tienen una mortalidad 86% mayor, lo cual se
atribuye a una mayor incidencia de histologias agresivas y a diagndsticos en estadios
avanzados. Esto ultimo se relaciona con bajos niveles socioecondémicos y dificultades de

acceso al sistema sanitario. (18) (19) (20)

1.3.1.3 Estadio quirurgico

El estadio quirurgico es el factor prondstico mas importante para el CE ya que impacta
de forma determinante en la supervivencia. A los 5 afos, la supervivencia relativa acorde
al estadio es del 94,9% para los estadios I-I1, 69,3% para los estadios Il y del 17,8% para
los estadios IV. (21)

En el estudio GOG#33 se analizaron las caracteristicas patoldgicas en los estadios
precoces, que se asociaban a una mayor recurrencia de la enfermedad. Se llego a la
conclusion de que la recurrencia aumentaba cuando existia invasion del miometrio y
afectacion ganglionar a nivel pélvico y/o paradrtico. Las implicaciones de estos hallazgos
fueron importantes para confirmar la importancia de la estadificacion quirtrgica y
clasificar a los pacientes en grupos de pronostico con el fin de proporcionar un tratamiento

adyuvante adecuado. (22)
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La clasificacion FIGO (Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia) para el
CE se utiliza para establecer la extension del tumor, establecer el pronostico y acorde a

ello determinar el tratamiento mas adecuado.

Hasta recientemente, el CE se clasificaba acorde a la FIGO2009 (23). Esta clasificacion
se basaba unicamente en parametros clinicos, quirtrgicos e histoldgicos. Si bien ha sido
y continua siendo, una herramienta clinica fundamental en el diagndstico y tratamiento

del CE, esta siendo lentamente reemplazada por la FIGO 2023

Lanueva clasificacion FIGO2023 del CE, no solo mantiene la evaluacidon anatomica, sino
que integra la factores clinico-patologicos y la caracterizacion molecular para definir
subgrupos de riesgo. Es este ultimo punto lo que la hace en muchos aspectos mas precisa

en términos pronosticos y predictiva de respuesta comparada con la FIGO 2009

Dicho esto, y dado el caracter retrospectivo de este trabajo de Tesis, es la FIGO 2009 la

usada en nuestro analisis.

Tabla 1. Estadificacion FIGO 2009

Estadio Definicion

I Tumor confinado al cuerpo uterino

1A Invasion limitada al endometrio o con invasion <50% del miometrio

1B Invasion >50% del miometrio

11 Tumor que invade el estroma cervical, pero no se extiende mas alla del utero
I Extension local y/o regional del tumor

IIIA Invasion de la serosa uterina y/o anexos (trompas de Falopio u ovarios)

111B Invasion de la vagina y/o parametrio

HIC Metastasis a ganglios linfaticos pélvicos y/o paraaodrticos

IIC1 Metastasis en ganglios pélvicos

IIC2 Metastasis en ganglios paraaorticos, con o sin afectacion de ganglios pélvicos
v Invasion tumoral mas all4 de la pelvis verdadera

IVA Invasion de la mucosa del recto y/o vejiga (confirmada por biopsia)

IVB Metastasis a distancia, incluyendo ganglios intraabdominales o inguinales
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Tabla 2. Estadificacion FIGO 2023. (24)
ESTADIO DESCRIPCION

Estadio I
1A

IAI
1A2

IA3

IB

IC
I

ITA
1IB
IIC

111
ITITA1
I1TA2
111B1
111B2
I1IC1
ITIC1i
IIC1ii
IHIC2
HIC2i
HIC2ii
v
IVA
IVB
IvC

Confinado al utero

Enfermedad limitada al endometrio o histologia de bajo grado, con invasion <50%
del miometrio y sin infiltracion linfovascular.

Tumor sobre polipo con histologia de bajo grado.

Tumor con histologia de bajo grado e invasién <50% del miometrio sin invasion
linfovascular o focal.

Tumor con histologia de bajo grado limitado al utero (+/-ovario unilateral con
capsula integra) sin infiltracion linfovascular.

Tumor histologia de bajo grado e invasion >50% del miometrio sin invasion
linfovascular o focal.

Tumor histologia de alto grado limitado a polipo y confinado al endometrio.
Invasion del cérvix sin afectacion extrauterina o infiltracion linfovascular
sustancias o histologias agresivas con invasion miometrial.

Tumor histologia de bajo grado, pero afectacion del cérvix.

Tumor histologia de bajo grado, pero infiltracion sustancial linfovascular

Tumor histologia agresiva sin infiltracion miometrial.

Tumor con afectacion regional de cualquier histologia

Tumor con invasion del ovario.

Tumor con afectacion de la serosa uterina

Tumor con diseminacidén en parametrios o vagina

Diseminacion en el peritoneo pélvico

Metastasis en ganglios linfaticos pélvicos

Micrometastasis

Macrometastasis

Metastasis en ganglios linfaticos paradrticos

Micrometastasis

Macrometastasis

Tumor afecta a la mucosa de la vejiga o intestinal o diseminacion a distancia.
Tumor invade la mucosa de la vejiga o mucosa intestinal

Diseminacién peritoneal.

Diseminacion a distancia.
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1.3.2  Factores histolégicos

1.3.2.1 Grado histoldgico
El grado de diferenciacion tumoral es un marcador pronostico ya que, en multiples

estudios, se ha demostrado una correlacion entre el grado tumoral y el riesgo de recidiva.
Los tumores de alto grado (Grado 3) tienen un riesgo relativo 3 veces superior de

presentar una recidiva precoz que los tumores de bajo grado (Grado 1). (25) (26)

1.3.2.2 Afectacion linfovascular

La invasion linfovascular (LVSI) es la penetracion de células malignas en vasos linfaticos
o sanguineos. Es un factor pronéstico importante en el CE, ya que, los casos con LVSI
sustancial (>4 vasos afectados en una laminilla) tienen mayor riesgo de recurrencia, peor

prondstico y suelen requerir tratamientos mas agresivos. (27)

1.3.2.3 Histologia

Los tumores de endometrio se dividen clasicamente en tipo I, correspondiente al
adenocarcinoma endometrioide (80—90% de los casos), y tipo II, que incluye subtipos no
endometrioides como seroso, de células claras, indiferenciado y carcinosarcomas (10—

20% de los casos). (28) (29)

Los tumores endometrioides o tipo [ surgen en mujeres pre y postmenopausicas, asociado
a hiperplasia y exceso de estrogenos. Se clasifica en grados FIGO 1-2 (bajo) y 3 (alto).
Molecularmente puede presentar mutaciones en POLE, dMMR/MSI-H, K-RAS,
PIK3CA, CTNNBI, PTEN y FGFR2. (30) Suele tener buen prondstico con una SG 5
afios aproximadamente del 86%. (31) (32)

Los tumores no endometrioide o tipo II son mas frecuente en mujeres postmenopausicas,
independiente de hormonas y lesiones precursoras. Incluyen las histologias seroso,
células claras y carcinosarcomas, y se asocian a mutaciones en TP53, E-cadherina y
amplificacion de ERBB2/HER2. Asi mismo suelen asociarse a mal prondstico (SG 5 afios

aproximadamente del 59%). (32) (33) (34) (35)

En el momento actual, esta clasificacion dualistica basada exclusivamente en

caracteristicas histopatoldgicas estd siendo reemplazada por la clasificaciéon molecular.
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Dicho esto, la histologia sigue siendo un pilar en la clasificacion del CE. En este sentido,
la organizacion Mundial de la Salud (OMS) en su tltima version del afio 2014, clasifica
los tumores de endometrio segin sus caracteristicas microscopicas y los criterios

patologicos predefinidos (tabla 1).

Tabla 3. Clasificacion histologica de los tumores de endometrio (OMS2014)

Tipo de Tumor Subtipos
Carcinomas Epiteliales - Carcinoma endometrioide (Con diferenciacion escamosa, velloglandular,
secretor)

- Carcinoma mucinoso

- Carcinoma seroso

- Carcinoma de células claras

- Carcinoma indiferenciado o desdiferenciado
- Adenocarcinoma mixto

Tumores - Tumor neurcendocrino de bajo grado
Neuroendocrinos - Tumor neurocendocrino de alto grado
- Tumor carcinoide
- Carcinoma neuroendocrino de células pequefias
- Carcinoma neuroendocrino de células grandes

1.3.2.3.1 Carcinomas epiteliales

e Carcinoma endometrioide: el mas frecuente; suele expresar receptores hormonales.
Se clasifica en bajo grado (grado 1 y 2) suelen tener buen prondstico con una SG 5 afios

86%) y en alto grado (grado 3) con un pronostico variable.

e Carcinoma mucinoso: representa <10%; requiere >50% de mucina intracitoplasmatica

o luminal; bien diferenciado, suele estar asociado a hiperplasia endometrial. (36)

e Carcinoma seroso: representa el 15%; suelen ser tumores muy agresivos, con marcada

atipia y frecuente diseminacion extrauterina (37% al diagnostico). (37) (38)

e Carcinoma de células claras: corresponden al 4%; tiene mal prondstico (SG 5 afios

40%) y una elevada tasa de metastasis al diagnostico (40%). (39)

e Carcinoma indiferenciado/desdiferenciado: su incidencia es <2%; es una histologia

agresiva, asociada a invasion profunda y mal prondstico; puede originarse de carcinomas

endometrioides. (40) (41)
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e Carcinosarcoma (tumores miillerianos mixtos malignos): representan <5%; son

también tumores agresivos con una SG 5 afios <40%. Hoy se consideran carcinomas

epiteliales de alto grado. (42) (43)

e Tumores neuroendocrinos: muy poco comunes (células pequenas o grandes), deben
marcar positividad para cromogranina, sinaptofisina, leu-7 o enolasa y tienen un

pronostico muy desfavorable. (44)

1.4 Genéticay CE

El CE puede estar asociado entre el 2-5% al sindrome de Lynch.

La incidencia de sindrome de Lynch varia segun la poblacion y la region geografica. Es
importante destacar que el sindrome de Lynch es una condicion hereditaria autosémica
dominante con penetrancia incompleta, lo que significa que una persona afectada tiene
un 50% de probabilidad de poder transmitir la mutacion a cada uno de sus hijos.

Este sindrome se caracteriza por conferir una susceptibilidad hereditaria a desarrollar CE,
asi como también otros tumores tales como; colon, gastrico, ovario y prostata entre otros.
Aproximadamente el 90% de los casos de sindrome de Lynch se deben a variantes
patogénicas germinales en los genes MLH1 (50%) y MSH2 (40%), seguido de MSH6 (7-
10%) y PMS2 (< 5%)-. (45) El riesgo de desarrollar CE asociado a la presencia de estas
mutaciones es de del 20-54%, 21-49%, 16-71% y un 15% respectivamente. (46) (47)
Asi mismo, el 9% de los CE diagnosticados en pacientes con edad inferior a los 50 afios
estan relacionados con este sindrome

El sindrome de Codwen también puede predisponer al desarrollo de CE. Se caracteriza
por presentar una mutacion patogénica en el gen PTEN (cuyas siglas corresponden a
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa) a nivel germinal. Este sindrome presenta un
patron de herencia autosémico dominante y las mujeres portadoras tienen un riesgo del
18-28% de desarrollar CE. Ademas, este fenotipo tumoral también se asocia a cancer de
mama y de tiroides. (48)

Recientemente, también se han relacionado las mutaciones germinales patogénicas en los
genes BRCA1 y BRCA 2 con el CE. Esta alteracion genética tiene un patron de herencia
autosdmica dominante confiriendo un alto riesgo de cancer de mama y ovario en las

mujeres portadoras. Ademads, la mutacion en BRCA1 puede otorgar un 2-5% de riesgo de
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padecer tumores de endometrio especialmente de histologia serosa. En cambio, la

relacion entre la alteracion en BRCA2 y CE es dudosa. (49)

Es importante identificar estos sindromes que conllevan una predisposicion al CE en las
pacientes. Esta informacion permite valorar de forma individual, a la paciente y a su
familia, el riesgo de desarrollar cancer. Ademas, proporciona una oportunidad para
realizar estrategias de deteccion precoz y prevencion personalizadas y puede ser un factor

predictivo de respuesta a terapias dirigidas. (50)

1.5 Inestabilidad de microsatélites en Cancer de Endometrio

1.5.1 Definicién de microsatélites (MS)

Los MS son secuencias cortas de nucledtidos que se repiten en diferentes regiones del
ADN. Algunos MS se encuentran en regiones codificantes de ADN, como BAT2S,
BAT26, BAT40 o0 D2S123, mientras que otros se encuentran en regiones no codificantes.
Cada coddn estd compuesto por tres nucledtidos, normalmente, se leen en grupos de tres
(marco de lectura) para producir los aminoacidos correctos en la sintesis de proteinas. Sin
embargo, si ocurre un cambio en la longitud de la secuencia de ADN debido a la
inestabilidad de MS puede alterarse el marco de lectura, lo que resulta en la produccion

de proteinas andmalas con secuencias de aminoacidos incorrectas durante la replicacion

del ADN.

1.5.2 Definicion de DNA MMR

La integridad del genoma y la prevencion de acumulacion de mutaciones se lleva a cabo,
entre otros mecanismos, por un grupo de genes llamados genes reparadores del ADN
(MMR del inglés mismatch repair) constituido por MLH1 (mutL homolog 1, colon
cancer, nonpolyposis type 2), MSH2 (mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis 1),
MSH6 (mutS homolog 6), PMS2 (postmeiotic segregation increased 2) o delecciones en
el gen EPCAM que causa una inactivacion del gen MSH2.

Las cuatro proteinas homénimas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 codificadas por estos
genes funcionan en heterodimeros, especificamente MLH1-PMS2 y MSH2-MSH6.

El primer paso en este proceso es el reconocimiento del desajuste por parte de una

proteina llamada heterodimero mutSa, que estd compuesta por las proteinas MSH2-
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MSH6. Esta proteina identifica la anomalia en la secuencia de ADN. Una vez que el
desajuste ha sido reconocido, se recluta otro heterodimero llamado mutLa, que esta
compuesto por las proteinas MLH1-PMS2. Esta proteina se une al complejo mutSa y
prepara el terreno para los pasos siguientes en la reparacion del desajuste.

Cuando el complejo formado por mutSo-mutLoa encuentra una discontinuidad en la
cadena de ADN, se activa una maquinaria de escision. Esto implica la degradacion del
fragmento de ADN que contiene el desajuste y la sintesis de una nueva cadena de ADN
que corrija el error. (51) (52)

Ademas de las proteinas MMR, este proceso de reparacion requiere la participacion de
varias otras proteinas que colaboran en la deteccion, sefializacion y ejecucion de la

reparacion del desajuste.

MSH2  MSH6 MLHI  PMS2

(o "N A
X N , Figura 3. Representacion
5. - 2. Error de emparejamiento del ADN .,
3 de la funciéon de los
heterodimeros MSH2-
4 ﬁ pp—— MSH6 y MLH1-PMS2.

’ — —3. e
i‘ ‘\‘ ’ ' Excision

3 5" Resintesis

Los heterodimeros MSH2-MSH6 y MLH1-PMS2 desempefian papeles diferentes en el
reconocimiento de errores, la escision y la resintesis del ADN en sitios mal emparejados.

(53)

Para formar un heterodimero estable tanto PMS2 como MSH6 requieren que las proteinas
MLH1 y MSH2 respectivamente se expresen. Un MLH1 defectuoso se manifiesta por la
pérdida combinada de MLH1 y PMS2, y una alteracion en MSH2 se asocia a la pérdida
conjunta de MSH2 y MSH6. Sin embargo, en el caso de una mutacién en PMS2 o MSH6,
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la expresion de MLH1 o MSH2, no se ve afectada, ya que estos genes se expresan de
manera independiente. Por lo tanto, cuando existe mutacion en PMS2 solo hay pérdida
de expresion de PMS2, y una mutacion en MSH6 solo causa la pérdida de expresion de

MSHG6, mientras que MLH1 o MSH2 contintan expresandose de manera normal.

Tabla 4. Pérdida del heterodimero en funciéon de la pérdida de expresion por

inmunohistoquimica.
MMR deficiente Inmunohistoquimica
MLH-1 MSH-2 MSH-6 PMS-2
MLH-1 - + + -
MSH-2 + - - A
MSH-6 + + - +
PMS-2 + + + -

1.5.3 Definicion de inestabilidad de microsatélites (IMS)

La pérdida de expresion o de funcion en cualquiera de los genes del MMR (MLH1, PMS2,
MSH6, MSH?2) conduce a un estado en el que la reparacion de desajustes de ADN esta
comprometida, conocido como estado deficiente de reparacion de desajustes, del inglés,
mistmach repair deficient (MMRGd). La inactivaciéon de uno de estos genes puede ser
debido a mutaciones germinales y/o somaticas o a silenciamiento epigenético. La
deficiencia en esta via de reparacion del DNA, da lugar a una inestabilidad en los
microsatélites (MSI) del inglés microsatélite inestability y que se caracteriza un estado
hipermutable de las células, con alteracion en la regulacion transcripcional o en la
apoptosis celular desencadenando un fenotipo tumoral. (54)

Por lo tanto, la MSI es una forma de hipermutabilidad genética caracterizada por
alteraciones en la longitud de secuencias repetitivas del ADN. Su presencia indica un mal
funcionamiento del sistema MMR. Cuando la MSI es alta (MSI-H), se considera una
manifestacion fenotipica de MMRd, por lo que ambas condiciones se entienden como

biolégicamente equivalentes (MMRd/MSI-H).
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1.5.4  Analisis del fenotipo de MMRd/MSI-H

La determinacion del fenotipo MMRA/MSI-H se ha realizado mediante dos enfoques
principales.
e Elprimero implica el uso de la técnica de inmunohistoquimica (IHQ) para analizar
la expresion de las proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 (MMRAJ).
e Elsegundo enfoque implica el uso de la técnica de amplificacion por reaccion en
cadena de polimerasa (PCR) para detectar la inestabilidad de ciertos MS en

comparacion con el tejido normal.

En el contexto del estudio de MMRA/MSI-H, es importante seleccionar la muestra
tumoral adecuada para obtener resultados precisos. En general, se prefiere utilizar la
muestra del tumor primario, ya que no estd influenciado por los tratamientos realizados,
sin embargo, es importante tener en cuenta que existe una concordancia estimada del 80%

entre la muestra del tumor primario y la obtenida de la metéstasis.

La ESMO publicé en 2019 una recomendacion que respalda la determinacién del fenotipo
MMRA/MSI-H mediante el analisis por IHQ de las cuatro proteinas principales (MLHI1,
MSH2, MSH6, PMS2) del sistema de MMR. Segun esta recomendacion, se define el
fenotipo MMRd cuando hay una pérdida de expresion nuclear de al menos dos de estas
proteinas siempre y cuando las células estromales circundantes tengan tincion positiva.
El umbral de corte se establece en el 10%; si la pérdida de tincion es superior al 10%, se

considera que el tumor presenta pérdida de expresion de la proteina correspondiente. (55)

En caso de resultados inespecificos o heterogéneos, especialmente en areas con tincidon
heterogénea en el tumor, se pueden realizar repeticiones de la prueba o utilizar métodos
complementarios como la técnica de PCR o pruebas moleculares para confirmar el
diagnostico.
Existen diferentes paneles de MS utilizados en el analisis mediante PCR para determinar
MMRdJ/MSI-H.
Dos de los paneles mas utilizados son:
1. Panel de dos nucleétidos y tres dinucleotidos: Este panel utiliza dos MS mono
nucleotidos (BAT-25 y BAT-26) y de tres MS dinucleo6tidos (D5S346, D2S123,
D17S250).
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2. Panel recomendado por la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO): Este
panel ha demostrado tener una mayor sensibilidad y especificidad en la deteccion
de inestabilidad de MS. Analiza cinco poly-A mono nucleétidos (BAT-25, BAT-
26, NR-21, NR-24 y NR-27).

Ambos definen el fenotipo MMRA/MSI-H cuando existe pérdida de estabilidad en

minimo dos de los cinco MS estudiados.

La PCR y la IHQ proporcionan informacion diferente en la determinacion del fenotipo
MMRA/MSI-H. La PCR se utiliza principalmente para detectar la presencia de una alta
inestabilidad de MS y  diagnosticar la  presencia de  MSI-H.
Por otro lado, la IHQ permite diagnosticar el fenotipo MMRA y proporciona informacion
sobre qué proteinas del sistema de reparacion del ADN estan alteradas.
Ambas técnicas tienen un alto porcentaje de deteccion del fenotipo MMRA/MSI-H,
aunque la PCR es maés sensible que la IHQ, especialmente en casos esporadicos donde
alcanza un porcentaje de deteccion superior al 90%, mientras que la THQ detecta

alrededor del 88% de estos casos.

Cuando se diagnostica un CE asociado a MMRdA/MSI-H, es esencial comprobar si dicha
alteracion estd relacionada con la hipermetilacion del promotor del gen MLHI. Si se
confirma que no existe esta causa epigenética, resulta imprescindible derivar a la paciente
a la unidad de consejo genético. Alli se podra determinar si hay una mutacion hereditaria
en los genes del sistema MMR, caracteristica del sindrome de Lynch o cancer colorrectal

hereditario no poliposico (HNPCC).

1.6 Clasificacion molecular de los tumores de endometrio segun la plataforma
del Atlas del Genoma del Cancer

El proyecto Atlas del Genoma el Céancer (traduccion del inglés The Cancer Genome Atlas,
cuyas siglas son TCGA) (56) marca un punto de inflexion en el CE con la identificacion
de los grupos moleculares. El TCGA usa técnicas de secuenciacion del genoma completo,
secuenciacion del exoma, estudio de la inestabilidad de microsatélites y el analisis del
numero de copias de ADN alterados en el tumor (cuyas siglas en ingles corresponden a

SCNV).
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La secuenciacion del exoma consiste en determinar la composicion de los exones

(fraccién de ADN que codifica la produccion de proteinas) para identificar una variante

genética que puede tener implicacion clinica.

Se analizaron 373 muestras tumorales de pacientes con tumores de endometrio (307

tumores endometrioides, 53 tumores serosos y 13 histologia mixta).

Se secuenciaron los exomas de 232 de las 373 muestras tumorales, acorde a las

frecuencias y patrones de sustitucion de nucledtidos, la carga de mutaciones tumorales

(cuas siglas en inglés corresponden a TBM), el estado de la inestabilidad de microsatélites

y el nimero de SCNV. Tras analizar todos los resultados se identificaron 4 subgrupos

moleculares de CE:

POLEmut o grupo ultra-mutado: Se caracteriza por mutaciones en el dominio
exonucleasa del gen POLE, que alteran la funcion de la polimerasa del ADN y
generan un fenotipo ultra-mutado con una elevada carga de mutaciones somaticas
(~232/megabase). Las mutaciones mas frecuentes son P286R y V411L, que
representan alrededor de dos tercios de los casos, y suelen detectarse en los exones
9, 11, 13 y 14. Este subgrupo estd compuesto principalmente por carcinomas
endometrioides, tanto de bajo (52%) como de alto grado (47%). (57)

MSI-H o grupo hipermutado: estaba compuesto por carcinomas endometrioides
con alteraciones en las proteinas de reparacion del ADN (MLH1, PMS2, MSH2,
MSHS6). Se caracteriza por una elevada tasa de mutaciones (18 x 10° mutaciones
por megabase), aunque menor que en el grupo ultramutado. El mecanismo mas
frecuente fue el silenciamiento epigenético de MLH1 mediante metilacion de su
promotor. Histologicamente, predominaban los tumores endometrioides: 27,7%
grado 1, 33,8% grado 2 y 38,5% grado 3. Este grupo se identifica como MSI-H
y constituye la base sobre la cual se desarrolla este trabajo de Tesis.

El grupo con variaciones en el Numero de Copias Somaticas bajo (cuyas siglas en
inglés corresponden a CNL): Se caracteriza por un nimero moderado de
mutaciones (~2,9/megabase). Estd compuesto principalmente por carcinomas
endometrioides (93,3% grado 1-2; 6,7% grado 3). Presenta alta frecuencia de
mutaciones en CTNNBI1 (53%) y alteraciones inactivadoras en la via AKT. Se
considera el grupo sin un perfil molecular especifico (NSMP). (cuyas siglas en

inglés son NSMP) (58)
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e El grupo con un alto nimero de Copias Somativas (cuyas siglas en inglés
corresponde a CNH). Constituido principalmente por carcinomas serosos
(71,6%), ademas de un 25-30% de grado 3 y un 5,1% de histologia mixta. Se
caracteriza por una alta frecuencia de mutaciones en TP53 (92%), lo que justifica
su denominacion “serous-like”, ya que la mayoria de los carcinomas serosos se

incluyen en este grupo. (59) (60)

En términos de pronostico, analisis del TCGA mostro como CE del subgrupo POLEmut,
tenian una SLP superior que el resto de los subgrupos, en contraste, los tumores del
subgrupo serous-like fueron los de peor pronodstico (p = 0.003, prueba de log-rank). Los

otros dos subgrupos, MSI-H y SCNV, mostraron un prondstico intermedio.
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Figura 4. Supervivencia libre de progresion acorde al subgrupo molecular. Adaptacion
(56)

1.7 Clasificacion molecular de los tumores de endometrio simplificada

Debido a la alta complejidad de la caracterizacion molecular utilizado en el TCGA y al
elevado coste de los métodos utilizados en este tipo de andlisis, se han desarrollado
alternativas simplificadas para categorizar los tumores de endometrio que puedan ser

implementadas en la préctica diaria.
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En este sentido la clasificacion mas extendida es la denominada ProMisE (cuyas siglas
corresponden a “Proactive Molecular Risk Classifier for Endometrial Cancer”) establece
cuatro subgrupos de riesgo, analogos a los definidos por el TCGA: MMRd (hipermutado),
POLE (ultramutado), p53 wt/NSMP (bajo niumero de copias) y p53 mutado o serous-like
(alto namero de copias).
El analisis se realiza en pasos secuenciales: primero se detecta por inmunohistoquimica
la pérdida de proteinas MMR; posteriormente se estudian mutaciones en el gen POLE; y
finalmente, se analiza la expresion de p53 mediante inmunohistoquimica.en inglés

corresponden a “Proactive Molecular Risk Classifier for Endometrial Cancer”). (61)

Figura 5. Clasificacion molecular ProMise. Adaptacion (61) (62)
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La clasificacion ProMise fue validada retrospectivamente en confirmando su valor

prondstico. (61) (62)

Supervivencia global por subgrupo molecular ProMisE!
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Figura 6. SLP y SG acorde a los subgrupos del ProMise. Adaptacion (62).

Figura 7. Clasificacion molecular TransPORTEC. Adaptacion (63)
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El andlisis molecular TransPORTEC, basado en TCGA, se valid6 en 410 pacientes con
cancer de endometrio de alto riesgo del estudio PORTEC-3, tratados con radioterapia o
quimiorradioterapia. Se evaluaron p53 y MMR mediante inmunohistoquimica y POLE
mediante secuenciacion. Los tumores se clasificaron en cuatro grupos: p53 anormal
(p53abn), POLE mutado (POLE-mut), pérdidas de proteinas MMR (MMRJd) y tumores

sin perfil molecular especifico (cuyas siglas en inglés eran NSMP).

El estudio molecular confirmo el caracter pronostico de la clasificacion. Demostr6 que la
presencia de p53abn era un factor de mal prondstico tanto para supervivencia libre de
recaida (HR de 2,52, IC del 95% 1,61 a 3,91, p=0,001) como para SG (HR 2,3 IC 95%
1,42-3,73; p=0,001). Mientras que la presencia de POLE-mut se asocié con un pronostico
muy favorable para supervivencia libre de recaida (HR 0,08; IC 95% 0,01-0,58; p=0,012)
y para la SG (HR, 0,12; IC del 95%, 0,02 a 0,87; P 5 .036). Los grupos de MMRd y

NSMP nuevamente mostraron un pronostico intermedio.
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Figura 8. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para 5 afios: supervivencia libre de
recaida y supervivencia global;Adaptacion (64)

1.7.1 Doble Clasificador

La mayoria de los CE pueden ser clasificados en una sola clase molecular, denominada
como CE de "clasificador tnico". Sin embargo, entre un 3% y un 6% de los tumores
muestran mas de una caracteristica clasificadora molecular, denominados como CE de
"multiples clasificadores". Estos CE de multiples clasificadores incluyen aquellos con
mutacion en POLE y p53 anormal (POLEmut—p53abn), MMRA/MSI-H vy
pS3abn(MMRd-p53abn), MMRA/MSI-H y POLE combinados (MMRd-POLEmut), y
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los que presentan los tres defectos (MMRdA—POLEmut—p53abn). Resulta interesante
observar que los CE clasificados como MMRd-p53abn y POLEmut—p53abn, comparten
similitudes en los cambios mutacionales con los CE de "clasificador tnico" MMRd/MSI-
H y POLEmut, respectivamente. Este hallazgo sugiere fuertemente que las variantes de
TP53 que aparecen en el contexto de un CE MMRdA/MSI-H o POLEmut probablemente
sean eventos secundarios que no afectan el perfil molecular del tumor, considerandose
mutaciones subclonales. Esta interpretacion se ve respaldada por el fenotipo de los CE
con multiples marcadores de clasificacion, que muestran caracteristicas asociadas con los
CE MMRA/MSI-H o POLEmut, como la presencia de linfocitos infiltrantes del tumor
(TILs), linfocitos peritumorales y metaplasia escamosa, en lugar de caracteristicas
similares a los CE serosos (p53abn). Estas mutaciones "no hotspot" en TP53 parecen no
afectar la expresion ni funcion de pS3.

Este hecho se confirm6 en un estudio donde se analizaron 3518 ECs clasificados
molecularmente acorde a la clasificacion de TCGA, 107 (3%) tumores mostraron p53abn
ademas de otro o mas clasificadores, incluyendo 64 con MMRd/MSI-H-p53abn, 31 con
POLEmut—p53abn, y 12 con las tres aberraciones (MMRd/MSI-H-POLEmut—p53abn).
Los tumores MMRdA/MSI-H-p53abn se agruparon molecularmente con los tumores
MMRA/MSI-H de clasificador tnico, en lugar de con los tumores pS3abn de clasificador
unico. Por otro lado, los tumores POLEmut—p53abn se agruparon mayoritariamente con
los tumores POLEmut de clasificador tnicos y raramente con los tumores p53abn de
clasificador Uinicos (ambos p<0.001). Se observo una diferencia significativa en la
Supervivencia libre de recaida (SLR) a 5 afios entre los pacientes con CE MMRd/MSI-
H-p53abn y POLEmut—p53abn, quienes presentaron una SLR del 92.2% y del 94.1%,
respectivamente, en comparacion con los CE de p53abn de clasificador inico, con una

SLR del 70.8%. (65) (66)

1.7.2  Tratamiento para CE avanzado y/o recurrente basado en quimioterapia

Las pacientes que debutan con enfermedad metastasica o aquellas que presentan un CE
recurrente hasta recientemente eran tratadas exclusivamente con quimioterapia de
primera linea con una mediana de supervivencia global (SG) en torno a los 12-15 meses

(67).
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El tratamiento de primera linea considerado estdndar desde el afio 2012 hasta el afio 2021
ha sido la combinacion de paclitaxel y carboplatino acorde a los resultados del estudio
GOG#2009.

El GOG#209 un estudio de no inferioridad comparando el régimen doxorrubicina
(45mg/m2), cisplatino (59mg/m2) y paclitaxel (160mg/m2) (TAP) considerado el
estandar hasta el momento, con carboplatino (AUC6)-paclitaxel(175mg/m2) (CP). Los
resultados demostraron que la combinacion CP no era inferior al tratamiento con la triple
terapia con una SLP de 14 meses para ambos grupos (HR 1,03) y una SG equivalente (37
meses en el grupo CP frente a 41 meses en el grupo TAP; (HR, 1.032; 90% CI, 0.93 to
1.15). Ademas, se demostré que la combinacidén de carboplatino-paclitaxel tenia mejor

perfil de tolerabilidad. (68)

Una alternativa al tratamiento de quimioterapia de primera linea es la terapia endocrina
con progestagenos principalmente con medroxiprogesterona o acetato de megestrol, pero
también se utilizan los moduladores selectivos del receptor de estrogeno como el
tamoxifeno o el fulvestrant o también los inhibidores de la aromatasa como el letrozol, el

anastrozol o el exemestano. (69)

Aquellas pacientes que progresaban al tratamiento con platino tenian un prondstico

infausto dada la falta de tratamientos activos. (Ver tabla) (70)
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Tabla 5. Estudios Fases 2 con agentes citotoxicos y antiangiogénicos en 2as lineas y

posteriores de tumores de endometrio.

AGENTE

Doxorrubicina
liposomal (71)
Paclitaxel (72)
Gemcitabina (73)
Topotecan (74)
Pemetrexed (75)
Oxaliplatino (76)
Ixabepilone (77)
Bevacizumab (78)
Aflibercept (79)
Sunitinib (80)
Sorafenib (81)

1.7.3 Inmunoterapia en CE.

TASA
RESPUESTA

9,5%

27,3%
4%
9%
4%

13,5%
12%

13,5%
7%

18,1%
5%

MEDIANA
DURACION
RESPUESTA

3 meses

4,2 meses
11 meses
4,5 meses
10,9 meses
7,9 meses

6 meses

SLP

7 meses

2,7 meses
2,9 meses
4,2 meses
2,9 meses
3 meses
Carcinomas:
3,2 meses
Carcinosarcoma
S;

1,8meses

SG

8,2 meses

10,3 meses
No alcanzada

9,4 meses

8,7 meses

10,5 meses

14,6 meses

19,4 meses
Carcinomas;

11,4 meses

Carcinosarcomas;

5 meses.

En el momento actual una de las terapias mas prometedoras en campo de la oncologia es

la via de la inmunogenicidad tumoral.

La inmunoterapia oncolodgica (IO) aprovecha la inmunogenicidad tumoral, donde las

mutaciones generan neoantigenos que activan linfocitos T CD3+y CD8+, aumentando la

respuesta citotoxica. Los tumores de endometrio con alta carga mutacional, como los

POLEmut y MMRd/MSI-H, son mas sensibles a estos tratamientos.

La IO en el campo de la oncologia comprende un conjunto de estrategias terapéuticas

cuyo objetivo es modular la respuesta inmunitaria antitumoral. Hay diferentes clases de

10, pero, en los tumores de endometrio los mas estudiados son los firmacos que bloquean

CTLA-4, PD-1y PD-LI (también conocidos como Immune Checkpoint Inhibitors, ICIs).
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Al inhibir estas vias, se restaura la activacion y funcion efectora de los linfocitos T
citotoxicos, favoreciendo la destruccion tumoral. Los principales firmacos son los
inhibidores de PD-1 (nivolumab y pembrolizumab), Inhibidores de PD-L1 (atezolizumab,
duravalumab, avelumab) y anti CTLA-4 (ipilimumab).

Estudios multicohortes en fase inicial mostraron la actividad de los inhibidores PD-1, en
concreto de Pembrolizumab en tumores sélidos con las caracteristicas de MMRd/MSI-H
llevando a la aprobacion de este firmaco como Tumor agnostic por la FDA (Food Drug
Administration) en mayo de 2017 para tumores s6lidos MMRd/MSI-H irresecables o

metastasicos tras progresion con tratamiento estandar.

Posteriormente el estudio Fase 2 como KEYNOTE-158 confirmé la eficacia de
pembrolizumab (200 mg cada 3 semanas) en una cohorte de pacientes con CE (49
pacientes) que habian progresado al tratamiento con platino con unas respuestas del 57%
(16% completas y 40% parciales). Los efectos secundarios mas frecuentes fueron astenia
y diarrea, con un 9% de discontinuaciones por toxicidad y 3 casos de toxicidades grado 4
(sindrome de Guillain-Barré, transaminasas elevadas y enterocolitis con neutropenia).

(82)

Este estudio llevo a la aprobacion de Pembrolizumab por la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) para el tratamiento de pacientes con tumores de endometrio

MMRA/MSI-H que han progresado tras un tratamiento con carboplatino-paclitaxel.

A continuacion, otro agente Anti-PD1, Dostarlimab (TSR-042) fue evaluado en el ensayo
clinico Faselb GARNET. Pacientes con CE MMRdA/MSI-H (83) recibieron tratamiento
con dostarlimab 500 mg cada 3 semanas durante 4 dosis, seguido de 1000 mg cada 6
semanas hasta progresion o toxicidad inaceptable. Los resultados fueron muy
prometedores con una tasa de respuesta objetiva del 45% % y con mas del 85% de las
pacientes en respuesta tras 27 meses de seguimiento. Los efectos secundarios mas
frecuentes (>10%) fueron astenia, diarrea, fatiga y nduseas. Respecto a las toxicidades
grado 3 o superior incluyeron anemia (2,9%), colitis (1,9%) y diarrea (1,9%). A raiz de
estos resultados, el 21 de abril de 2021 la Agencia Europea de Medicamentos (EMA)
aprobd dostarlimab para el tratamiento de pacientes con tumores de endometrio

MMRA/MSI-H que han progresado tras un tratamiento con carboplatino-paclitaxel.
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Otros inhibidores de PD-1/PD-Llcomo nivolumab, avelumab y durvalumab han
mostrado también actividad en monoterapia en tumores avanzados de CE asociados a

MMRA/MS I-H pero no han sido aprobados por la EMA. (84) (85)

1.7.3.1 Inmunoterapia asociada a quimioterapia para enfermedad avanzada o
recurrente

Debido a la eficacia de los inhibidores de PD-1/PD-L1 en enfermedad recurrente
resistente al platino, se estudid su combinaciéon con quimioterapia. Esta aumenta la
inmunogenicidad tumoral al generar neoantigenos y mejorar su presentacion a las células
T, potenciando la respuesta inmunitaria y generando un posible efecto sinérgico con la

inmunoT. (86)

Diferentes ensayos clinicos de Fase 3 han explorado esta aproximacion. Cabe destacar

aquellos cuyos resultados han sido la base para un cambio en el tratamiento estandar.

El ensayo clinico fase 3 ENGOT-EN-6-NSGO/GOG-3031/RUBY evalu¢ la eficacia y
seguridad del tratamiento de quimioterapia estandar carboplatino-paclitaxel(CP)
concomitante con dostarlimab durante 6 ciclos seguido de dostarlimab de mantenimiento
hasta un maximo de 3 afios comparado con CP. en pacientes con tumores epiteliales de
endometrio en estadios III/IV con enfermedad medible o en recaida. Los objetivos
primarios fueron la SLP en pacientes MMRdA/MSI-H y en la poblacion general, asi como
la SG en la poblacion general. En la poblacion MMRdA/MSI-H (23,9% de los pacientes),
la SLP a los 24 meses fue del 61,4% en el grupo de dostarlimab frente al 15,7% en el
grupo placebo, con una reduccion del riesgo de progresion o muerte del 72% en el grupo
de dostarlimab (HR 0,28; P < 0,001). La SG en esta poblacion fue del 83,3% con
dostarlimab y del 58,7% con placebo (HR 0,30; P <0,001). (87)

En la poblacion total, la SLP a los 24 meses fue del 36,1% en el grupo de dostarlimab y
del 18,1% en el grupo placebo, con una reduccion del riesgo de progresion o muerte del
36% (HR 0,64; P < 0,001). La SG a los 24 meses fue del 71,3% con dostarlimab y del
56,0% con placebo (HR 0,64; P <0,001).

El ensayo fase 3 NRG-GYO018 evalu¢ la eficacia y seguridad de pembrolizumab més CP

seguido de Pembrolizumab por un maximo de 2 afios frente a placebo mas CP en
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pacientes con CE en estadios III/IV o recaidas. El estudio tenia dos cohortes, una para
pacientes con CE MMRdA/MSI-H y otra para CE MMRp/MSS. El objetivo primario fue
la SLP en las cohortes MMRd/MSI-H y MMRp/MSS. Entre los secundarios destacaron
seguridad y SG.

En el analisis a 12 meses de las 225 pacientes incluidas en la cohorte IMMR/MSI-H, se
objetivo SLP del 74% con pembrolizumab, frente al 38% con placebo, con un HR de 0,30
(IC 95%, 0,19-0,48; P<0,001), indicando una reducciéon del 70% en el riesgo de
progresion o muerte. En la cohorte pMMR/MSS, la mediana de SLP fue de 13,1 meses
en el grupo de pembrolizumab y 8,7 meses en el grupo placebo (HR: 0,54; IC 95%, 0,41-
0,71; P<0,001). Los eventos adversos observados fueron acordes con el perfil esperado
de pembrolizumab en combinacion con quimioterapia. (88). La SG era todavia inmadura

en el momento de la publicacion de los resultados.

El ensayo fase III ENGOT-en7/AtTEnd evalué atezolizumab en combinaciéon con
quimioterapia estandar en 549 pacientes con carcinoma o carcinosarcoma de endometrio
avanzado o recurrente, independientemente del estado de MMR. La combinacion mostro
beneficios significativos en la SLP en la poblacion MMRdA/MSI-H, sin embargo, a
diferencia de los estudios previos, no se observo ningun beneficio en el grupo de
MMRp/MSS. Este estudio a diferencia de los previos no cuenta con la aprobacion por la

EMA. (89)

1.7.3.2 Inmunoterapia asociada a inhibidores de la proteina PARP

La hipotesis biologica para combinar inhibidoras de la PARP con la IO es que estos
incrementan el dafio en el DNA acompafiado por un incremento de los linfocitos TCD8 a
través de la via STING produciendo una respuesta antitumoral sinérgica.

En el estudio Fase 3 DUO-E se incluyeron un total de 718 que fueron randomizadas a 3
brazos, brazo estindar CP, CP+ Durvalumab/Placebo seguido de Durvalumab/Placebo y
un tercer brazo con CP+ Durvalumab/Olaparib seguido de Durvalumab/Olaparib hasta
progresion y/o toxicidad inaceptable. Los resultados mostraron un beneficio
estadisticamente significativo en la SLP a favor del brazo de de tratamiento con
durvalumab (HR, 0.71 [IC 95%, 0.57 a 0.89]) y durvalumab + olaparib (HR, 0.55 HR,
0.55 [IC 95%, 0.43 a 0.69]; P < 0.0001) en comparacion con el grupo control. En el
analisis exploratorio preespecificado en el subgrupo MMRp/MSS, el HR fue de 0.57 (IC
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95%, 0.44 a 0.73) para durvalumab + olaparib frente al control. Los resultados
intermedios de SG corroboraron los hallazgos primarios, mostrando una tendencia
favorable en los brazos con durvalumab y durvalumab + olaparib. En cuanto a la
seguridad, no se objetivaron eventos adversos inesperados. (90) Acorde a estos resultados
en agosto de 2024 la EMA aprueba este esquema de tratamiento para poblacion
MMRp/MSS.

En contra en el grupo de AIMMR/MSI-H, la adicion de Olaparib a Durvalumab no parecio

anadir beneficio adicional al obtenido por el Durvalumab.

1.7.3.3 Inmunoterapia asociada a anti-angionénico

Lenvatinib es un inhibidor multiquinasa tirosin kinasa que bloquea receptores clave como
VEGFR, FGFR, PDGFR, RET MMRd/MSI-H KIT, involucrados en la angiogénesis y
proliferacion tumoral.

El estudio de fase 3, KEYNOTE-775, evalu6 la combinaciéon de Lenvatinib-
Pembrolizumab frente a quimioterapia en pacientes con CE tras progresion a primera
linea basada en platino. Las pacientes se aleatorizaban con una ratio 1:1 a recibir
lenvatinib 20mg p.o. dia en combinacion con Pembrolizumab 20mg iv cada 3 semanas o
quimioterapia a eleccion del investigador (paclitaxel semanal o doxorrubicina cada 28
dias hasta toxicidad inaceptable o progresion de la enfermedad. Se alcanzaron los
objetivos del estudio, demostrando que la combinacion de Lenvatinib-Pembrolizumab
mejora de manera significativa la SLP y la SG en pacientes con CE MSS/MMRp que
habian progresado tras quimioterapia. En la poblacion MMRp, se observo una mPFS de
6.6 frente a 3.8 meses, y una mOS de 17.4 frente a 12.0 meses. En la poblacion global, la
mPFS fue de 7.2 frente a 3.8 meses, y la mOS de 18.3 frente a 11.4 meses. Los efectos
adversos mas frecuentes fueron hipertension, hipotiroidismo, diarreas y nauseas. (91) En
consecuencia, la EMA aprobo la combinacion de lenvatinib y Pembrolizumab en CE tras

progresion a platino en noviembre de 2021.

1.7.3.4 Biomarcadores de respuesta a tratamiento con inmunoterapia

Acorde a lo explicado previamente, en el momento actual el biomarcador mas destacado

y predictivo de respuesta a IO en CE es el biomarcador MMRA/MSI-H. Sin embargo,
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existen otros biomarcadores que pueden influir en la respuesta a la Inmmunoterapia como

es PDL1 y el TMB.

La proteina de muerte celular programada (PD-1) es uno de los receptores del punto de
control inmunitario que se expresa en los linfocitos T CD4 que infiltran el tumor y activan
a los linfocitos T CD8. Cuando PD1 se une a PD-L1 bloquea la activacion de las células
T, permitiendo la evasion inmunitaria de las células tumorales. El papel de PD-L1 como
biomarcador de respuesta al tratamiento de 10, en el cancer de endometrio estd poco
definido. En primer lugar, la prevalencia de positividad para PD-L1 varia ampliamente
segun el método utilizado para determinar su expresion. En segundo lugar, en los distintos
estudios realizados no se ha logrado establecer una correlacion consistente entre la

positividad para PD-L1 y la respuesta clinica a la 10.

En el estudio NRG-GYO018 ya comentado previamente, uno de los objetivos secundarios
fue evaluar la SLP acorde a la expresion de PD-L1 (CPS > 1 vs CPS <1). En la cohorte
MMRA/MSI-H mostré6 que pembrolizumab frente a placebo, mejor6 la SLP tanto en
pacientes con CPS > 1 (no alcanzada vs 8,3 meses; HR: 0,27) como en CPS <1 (12,0 vs
4,9 meses; HR: 0,30), indicando beneficio clinico independientemente de la expresion de

PD-L1. (92)

Del mismo modo, en el estudio ENGOT-en7/ AtTEnd en pacientes con MMRd y PD-L1
(IC=1 %), lamediana de SLP no fue alcanzada en el brazo con atezolizumab frente a 6,9
meses en el brazo placebo (HR: 0,36; IC 95 %: 0,23-0,57). En el estudio DUO-E, se
reportaron los datos, pero en el total de la poblacion y se objetivé que los pacientes PD-
L1 positivos (TAP >1 %) tratados con durvalumab + olaparib alcanzaron una SLP de
20,8 meses vs 9,5 meses con tratamiento estandar (HR: 0,42). En cambio, en pacientes
PD-L1 negativos (TAP <1 %), la SLP fue similar entre grupos: 10,1 vs 9,9 meses (HR:
0,80), sin beneficio clinico claro. No obstante, estos estudios valoraban la expresion del
PD-L1 con la escala de TAP (Tumor Area Positivity) y dicha escala no esta avalada ni
aprobada para la seleccion de pacientes candidatos a realizar terapia con inhibidores de

PD-1/PD-L1. (89)

Otro biomarcador interesante es el TMB (Tumor Mutational Burden) es la cantidad de

mutaciones en el ADN tumoral. Aquellos tumores con una TMB-High producen una
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mayor cantidad de neoantigenos y por tanto puede activar una respuesta inmune,

especialmente la activacion de células T efectivas. (93)

En el estudio clinico Fase 2 KEYNOTE-158, se evalu6 la eficacia de pembrolizumab en
pacientes con tumores solidos avanzados previamente tratados. Uno de los objetivos
principales fue analizar la relacion entre el TMB-H y la respuesta al tratamiento. Se
utilizd un umbral de >10 mutaciones por megabase para definir TMB-H. La TR fue del
29.4% (intervalo de confianza del 95%: 17.2%—43.7%), la SLP fue de 4.1 meses. y la
SG de 12,9 meses. Estos resultados sugieren que los pacientes con H-TMB tienen una

mayor probabilidad de responder al tratamiento con pembrolizumab. (82)

En el estudio GARNET analizamos la correlacion entre el estatus de MMR, el TMB y el
CPS. Se observo que el 86 % de los tumores AMMR también eran TMB-H, y el 72 % eran
CPS positivos. Ademas, el 44,5 % de los tumores eran simultaneamente dAMMR, TMB-H
y CPS positivos. Al analizar la actividad segtn la expresion de estos biomarcadores, se
evidencié que las TR en el grupo de dMMR, TMB-H y CPS positivos, fue del 60 %.
Asimismo, los tumores pMMR pero TMB-H presentaron una ORR similar a los dAMMR.
En contraste, aquellos tumores AIMMR pero TMB-L lograron solo un 23 % de respuestas,
lo que sugiere un papel relevante del TMB en la eficacia del tratamiento

inmunoterapéutico. (94)
dMMR/MSI-H EC

4.8%

n=5 \ BN TMB-H
I TMB-L
TMB not determined
100-1 I dMMR/MSI-H EC
gg Bl MMRp/MSS EC
B T™B-H

N=105

401 B T™B-L

MMRp/MSS EC 301

ORR (%)

201

104

0-

TMB-H TMB-L TMB-H TMB-L

n/N 44/98 20/154 39/87 5/11 3/13 171141

N=156

Figura 9. Correlacion entre TMB y MMR estudio GARNET. Adaptacion (93)
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dMMRA £ MSI-H GE: MMAp { MSS CE

TMA, n f M (% G dal 95%)

THMB-HI 48/101 (47.5%; 37.5-57.7)

TMB-H per cohorle 43/90 (47.8%; 37.1-58.6) 5/11 (45.5%; 16.7-76.7)
TMBE-L 22/155 (14.2%; 9.1-20.7)

TME - L por cahorto 3/14 (21.4%; 4.7-50.8) 19/141 (13.5%; B.3-20.2)

SPC (axpresion da PO-L1} 0 f N (% 1C del 95%)

=1 38/142 (40.8%; 32.7-49.4)

= 1 por cohorle 45/82 (54.9%; 43.5-65.9) 13/60 (21.7%; 12.1-34.2)
=1 13/76 (17.1%: 9.4-27.5)

< 1 par coharte 10/32 (31.3%; 16.1-50.0 3/44 (6.8%; 1.4-18.7)

A8 y CPS, nd W | 2= 12 95%)

TME-Hy CPS =1 32/53 (60.4%; 46.0-73.5) 4/6 (66,7%; 22.3-95.7)
TME-H ¥ GFS <1 5417 (29.4%; 10.3-56.0) 0,1

TMB-L v CPS = 1 2/5 [40.0%5; 5.3-85.3) 89/54 (16.740; 7.9-29.3)
TMB-Ly CPS =1 1/5 (20.0%; 0.5-71.6) 3742 (7.1%; 1.5-19.5)

Tabla 6. Correlacion entre MMR, PDL1 y TMB. Adaptacion (94)
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2 JUSTIFICACION

El proyecto de esta tesis se concibid en el afio 2019, cuando el CE avanzado o recurrente
representaba un desafio significativo en términos de salud, dada la escasez de alternativas
terapéuticas disponibles. Sin embargo, en los Gltimos afios y la caracterizaciéon molecular
del CE con la identificacion de cuatro subgrupos moleculares ha permitido mejorar de
forma significativa el paradigma de la enfermedad.

Uno de los subgrupos moleculares que ha suscitado mayor interés ha sido el conocido
como MMRdA/MSI-H. Este subgrupo representa aproximadamente el 30% de los casos de
CE y constituye la base del presente trabajo de tesis.

En los ultimos afios, la introduccion de la IO basada en los inhibidores de PD1/PD-L1 ha
liderado un cambio significativo en el tratamiento sistémico de las pacientes con CE
avanzado y/o recurrente. En el momento del inicio de este trabajo de tesis solo
disponiamos de los resultados del estudio GARNET vy del estudio KEYNOTE 158.
Ambos estudios con Dostarlimab y el Pembrolizumab respectivamente, mostraron un alta
de actividad tumoral en pacientes con CE MMRA/MSI-H en progresion a primera linea
de tratamiento basado en carboplatino-paclitaxel. Un 50% de las pacientes respondian y
un 80% de ellas con una duracion de la respuesta muy prolongada. Sin embargo, restaba
el otro 50% de las pacientes que, no respondieron al tratamiento con 10 a pesar de
compartir el mismo biomarcador.

Este aspecto pone de manifiesto la complejidad de la respuesta terapéutica en el CE
MMRA/MSI-H y subraya la importancia de identificar biomarcadores adicionales, mas
allad del estatus del MMR, que permitan predecir la respuesta o resistencia a los

inhibidores de PD-1/PD-L1 en este subgrupo molecular.

Hasta la fecha de la concepcion de este trabajo seguia siendo desconocido si las pacientes
respondian de manera diferente debido al mecanismo que habia generado el fenotipo de
MMRA/MSI-H. Adicionalmente, los patrones de respuesta a la IO podian ser
influenciados por factores gendmicos mas alla del fenotipo MMRd/MSI-H.

Todo ello subraya la necesidad de una caracterizacién mas exhaustiva y especifica del CE
con fenotipo MMRA/MSI-H para comprender completamente los determinantes de la

respuesta a la inmunoT.
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El impacto que ha tenido la introduccion de la IO en el tratamiento del CE asociado a
MMRA/MSI-H con el subsiguiente impacto en la supervivencia de las pacientes ha sido

la razon del desarrollo de este trabajo de tesis.

El objetivo principal de este trabajo es identificar biomarcadores especificos en la
poblacion MMRdA/MSI-H que permitan optimizar la seleccion de pacientes e identificar
aquellas que mas se beneficiaran del tratamiento.

Ademas, durante el desarrollo de este proyecto de tesis, se decidié analizar el impacto de
las toxicidades inmunomediadas podria tener en la respuesta al tratamiento en términos
de SLP. Este enfoque busca proporcionar una comprension mas profunda de la relacion
entre la respuesta inmune inducida por el tratamiento y su eficacia terapéutica en el

contexto del CE.

Este proyecto de tesis tiene un caracter exploratorio lo cual permite analizar una amplia
gama de variables, caracteristicas clinicas y moleculares. Esto puede conducir a la
identificacion de nuevas vias de investigacion que permitan el desarrollo de estrategias

terapéuticas mas efectivas y personalizadas para el CE asociado a MMRd/MSI-H.
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3 HIPOTESIS

3.1 Hipotesis primaria

Los CE avanzados y recurrentes asociados a MMRdA/MSI-H que han realizado
tratamiento con anti-PD-1/PD-L1 presentan una mejor supervivencia global (SG)
y mejor supervivencia libre de enfermedad (SLE) que la reportado hasta el

momento en la literatura.

3.2 Hipotesis secundarias

La pérdida de especifica de una de las proteinas del sistema MMR: MLH1, PMS2,
MSH6, MSH2 influye en la respuesta al tratamiento con IO.

La causa subyacente al fenotipo dAMMR influye en la respuesta al tratamiento de
InmunoT

La presencia de TMB-H y/o la positividad para PD-L1 asociado al fenotipo
MMRA/MSI-H son factores predictivos de respuesta al tratamiento con InmunoT.
La presencia de “doble clasificador” no altera la respuesta en CE dAMMR/MSI-H
Las pacientes que presentan una toxicidad inmunomedida severa presentan

mejores resultados a largo plazo.
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4 OBIJETIVOS

4.1

4.2

Objetivo Primario

Determinar si en pacientes con CE avanzado/recurrente MRd/MSI-H el
tratamiento con inhibidores de PD-1 tienen impacto en la supervivencia global

(SG) y supervivencia libre de enfermedad (SLE)

Objetivos Secundarios

Determinar la respuesta al tratamiento con inhibidores de PD-1/PD-L1 en tumores
MMRdA/MSI-H en funcion del mecanismo subyacente de la deficiencia del sistema
MMR, evaluando tanto la pérdida de expresion de las distintas proteinas MMR
como la presencia de hipermetilacion del promotor de MLH1 o mutaciones en los
genes MMR.

Determinar la prevalencia de la carga mutacional tumoral (TMB) y la expresion
de PD-L1 en MMRA/MSI-H CE y su correlacion con la respuesta al tratamiento
con anti-PD-1/PD-L1.

Determinar las respuestas y los resultados a largo plazo en las pacientes con
tumores considerados como multiples clasificadores MMRd/MSI-H-p53abn y

compararla con aquellas que no son multiples clasificadores.

. Detarminar las respuestas y los resultados a largo plazo en las pacientes

conMMRA/MSI-H CE que desarrollaron toxicidades inmunomediadas frente a

aquellas que no las tuvieron.
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5 METODOLOGIA

Esta tesis en cuestion se encuadra primordialmente como un estudio observacional,
exploratorio, dado que no se implementaron intervenciones especificas en las pacientes
incluidas. En términos metodoldgicos, se emplearon diversos enfoques, incluyendo
analisis, sintesis, deduccion, descripcion y analisis estadistico, entre otros. Estos métodos
posibilitaron el andlisis y la comprension de los datos recopilados sin interferir

directamente en la situacion o condicion de los sujetos de estudio.

5.1 Materiales y métodos

5.1.1 Tipo de estudio:

El estudio se clasifica como unicéntrico, retrospectivo, de tipo explicativo y correlacional,
enfocado en el andlisis de pacientes diagnosticadas de carcinomas de endometrio

avanzado o recurrente de manera consecutiva en el H. Universitario Vall d’Hebron.

5.1.2 Poblacion a estudio:

Se procedid al andlisis de los datos de las pacientes con casos de CE diagnosticadas y
tratadas en el H. Universitario Vall d’Hebron en el periodo comprendido entre agosto de
2017 a diciembre de 2024. Se identificaron de manera retrospectiva las pacientes que
cumplian con los siguientes criterios:

1/ Pacientes con CE con histologia endometriode o serosa.

2/ Pacientes con CE asociado a fenotipo MMRA/MSI-H analizado por técnicas de IHQ
y/o PCR realizadas en nuestro centro.

3/ Pacientes con CE asociado a fenotipo MMRd/MSI-H que realizaron tratamiento con
IO (anti PD1- o anti-PD-L1) tanto de forma asistencial como dentro de estudio clinico.
4/ Pacientes con CE asociado a fenotipo MMRd/MSI-H de las que se dispusiera muestra
tumoral en parafina para poder realizar los estudios moleculares estipulados. La muestra
tumoral podria haber sido obtenida bien en el momento del diagndstico o de la recidiva

de la enfermedad.

Todas las pacientes incluidas firmaron el consentimiento informado, mediante el cual

autorizaron el uso de las muestras de tumor y la utilizacién de los datos clinicos asociados

47



para la investigacion, de acuerdo con la Declaracion de Helsinki de los Principios Eticos

para las investigaciones Médicas en seres Humanos.

5.1.3 Variables clinicas del estudio:

Se disefid una base de datos para recopilar informacidon exhaustiva sobre pacientes con

CE, abordando variables epidemiologicas, clinicas, histoldgicas y moleculares relevantes.

A continuacion, se detallan las variables codificadas:

5.1.3.1

5.1.3.2

Variables epidemioldgicas y clinicas

Se realizd recogida de datos consistente en fecha de nacimiento, edad al
diagnostico, histologia tumoral, estadio FIGO2009 al diagnostico, fechas de las
recaidas, localizacion de las recaidas, tratamientos realizados a nivel local y
sistémico (quimioterapia, terapia endocrina, tratamiento anti-PD1/PDL1), fecha
de la realizacion de dichos tratamientos, se documentd la mejor respuesta
alcanzada a cada uno de las terapias realizadas acorde a los criterios RECIST1.1
asi como el motivo de discontinuacion de los tratamientos (progresion y/o
toxicidad inmunomediada de acuerdo a los criterios CTCAE version 5.0). (95)
Se recogieron la fecha del Ultimo seguimiento y, en caso de fallecimiento se

document?6 fecha y motivo del mismo.

Variables histologicas, moleculares y gendmicas

Se recogieron los datos especificos del subtipo histologico, las proteinas
alteradas del sistema de MMR, la presencia de alteraciones en la proteina p53
(p53abn) y la expresion de la proteina PD-1/PD-L1. Ademas, se recogieron todas
las mutaciones patogénicas a nivel gendmico y la carga mutacional tumoral

(TMB).

5.2 Muestra tumoral

Las muestras tumorales de CE fueron obtenidas mediante biopsia y/o cirugia programada

como parte del tratamiento del tumor primario. En caso contrario, se utiliz6 una muestra

obtenida durante la recidiva.
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Las muestras se enviaron al servicio de anatomia patoldgica del Hospital Vall Hebron,
donde se recibieron en fresco. Posteriormente se fijaron en formol durante un periodo de
24 horas y finalmente se realizd el tallado al microtomo siguiendo el protocolo del
Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Vall Hebron. Se incluyen al menos 3
bloques de tumor del endometrio con representacion de la maxima infiltracion y del
orificio cervical interno, orificio cervical externo, anejos uterinos y cualquier otra lesion

macroscopicamente sospechosa de malignidad.

El material fue incluido en parafina realizando las tinciones de hematoxilina-eosina y las
técnicas de inmunohistoquimicas necesarias para llevar a cabo el diagndstico, asi como
confirmar la histologia, el grado, la existencia de invasion miometrial, la afectacion

linfovascular o ganglionar.

5.3 Analisis del fenotipo MMRd/MSI-H

Se llevaron a cabo técnicas de inmunohistoquimica que son utilizadas para detectar la
presencia y la localizacion de proteinas especificas en la muestra. En este caso se analiza
la expresion de cuatro proteinas reparadoras: MLH1, PMS2, MSH2 y MSH6. Para ello
se utilizaron anticuerpos de PharMingen Biosciences dirigidos a MSH2 (clon G219-
1129), MLHI1 (clon G168-728), MSH6 (clon 44) y PMS2 (clon A16-A).

Después, se procede a realizar la lectura de las ldminas de inmunohistoquimica
identificando en cada una la expresion nuclear de los marcadores, sugiriendo que si no
hay expresion en alguna de las proteinas significa que el sistema de reparacion no
funciona de forma adecuada lo que implica una pérdida de expresion.

El patron normal (MMRp) se define por una tincion nuclear homogénea en todas las
células tumorales, con una intensidad igual o superior a la observada en el control interno,
que incluye células estromales, linfocitos o epitelio normal. La presencia uniforme de las
proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 indica un sistema de reparacion de ADN
funcional.

Por otro lado, el patron deficiente (MMRA) se caracteriza por la pérdida de expresion de
una o mas de estas proteinas en las células tumorales, mientras que las células estromales
circundantes mantienen una tincion positiva, lo que confirma la validez técnica de la

prueba. Para considerar un tumor como MMRAd, se establece un umbral del 10%. Si més
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del 10% de las células tumorales presentan pérdida de tincion nuclear para una de estas
proteinas, se clasifica como deficiente en la reparacion del ADN.

En las pacientes con tumores asociados a la pérdida de MLH1 se analizaba por PCR si
dicha alteracion estaba producida por un hipermetilacion del promotor de MLH1. Si se

identificaba hipermetilacion, se cuantificaba el porcentaje dicha hipermetilacion.

En casos de resultados dudosos o heterogéneos, se recomienda realizar otros métodos

mediante PCR o secuenciacion.

Para la realizacion del estudio de MSI por PCR, la extraccion del DNA a partir de tejido
tumoral se realizé mediante el DNA Tissue Kit de QIAGEN. La calidad del DNA se
comprobd mediante la amplificacion del gen de Actina, y se determiné la presencia de
inestabilidad de los siguientes MS; BAT25, BAT26, NR-21 y MONO-27, mediante el
protocolo del kit de IMSj Analysis System de la casa PROMEGA.

El diagnostico del fenotipo dMMR se llevo a cabo siguiendo las recomendaciones
establecidas por la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO) (96).
Especificamente, se consider6 la presencia de pérdida de expresion nuclear de al menos
una de las cuatro proteinas previamente definidas en el andlisis inmunohistoquimico.
Ademas, se evalud la inestabilidad en al menos dos de los cinco MS estudiados mediante

PCR.

5.4 Analisis de la expresion de PD-L1

Para determinar la expresion de PD-L1 se emplearon técnicas de IHQ junto con
anticuerpos especificos contra PD-L1 siendo el més utilizado el SP142.

Las reacciones de tincion se detectaron mediante el uso del kit de deteccion UltraView
Universal DAB, el cual produce un precipitado de color marrén en las areas donde hay
interaccion entre el anticuerpo y el antigeno de interés.

Después de la tincion con DAB, los cortes de tejido fueron contra tefiidos con
hematoxilina, un colorante que resalta los nicleos celulares en tonos azules o morados,
mejorando la visualizacion de las células en el tejido. Posteriormente, los cortes fueron

montados en un medio de xilol para su preservacion y proteccion.
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Las imagenes digitales de los cortes de tejido fueron capturadas utilizando un escaner
especifico (NanoZoomer 2.0 HT), permitiendo una visualizacion detallada de alta
resolucion. Estas imagenes fueron luego evaluadas por un patologo experto, quien

identifico el area tumoral y realizé el calculo del Composite Positive Score (CPS).

Se calcula con la siguiente formula: (96)

(Células tumorales PD-L1+) + (Células inmunitarias PD-L1+) x 100
Total de células tumorales

CPS =

Criterios para considerar CPS positivo:

e CPS <1 — PD-LI negativo.
e CPS>1 — PD-L1 positivo (expresion baja a moderada).
e CPS>10— PD-L1 alta expresion.

5.5 Estudio gendmico

El andlisis de los parametros genomicos (mutaciones frameshift, TMB) se llevo a cabo
en muestras en parafina utilizando tecnologia de secuenciacion de nueva generacion de

alta resolucion (NGS).

Para realizar el estudio, se extrae el ADN de las muestras en parafina y se fragmenta
mediante ultrasonidos. Este proceso tiene como objetivo romper de manera aleatoria las
moléculas de ADN cuyos extremos terminales seran secuenciados. Se obtienen
fragmentos de entre 150-200 pares de bases que luego son purificados.

Una vez purificadas las muestras, se emplea una sonda de oligonucleo6tidos biotinilados,
los cuales estan disefiados para ser complementarios a los genes de interés. En este
estudio, se utiliza la plataforma Agilent SureSelect, la cual cuenta con sondas de ARN de
120 pares de bases que abarcan regiones genomicas adyacentes. Esta plataforma ofrece
una cobertura estimada de 1.34 megabases del genoma humano en el panel de NGS
utilizado. (98)

Este proceso implica la deteccion y amplificacion de regiones genomicas de interés
utilizando tecnologias como la plataforma solution-based de Agilent y la secuenciacion

de proxima generacion (NGS) con el HiSeq2000 de Illumina: (99)

51



e Seleccion de regiones de interés: Se confronta el ADN tumoral con sondas
especificas para identificar las zonas de ADN que se unen a estas sondas. Esto se
hace utilizando la plataforma solution-based de Agilent, que permite una alta
precision en la identificacion de las regiones gendmicas de interés.

e Amplificacion mediante PCR: Una vez identificadas estas regiones, se
amplifican utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), lo que
permite obtener multiples copias de las secuencias de interés para su posterior
analisis.

e Secuenciacion con HiSeq2000: Las regiones amplificadas se secuencian
utilizando la plataforma HiSeq2000 de Illumina. Esta tecnologia de secuenciacion
de proxima generacion ofrece una alta capacidad de lectura, con una cobertura de
hasta 415x%, lo que significa que cada base del ADN objetivo se secuencia en

promedio mas de 415 veces.

Esto garantiza una alta precision en la secuenciacion y permite detectar variantes

gendmicas con gran sensibilidad.

5.6 Andlisis del TMB

El TMB, o carga mutacional tumoral, se calcula teniendo en cuenta el nimero de
mutaciones no sinonimas por Megabase, que son mutaciones que afectan la codificacion
de proteinas. Este valor proporciona una medida de la cantidad de mutaciones presentes
en el genoma del tumor, lo que puede indicar la inestabilidad gendmica. Segtn la FDA el

criterio aprobado para TMB es el siguiente: (100)

e TMB alto (TMB-MMRD/MSI-H): Generalmente > 10 mut/Mb.
e TMB bajo (TMB-L): Generalmente < 10 mut/Mb.

En este trabajo y acorde al analisis del panel VHIO-Card 300v5.1 el criterio de TMB es

el siguiente;

e TMB alto (TMB-MMRD/MSI-H): Generalmente > 13 mut/Mb.
e TMB bajo (TMB-L): Generalmente < 13 mut/Mb.
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5.7 Andlisis de datos

Después de la secuenciacion, se procesan los datos generados para identificar variantes
genéticas, mutaciones o cualquier otra informacién relevante en las regiones de interés.
Esto implica el uso de herramientas bioinformaticas para alinear las secuencias, detectar
variantes y realizar andlisis comparativos con bases de datos gendmicas para interpretar
los resultados. (101)

En este estudio el andlisis bioinformatico se realiza mediante el panel VHIO-
Card 300v5.1. Este panel, disefiado por el Grupo de Genémica del Cancer de VHIO, esta
especificamente disefado para el estudio genémico del ADN tumoral de muestras

parafinadas.

El VHIO-Card 300v5.1 es un panel de secuenciacion de 1.35 Mb creado para el analisis
genodmico en cancer. Captura las regiones exonicas de 431 genes, enfocandose en areas
de alta confianza y en la deteccion de SNPs (polimorfismos de un solo nucledtido) que

son relevantes para la susceptibilidad al cancer y la respuesta al tratamiento.

Los resultados del andlisis se dividen en diferentes categorias para ayudar a entender su
importancia clinica:

e Variantes patogénicas o probablemente patogénicas: Son mutaciones con

evidencia cientifica de que pueden causar o contribuir al desarrollo del cancer.

e Variantes de significado incierto: Son mutaciones cuya relevancia clinica atin

no esté clara. No hay suficiente informacion para determinar si son perjudiciales

o benignas.

Ademas de estas categorias, se analizan otros aspectos como

e Fraccién mutacional alélica: Indica proporcion de ADN que contiene una

variante alélica especifica (mutacidon) en una muestra.

e Numero de copias (pérdidas y ganancias): Alteraciones en el nimero de copias

de ADN, que afectan la funcion génica

La clasificacion de la importancia clinica de estas variantes se realiza utilizando diversas

bases de datos, que incluyen:
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- COSMIC: Mutaciones somaticas en cancer. (102)

- cBioPortal: Analisis de datos gendémicos. (103)

- ClinVarCL: Relacion de variantes con enfermedades. (104)
- OncoKB: Clasificacion de variantes oncoldgicas. (105)

- VarSome: Interpretacion de variantes genéticas. (106)

El proceso de secuenciacion se complementa con filtros especificos para asegurar la
calidad de los resultados. Dado que los tumores MMRd/MSI-H son hipermutados, sélo

las mutaciones detectadas en un minimo de 2 o 3 pruebas se consideraran relevantes.

El analisis de los SNPs se lleva a cabo utilizando filtros basados en varias bases de datos,
como el 1000 Genomes Project, que ofrece informacion sobre la variacién genética en la
poblacion mundial, y la GnomAD database, que recopila datos sobre variantes genéticas
comunes en la poblacién general. Ademas, se establece un criterio para que solo se
consideren relevantes las variantes genéticas que sean raras, es decir, aquellas con una
frecuencia en la poblacion inferior al 0.0001, ya que estas tienen mayor relevancia en el

contexto del cancer. (107-108)

Para calcular las alteraciones en el nimero de copias del ADN, se usa la herramienta
CNVkit, que detecta duplicaciones o pérdidas de partes del ADN tumoral mediante la
técnica PSCBS (Paren-Specific Copy Number Segmentation Method). Para analizar la
pérdida de heterocigosidad (LOH), se utilizan los datos de los SNPs y se procede con
SAMtools (v.1.7). Luego, se analizan estos datos con ggplot2, un programa que crea
graficos estadisticos.

Todos los procedimientos del estudio gendmico se realizaron en los laboratorios de
Oncologia Molecular del VHIO. La secuenciacion gendmica, realizada con la plataforma
Agilent y el analisis bioinformatico mediante el panel VHIO-Card 300v5.1, cubre casi el
100% de los fragmentos de ADN relevantes. Esto garantiza una alta precision y
exhaustividad en la deteccion de mutaciones en las regiones gendmicas de interés, lo que

aumenta la confiabilidad de los resultados y la precision en el calculo del TMB.
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ABL1
ABLz
ACVRIB
AKAPS
AKTA
AKTZ
AKT3
ALK
ALOX128
AMER1
APC

AR
ARAF
ARFRP1
ARID1A
ARID1B
ARID2
ARIDSB
ASKL1
ASKLz2

BBC3
BCL2
BCL2L1
BCL2L11
BCL2L2
BCLE
BCOR
BCORLA
BLM
BMPR1A
BRAF
BRCA1
BRCAZ
BRD4
BRIP1

BTG
BTK
C110RF30
CARD11
CASPB
CBFB
CBL
CCND1
CCND2
CCND3
CCNE1
CD274
CD276
CD73A
CD73B
cocTa
CDH1
CDKi2
COK4
CDKg
CDKa
CDKN1A
CDKN1B
CODKNZA
CDKNZB
CDKN2C
CEBPA
CHDz
CHD4
CHEK1
CHEKz2
CIC
CREBEP
CRKL
CRLF2
CSFIR
CTCF
CTLA4
CTNNA1
CTNNE1
cuLa
CYLD
DAXX
DCUN1DA
DDRz
DICER1

Dis3
DMNMTH
DNMT3A
DNMT3B
DOTiL
E2F3
EED
EGFL7
EGFR
EGLN1
EGLNZ
ELOG
EIF1AX
EP300
EPAS1
EPCAM
EPHAZ
EPHAS
EPHAT
EPHB1
ERBB2
ERBB3
ERBB4
ERCC2
ERCC3
ERCC4
ERCCS
ERG
ERRFI1
ESR1
ETW1
ETVE
EXOSC10
EZHz
FAM1TSA
FAMABE
FANCA
FANCC
FANCDZ
FAMCE
FAMCF
FANCG
FAMCL
FANCM
FAS
FAT1

FEXW?
FGF10
FGF14
FGF19
FGF23
FGF3
FGF4
FGF&
FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGFR4
FH
FLCN
FLT1
FLT3
FLT4
FOXA1
FOKL2
FOXP1
FRS2
FUBP1
GABRAB
GATAY
GATAZ
GATAZ
GATA4
GATAB
GID4
6L
GNAT1
GNA13
GNAG
GNAS
ADGRAZ
GREM!
GRINZA
GRM3
GSK3B
HaF3A
H3F3C
HGF
HISTIHIC
HIST1H2BD
HIST1H3B
HNF1A

KIT
KLF4
KLHLE
KMT2A
KMT2C
KMT2D
KRAS
LATSA
LATSZ
LIFR
LM
LRF1B

LYN
LETR1
MADZL2
MAGI2
MALT1
MAPZK1
MAP2K2
MAP2K4
MAPIK1
MAP3K13
MAPIKS
MAPK1
MAPK?
MAX
MCLA
MDCA
MDH2
MDM2
MDh4
MED12
MEFZB
MEN1
MET
MITF
MLH1
MLH3
MPL
MRE11A
MSHZ
MSH3
MSHE
MTAP
MTOR
MUTYH
MYC
MYCL
MYCLA
MYCN
MYDBB
MYH3
MYOD1
NBN
NCOR1
MNF1

NFz
NFEZLZ

MFKBIA
MKX2-1
MKX3-1
MOTCHA
MOTCH2
MOTCH3
NOTCH4
MPM1
MRAS
MSD
MTRK1
NTRKZ
MTRK3
MUPZ3
PAKA
PAK3
PAKT
PALBZ
PARKzZ
PARP1
PAXS
PBRAMA1
PDCD1
PDCDILGZ2
PDGFRA
PDGFRE
POKA
PDPK1
PHOX2B
PIK3CzB
PIK3aCzG
PIK3C3
PIK3CA
PIK3CE
PIK3CD
PIK3CG
PIK3R1
PIK3R2
PIK3R3
Pind1
PLCGZ
PLKZ
PMAIP1
PMS1
PMS2
PNRC1

POLD1
POLE
POLR3A
POLR3E
PPP2R1A
PPP2R2ZA
PRDM1
PREX2
PREAR1A
PRKCI
PRKDC
PRSSS
PTCH1
FPTEM
PTPM11
PTPRD
PTPRS
PTPRT
QKl

RAC1
RADS0
RADS1
RADS1B
RADS1C
RADS1D
RADS52
RADS4L
RAF1
RANBPZ
RARA
RASA1
RB1
RBM10
RECCL4
REL

RET
RFWDz
RHEB
RHOA
RICTOR
RIT1
RMF43
RMPC3
ROS1
RPS6KA4
RPSEKB2

RPTOR
REPOZ
RSPO3
RUMNX1
RUNX1T1
RYBF
SDHA
SDHAF2
SDHB
SDHC
SDHD
SETD2
SF3B1
SHzD1A
SHH
SHON
SLIT2
SMAD2
SMAD3
SMAD4
SMARCA4
SMARCE1
SMARCD1
SMO
SMCAIP
S0Cs1
S0X10
S0M17
S0x2
S0X9
SPEN
SPOP
SPTA1
SRC
STAGZ
STAT3
STAT4
STK11
STH40
SUFU
SUZ1z
SYK
TAF1
TEX3
TERT
TET1

TET2
TGFBR1
TGFBR2
TMEM127
TMPRSS2
TMFAIP3
TMFRSF14
TOP1
TOP2A
TP53
TPG3
TRAF7
TSCH
TsCz
TSHR
UzaF1
VEGFA
VHL
VTCNA
WISP3
WT1

XIAP
XPO1
YAP1
YES1
ZBTB2
ZNF217
ZNFT03

Tabla 7. Panel VHIO-Card 300v5.1

5.8 Andlisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el lenguaje de programacion R

(version 4.5.2). En todos los andlisis de contraste de hipotesis, se considerd un resultado

como estadisticamente significativo si el valor de p era inferior a 0.05.

El presente de este proyecto de tesis fue exploratorio motivo por el que es importante

remarcar que el tamafio de la muestra del estudio se definié acorde a las pacientes que

cumplian los criterios de inclusion previamente explicados. Dado que el tamafio muestral

es pequefio, se obtuvieron algunos valores extremos motivo y dado que la media se

modifica con valores extremos y podria, no representar adecuadamente los resultados, se

ha utilizado la mediana para las comparaciones entre grupos.
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5.8.1 Estadistica Descriptiva

Las variables categoricas se resumieron mediante el calculo de frecuencias absolutas y
porcentajes para cada una de sus categorias. Las variables continuas se describieron
utilizando medidas de tendencia central y de dispersion. Especificamente, se reportaron
la media y su desviacion estandar (DE), la mediana junto con su rango intercuartilico

(IQR, percentiles 25 y 75), y el rango (valores minimo y maximo).

5.8.2 Andlisis de Supervivencia

En este trabajo de tesis, la SLP fue definida como el periodo de tiempo comprendido entre
la fecha de inicio del tratamiento con un antiPD-1/PD-L1 y la fecha en la se documenta
la progresion acorde a los criterios RECIST 1.1 o muerte o bien hasta la fecha del Gltimo
seguimiento (censura). La SG se calculd entre la fecha de inicio del tratamiento con un
antiPD-1/PD-L1 y la fecha del ultimo seguimiento de las pacientes o fecha del
fallecimiento.

La respuesta al tratamiento se calcula con la evaluacion radioldgica acorde a los criterios
RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) v1.1, que proporcionan un
marco estandarizado para evaluar el cambio en el tamafio de los tumores. Se considera
respuesta completa (RC), cuando el tumor desaparece completamente; respuesta parcial
(RP), cuando el tumor se reduce en mas de un 30%; progresion de la enfermedad (PE),
cuando el tumor crece mas de un 20% o aparecen nuevas lesiones y enfermedad estable
(EE), cuando no cumple los criterios de RC, RP ni PD, Los ganglios linfaticos se
consideran patoldgicos si miden mas de 10 mm, siendo considerado como lesiones targets

cuando el eje corto es de 15mm o mayor. (95)

La fecha de ultimo seguimiento de los pacientes fue el 31 de diciembre de 2024.

Las SLP y las SG calculadas se estimaron mediante el método de Kaplan-Meier. Se
reportaron las tasas de supervivencia en puntos temporales predefinidos (e.g., a2y 5
afios) con sus correspondientes intervalos de confianza (IC) del 95% asi como la mediana
del tiempo de supervivencia, que representa el punto temporal en el cual el 50% de los
pacientes ha experimentado el evento. La mediana del tiempo de seguimiento se estimo

utilizando el método de Kaplan-Meier inverso.
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Las diferencias en las funciones de supervivencia entre los distintos grupos (e.g., segun
el estado de metilacion de MLH1, expresion de PDL1 o TMB) se evaluaron mediante la

prueba de log-rank (log-rank test).

5.8.3 Comparaciones entre Grupos

Las variables de interés se describieron en funcion de su naturaleza (continua o
categorica). Dado el tamafo reducido de la cohorte analizada, tanto las variables
continuas como las categdricas se presentaron en forma de valores absolutos y

porcentajes.

Para las variables categoricas, se emple6 la prueba de chi-cuadrado. En los casos donde
las frecuencias esperadas en alguna de las celdas eran inferiores a 5, se utilizo la prueba

exacta de Fisher para garantizar la validez del contraste.

Para las variables continuas, las comparaciones entre dos grupos se realizaron mediante
la prueba de la suma de rangos de Wilcoxon, una prueba no paramétrica que no requiere

el supuesto de normalidad de los datos.

Para los analisis univariados se empled el test exacto de Fisher y, en el caso de

correlaciones entre variables dicotomicas, se utilizo el coeficiente phi ().

Todos los analisis estadisticos fueron realizados en el marco del grupo ODYSSEY

(Oncology Data Science) del VHIO.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinicas de la poblacion incluida en el estudio

Durante el periodo comprendido entre agosto de 2017 y agosto de 2024 se identificaron
un total de 24 pacientes en el Hospital Vall Hebron con tumores de endometrio avanzado
o recurrente asociados al perfil molecular MMRdA/MSI que recibieron tratamiento con
inmunoT.

La mediana de edad de las pacientes es de 61 afios, con un rango de edad comprendido
entre los 45 y los 73 afios. Ademas, todas las pacientes eran postmenopausicas al
momento del diagnostico de la enfermedad. Es importante destacar que el 92% de las
pacientes eran originarias de Europa, mientras que el 8% restante procedia de
Latinoamérica.

Al momento del diagnoéstico, segtin la clasificacion FIGO 2009, el 41,67% (n=10) de las
pacientes estaban en estadios I-II, el 37.5% (n=9) en estadio III y el 20,83% (n=5) en
estadio IVb.

En cuanto a la histologia, el 8% de las pacientes (n=2) presentan histologia serosa,
mientras que el 92% (n=22) presentan histologia endometrioide. Dentro de este tltimo
grupo, el grado histologico se distribuye de la siguiente manera: el 18,18% (n= 4)
corresponde grado 1, el 36,36% (n=8) grado 2 y el 45,45% v(n=10) grado 3.

Ademas, se evaluaron factores histopatologicos que confieren mal prondstico, como
infiltracion del miometrio superior al 50% objetivandose en el 54,17% (n=13) de las

pacientes y la infiltracion linfovascular sustancial presente en el 62,5% (n=15).
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Tabla R1: Caracteristicas clinicas

Variable Categoria Cantidad Porcentaje (%)
40-49 2 8,33%
Edad al diagnéstico 2059 ’ 37%
60-69 11 45,83%
>70 2 8,33%
Blanca 22 91,67%
Raza
Latina o Hispanica 2 8,33%
Histologia Endometrioide 22 91,67%
Seroso 2 8,33%
1 4 18,18%
Grado 2 8 36,36%
3 10 45,45%
IA 8 33,33%
IB 1 4,17%
Estadificacion FIGO @ 1I 1 4,17%
2009 IITA-IIIB 2 8,33%
HIC1-IIIC2 7 29,17%
IVb 5 20,83%
Infiltracion >50%  Presente 13 54,17%
Miometrio Ausente 11 45,83%
Infiltracion Presente 15 62,5%
linfovascular Ausente 9 37,5%
substancial

6.2 Descripcion del tratamiento inicial

Del total de 24 pacientes incluidas en el estudio, el 96% ( n=23) fueron sometidas a cirugia
primaria incluyendo la realizacion de linfadenectomia en el mismo procedimiento en 19

de ellas (82%) .

Del total de pacientes intervenidas, 11 pacientes no recibieron tratamiento
complementario(adyuvante) posterior debido a diferentes razones. Siete no eran
candidatas por presentar un estadio IA segln la clasificacion FIGO 2009, 1 paciente

experiment6 progresion de la enfermedad tras la cirugia y 3 pacientes tenian enfermedad
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residual después de la intervencion. En consecuencia, en estas ultimas 4 pacientes el
tratamiento tras la cirugia no se considera adyuvante sino tratamiento de primera linea

para enfermedad avanzada/recurrente.

Por otro lado, 12 pacientes si recibieron tratamiento complementario(adyuvante) a la
cirugia. Una de ellas (8.3%) con un tumor IA (grado histologico 1) de la clasificacion
FIGO2009, recibié unicamente en braquiterapia. Dos pacientes (16.7%) fueron tratadas
con radioterapia pélvica, una de ellas con estadio IIIC FIGO2009 y la otra con estadio II
(infiltracion >50% del miometrio). Seis pacientes (50%) recibieron un tratamiento
combinado de radioterapia pélvica y quimioterapia secuencial basada en carboplatino y
paclitaxel. De este grupo, 5 pacientes se diagnosticaron en estadio IIIC1-IIIC2 de la
FIGO2009 y 1 paciente en estadio IB (infiltracion >50% del miometrio e invasion
linfovascular difusa). Cabe destacar que, en todas las pacientes tratadas con radioterapia,

la dosis total administrada a nivel pélvico fue de 45 Gy.

Finalmente, tres pacientes (25%) recibieron tras la cirugia Unicamente tratamiento
complementario con quimioterapia sistémica. Dos de ellas, diagnosticadas en estadio
ITIIC2 segun la FIGO 2009 que fueron tratadas con carboplatino y paclitaxel presentando
progresion de la enfermedad durante el tratamiento. La tercera paciente con diagndstico
de CE en estadio IVb sin enfermedad residual postcirugia, recibié un esquema de
tratamiento basado en carboplatino, paclitaxel y dostarlimab alcanzando una respuesta
completa al finalizar el tratamiento de combinacion. En este caso, el tratamiento se

considera una primera linea para enfermedad avanzada.

Por ultimo, es importante mencionar que, dentro de las 24 pacientes incluidas en el
estudio, hubo un caso en el que la paciente no fue candidata a cirugia debido a que debutd
con un estadio IVb de la FIGO 2009. En este caso, el tratamiento administrado consistio
en carboplatino y paclitaxel, considerandose también, este esquema como la primera linea

terapéutica para enfermedad metastasica.

De las 12 pacientes que realizaron tratamiento complementario tras la cirugia, dos
pacientes (16%) experimentaron progresion de la enfermedad durante el tratamiento
adyuvante, mientras que 10 pacientes (84%) se mantuvieron sin evidencia de recaida tras

finalizar el tratamiento.
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En las 23 pacientes que recibieron cirugia inicial, el tiempo libre de enfermedad hasta la
recaida fue de 14,8 meses, independientemente del tratamiento administrado

posteriormente.

Tabla R2. Caracteristicas de tratamiento primario al diagnostico.

Namero de
Caracteristica Pacientes Porcentaje (%) Comentarios
Total de pacientes 24 100%
Pacientes sometidas a 23 96% 1 no fue candidata a cirugia
cirugia
- Con linfadenectomia 19 82% de las

operadas

Sin tratamiento 1 46% del total 7 en estadio |A, 4 con progresién o
complementario posterior enfermedad residual
Tratamiento adyuvante 12 50% del total Detalles abajo

posterior a cirugia

Tabla R3. Tipo de tratamiento adyuvante administrado.

Porcentaje
Tipo de Tratamiento Adyuvante Pacientes = (%) Estadios
Braquiterapia solo 1 B8.3% 1A
Radioterapia pélvica sola 2 16.7% Iy nc
Radio + Quimioterapia (Carboplatino + 6 50% 5 en IC1/IICZ, 1en IB
Paclitaxel)
Quimioterapia sola (Carboplatino + 3 25% 2enlliC2, 1en Vb (con
Paclitaxel) dostarlimab)

6.3 Descripcion del tratamiento realizado

El total de las 24 pacientes incluidas en este analisis realizaron tratamiento con IO, si bien
es cierto el tratamiento se administro en diferentes momentos de la enfermedad (tal y

como se describe en la tabla R4).
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En la primera linea terapéutica, 10 pacientes recibieron inhibidores de PD-1 en régimen
de monoterapia o en combinacion con carboplatino y paclitaxel. En la segunda linea de
tratamiento, el esquema se administro a 12 pacientes, mientras que en lineas subsiguientes
el tratamiento se indico en 2 pacientes adicionales.

De las 10 pacientes que recibieron la 1O como tratamiento de primera linea, gue 7
(70%) fueron tratadas con IO (anti-PD-1) en monoterapia. Tres habian recibido
previamente tratamiento con carboplatino-paclitaxel con intencion adyuvante y
presentaron recaida de la enfermedad en menos de 12 meses desde la finalizacion del
tratamiento. Las otras 4 pacientes no habian recibido ningun tratamiento sistémico previo
y fueron tratadas con pembrolizumab en monoterapia dentro de estudio clinico.

Las 3 pacientes restantes recibieron dostarlimab, en combinacién con con la
quimioterapia basada en carboplatino-paclitaxel. Dos de las pacientes habian presentado
una recaida tras 12 meses del tratamiento adyuvante y una paciente presentaba un estadio

I'VD sin enfermedad residual postquirurgica.

En el resto de nuestra cohorte a estudio, 12 pacientes (71%) recibieron la 10 en segunda
linea, y 2 pacientes (40%) en tercera linea. Todas estas pacientes recibieron 10 en
monoterapia. De ellas, 13 pacientes (93%) fueron tratadas con un anti-PD-1 (12 con
dostarlimab y 1 con pembrolizumab), mientras que solo una paciente (7%) recibié un
anti-PD-L1 (durvalumab).

De las 14 pacientes que recibieron tratamiento con inhibidores de PD-1 en segunda linea
o posteriores, 11 habian recibido previamente tratamiento de primera linea
exclusivamente con quimioterapia (10 con el esquema de carboplatino-paclitaxel y 1 con
antraciclinas). Ademas, en esta misma primera linea, dos pacientes fueron tratadas con
terapia endocrina debido a la presencia de enfermedad pulmonar asintomatica, lo que
justificd la eleccion de un abordaje terapéutico alternativo. Por tltimo, una paciente
recibio tratamiento de primera linea en el contexto de un ensayo clinico con un inhibidor
de PARP y lurbinectedina.

Tras la segunda linea de tratamiento, se evidencia una disminucién progresiva del
nimero de pacientes que precisan lineas sucesivas de tratamiento atribuible tanto a la
mortalidad asociada a la progresion de la enfermedad como a la efectividad del tltimo

esquema terapéutico que confiere una respuesta radiologica favorable.
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Tabla R4. Lineas de tratamiento realizadas

Tratamiento L1 (N=24) L2 (N=17) L3 (N=5) L4 (N=1)
Quimioterapia 11 5 2 1
Terapia endocrina 2 0 0 0
Dostarlimab 3 10 2 0
Dostarlimab+ QT 3 0 0 0
Pembrolizumab 4 1 0 0
Durvalumab 0 1 0 0
Otras terapias 1 0 1 0
(estudios clinicos)

Tabla R5. Resumen del tratamiento anti-PD-1/PD-L1.
Inmunoterapia L1 (N=10) L2 + (N=14)
Dostarlimab 3 12
Dostarlimab y QT 3 0
Pembrolizumab 4 1
Durvalumab 0 1

6.4 Caracteristicas inmunohistoquimicas o moleculares

Es importante destacar que las muestras analizadas en este estudio fueron obtenidas de

biopsias diagnodsticas o de la cirugia inicial. Estas muestras no habian sido expuestas a

ninguna terapia previa, lo que significa que las caracteristicas inmunohistoquimicas o

moleculares no estaban influenciadas por medicamentos o procedimientos médicos

anteriores. Esta condicion es crucial para asegurar que los resultados reflejen con

precision las propiedades intrinsecas del tumor, sin artefactos inducidos por tratamientos

anteriores.
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6.5 Descripcion de las alteraciones inmunohistoquimicas

La determinacion del fenotipo MMRd por IHQ se realizé tal y como esta explicado en el
apartado 5.3. El estudio inmunohistoquimico se realizd en el total de las 24 pacientes
incluidas en este trabajo.

En cuanto al perfil de expresion inmunohistoquimica de las proteinas del complejo MMR,
se encontro que el 75% de los pacientes (18 pacientes) exhibian pérdida de expresion en
MLH1-PMS2. Por otro lado, el 16,7% (4 pacientes) mostraron pérdida de expresion en
MSH2-MSH6. Ademas, el 8.3% (2 pacientes) presentaron exclusivamente pérdida de

PMS2, mientras que no hubo ninguin caso con pérdida unicamente de MSH2.

Tabla R6. Perfil de pérdida de expresion por inmunohistoquimica de las proteinas MMR.

Proteina Casos con pérdida de Porcentaje (%)
expresion
(N total =24)
MLH1-PMS2 18 75%
PMS2 2 8,3%
MSH6-MSH2 4 16,7%
MSH2 0 0

De las 18 pacientes que presentaban pérdida de expresion en MLHI1-PMS2 destaca el
hallazgo de que 14 pacientes (77,8%) exhibieron hipermetilacion del promotor de las islas
CpG en MLH1, con una mediana de hipermetilacion del 45% (5-65) considerando como
positivo cuando los tumores presentaban una metilacion igual o superior al 15%.

Es fundamental destacar que, después de llevar a cabo las pruebas genéticas
correspondientes en las pacientes con alteracion en MSH2-MSH6 o en aquellas con

alteracion en MLH1-PMS2 sin hipermetilacion en MLH]1, se descart6 la presencia del

sindrome de Lynch en todas las pacientes.

Hipermetilacion MLH1 Casos (N total = 18) Porcentaje (%)
Si 14 77,8%
No 4 22,2%

Tabla R7. Resultados acordes a la presencia de hipermetilacion en MLH1.
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6.6 Resultados acordes a la expresiéon de PD-L1

El analisis de la expresion de PD-L1 se realizo siguiendo los procedimientos detallados

en el apartado 5.4.

Se determind la expresion de PD-L1 en 21 de las 24 pacientes de la cohorte. La media de
expresion de PD-L1 acorde al CPS fue de 9,52 (rango 0-50). Considerando el punto de
corte de CPS igual o superior a 1, se observo que 15 pacientes (71,4%) presentaban un

CPS positivo, mientras que 6 (28,6%) tenian un CPS negativo (<I).

CPS Score Casos sobre total (N=21) Porcentaje (%)
>1 14 66,66%
<1 7 33,33%

Tabla R8. Resultados acordes a la expresion de PD-L1.

6.7 Descripcion de las alteraciones moleculares identificadas mediante
secuenciacién tumoral

El analisis molecular tinicamente pudo llevarse a cabo en 21 de las 24 pacientes incluidas
en este estudio, ya que en 3 casos las muestras que llegaron al laboratorio no cumplian
los criterios establecidos (porcentaje tumoral >20%) para poder realizar el proceso de
extraccion de ADN y la secuenciacion. Por lo tanto, estos andlisis se basan en una muestra
final de 21 casos.

Tal y como se ha comentado en el apartado 5.5 la secuenciacion molecular de los tumores
MMRA/MSI-H de las pacientes incluidas se llevd a cabo mediante el panel VHIO-
Card 300 v5.1.

Como podemos observar en la tabla R9, en el anélisis molecular realizado en 21 pacientes,
se identificd que el gen con la mayor tasa de mutaciones fue PTEN, presente en el 66,7%
de las pacientes, seguido de mutacion en ARIDI1, con un 61,9%, y finalmente por
mutaciones en la via de PIK3CA, en el 52,4% de las pacientes. La mutacion menos
frecuente fueron las detectadas en el gen SMARC4 (9,5%).

Todas estas mutaciones patogénicas estan implicadas en vias de sefializacion relacionadas

con la carcinogénesis del cancer endometrial, como via del PI3K (PTEN, PIK3CA,
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PIK3R1, FBXW?7) via de wnt (CTTNB1), via de las MAPK (KRAS, PPP2R1A), en los
genes epigenéticos como (ARID1A) asi como también, los genes pertenecientes al

sistema MMR (MLHI1, MSH6, MSH2, PMS2).

GEN PATOGENICO Pacientes (N total 21) Porcentaje (%)
PTEN 14 66,7%
PTPRT 5 23,8%
PI3KCA 11 52,4%
NF1 4 19 %
ARID1 13 61,9%
CTNNB1 3 14,3%
TERT 3 14,3%
RNF43 4 19%
TET 3 14,3%
STK11 3 14,3%
KRAS 8 38,1%
SMARC4 2 9,5%
FGFR 6 28,6%

Tabla R9. Resultados del analisis molecular.

6.8 Resultados acordes al nUmero de mutaciones

La determinacion del TMB en los tumores de las pacientes incluidas en la cohorte del
estudio se realiz6 tal y como se especifica en el apartado 5.6. Este andlisis solo se pudo
realizar en 21 pacientes de los 24 totales.

En el conjunto de la cohorte, la mediana del valor de TMB fue de 16 mutaciones por
megabase, con un rango que varid entre 13 y 31 mutaciones por megabase. Al considerar
como punto de corte 13 mutaciones por megabase, se observé que 16 pacientes (76,2%)
presentaban un TMB alto (>13 mut/Mb), mientras que 5 pacientes (38%) presentaban un

TMB bajo (<13mut/Mb).
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TMB (Mut/Mb) Casos respecto total Porcentaje
(N=21)
>13 14 66,66%
<13 7 33,33%

Tabla R10.Resultados acordes al TMB.

6.9 Resultados de las pacientes con doble clasificacion molecular

Del total de 24 pacientes a las que se les realizo IHQ y 21 a las que se les realizé el NGS
hubo 7 (29,2%) pacientes que presentaron p53 aberrante por IHQ y/o mutada por NGS.
De estas 7 pacientes 1 tenia solo alteracion por IHQ, 4 tenian TP53 mutado en el estudio

molecular y finalmente 2 tenian alteracion tanto por IHQ como por estudio molecular.

p53abn(IHQ) Sases (sl‘\}':;z)el LLEL Porcentaje (%)
Yes 3 12,5%
No 21 87,5%
Tabla R11. Resultados de p53 aberrante analizada por IHQ.
NGS S (slt\)ll:z'el)e Lt Porcentaje (%)
TP53wt 6 28,6%
TP53mut 15 71,4%

Tabla R12. Resultados de TP53mutada analizada por NGS.

La correlacion entre p53 abn (IHQ) y TP53 (NGS) es de -0,47 (p valor de 0,286) es decir
que, cuando p53 esta alterado por IHQ, no necesariamente coincide con tener TP53

mutado por NGS, y viceversa.

THQ/NGS TP53 wt TP 53 mut
p53 wt 0 (0%) 4 (57,1%)
p53 abn 1 (14,3%) 2 (28,6%)

Tabla R13. Correlacion entre p5S3abn (IHQ) y TP53 (NGS)
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De las 6 pacientes que presentaban mutacion en TP53 el patron mutacional objetivado
fue el siguiente; 4 pacientes presentaron una unica variante patogénica en TP53 y hubo 2
pacientes que presentaban 2 variantes patogénicas diferentes en TP53. Todas estas
variantes patogénicas tenian fracciones alélicas mutacionales bajas con una media de
porcentaje del 16,5% (rango entre 12%-26%). Teniendo en cuenta que se considera que
una variante mutacional patogénica es claramente significativa cuando su porcentaje de
fraccion alélica es >30%, se puede concluir que con alta probabilidad se trata de
mutaciones subclonales y por lo tanto el biomarcador importante sigue siendo el fenotipo

MMRdA/MSI-H.

THQ p53 (wt/abn/null) NGS TPS3 Fraccion alélica mutada
(%)
Aberrante Mutada 15%
Normal Mutada 12%
Normal Mutada 23%
Normal Mutada 26%
Aberrante Mutada 25%
Normal Mutada 13%

Tabla R14. Fraccion alélica mutada en las pacientes TP53 mutadas.

6.10 Andlisis de la eficacia

La mediana de seguimiento del total de las pacientes incluidas en esta tesis fue de 7 afios.
Al momento del cierre de la base de datos, 14 de las 24 pacientes incluidas habian
finalizado el tratamiento con anti-PD-1/PD-L1. El tratamiento fue finalizado en 8§
pacientes debido a la progresion de la enfermedad y en 6 de ellas por toxicidad
inmunomediada.

La duracion media del tratamiento fue de 18.1 meses (rango: 0.9-62.8 meses). En el
momento del analisis, 8 (33%) pacientes estaban vivas sin evidencia de enfermedad
oncologica, 11 pacientes vivas con enfermedad oncoldgica (46%) y 5 pacientes habian
fallecido (21%) debido a su CE. Estos resultados reflejan la variabilidad en el prondstico
de una poblacidén que comparte un mismo biomarcador, todas las pacientes tenian un CE

asociado a AIMMR/MSI-H.
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En términos de SLP del tratamiento con antiPD-1/PD-L1 fue del 75% a los 12 meses y
del 61% a los 5 anos.

0.5 afios 1aiios 5 afos
Supervivencia 79% (64% to 97%) 75% (60% to 94%) 61% (41% to 89%)
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Figura R1: Kaplan-Meier de la SLP de la Inmunoterapia.

En términos de SG calculada desde el momento del diagndstico de CE a 5 afios es del
86% (rango del 73% al 100%), y la tasa de SG a 10 afios es del 63% (rango del 42% al
95%). Estos datos indican que una gran proporcion de pacientes logra sobrevivir a largo
plazo tras el diagnostico inicial, lo que sugiere una respuesta positiva al tratamiento

administrado.
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5 afios 10 afios Mediana del seguimiento (afios)
Supervivencia 86% (73% to 100%) 63% (42% to 95%) 7.4 (6.1 10 9.1)

100% 4

T5%

30% 7

Pacientes vivas

25%1

0 1 2 3 H 5 6 7 8 9 10 11
Afos desde el diagnostico
En Riesgo 24 22 21 19 16 16 14 10 8 3 2
Eventos 0 2 2 2 3 3 4 5 5 &
Censurados 0 0 1 3 5 5 ] 9 12 15 16 17
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Figura R2. Kaplan-Meier de la SG desde el diagnostico.

Ademas, al analizar la SG desde el momento de la recaida en las 23 pacientes intervenidas
quirtrgicamente, asi como desde el diagnostico en la paciente con enfermedad avanzada
irresecable, se constatd que la tasa de supervivencia a los 2 afios se mantiene elevada,
alcanzando un 87% (con un rango entre 75% y 100%). Asimismo, la tasa de supervivencia

a los 5 afios fue del 68%, con un rango que oscila entre 49% y 94%.
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2 afios 5 afios Mediana del seguimiento (afios)

Supervivencia 87% (75% to 100%) 68% (49% to 94%) 59 (2.7 10 7.8)
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Figura R3: Kaplan-Meier de la SG desde Recidiva

En el total de la poblacion, la mediana de duracion de tratamiento con IO fue de 16,09
meses (rango de 0.92 meses a 83.64 meses). Respecto a la tasa de respuestas se observa
que 17 pacientes (70,9%) presentan RP o RC, 4 EE (16,6%) y 3 PD (12,5%) al tratamiento
con anti PD-1/PD-L1 con una mediana de duracion de repuesta de 22,31 meses (rango de

4,2 a 62,72 meses).
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Tabla R15. Respuesta radioldgica al tratamiento de inmunoterapia.

Respuesta al tratamiento de inmunoterapia

n (%)

Respuesta Completa (RC) 7 (29,2%)

Respuesta Parcial (RP) 10 (41,7%)

Enfermedad estable (EE) 4 (16,6%)

Progresion (PE) 3 (12,5%)

Mediana Duracion 16,09 meses

Tratamiento (meses) (rango entre 0,92 y 83,64
meses).

Mediana de duracién de 22,31 meses

Repuesta (meses) (rango entre 4,2 y 62,72
meses)

6.11 Eficacia del Tratamiento con Inhibidores de PD-1/PD-L1 entre primera linea
y lineas sucesivas

En las 10 pacientes que recibieron inhibidores de PD-1/PD-L1 como primera linea de
tratamiento, se observo una tasa de RC del 40%, las RP fueron del 20%, mientras que la
EE se presentd en el 20% de los casos. Sin embargo, un 20% de los pacientes experimentd
PE como mejor respuesta. Asumiendo fecha fin de seguimiento 31 de diciembre de 2024,
la mediana de duracion de tratamiento fue de 16,2 meses (rango entre 1,48 y 62,71 meses)
y de las pacientes que presentaron RP/RC la mediana de duracion de respuesta fue de
22,52 meses (rango 4,2 a 63,63 meses).

Para las 14 pacientes que recibieron inhibidores de PD-1/PD-L1 en segundas y sucesivas
lineas de tratamiento, la tasa de RC fue del 21.4%, las RP fueron del 57.1%, con un 14.3%
de EE. La PE se objetivo en un 7.1% de la poblacion. En este grupo la mediana de
duracion de tratamiento fue de 16,1 meses (rango entre 0,9 y 54,3 meses) y de las
pacientes que presentaron RP/RC la mediana de duracion de respuesta fue de 22,3 meses

(rango 6,9 a 65 meses).
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Tabla R16. Tabla resumen de la eficacia del tratamiento con inhibidores de PD-1/PD-L1

entre primera linea y lineas sucesivas.

Inmunoterapia L1 (N=10) L2 + (N=14)
Dostarlimab 3 12
Dostarlimab y QT 3 0
Pembrolizumab 4 1
Durvalumab 0 1

Mejor respuesta al tratamiento, n (%)

Repuesta (meses)

(rango 4,2 a 63,63 meses).

Respuesta Completa (RC) 4 (40) 3(21,4)

Respuesta Parcial (RP) 2 (20) 8(57,1)

Enfermedad estable (EE) 2 (20) 2(14,3)

Progresion (PE) 2 (20) 1(7,1)

Mediana Duracion 16,2 meses 16,1 meses

Tratamiento (meses) (rango entre 1,48 y 62,71 (rango entre 0,9 y 54,3
meses). meses)

Mediana de duracion de 22,52 meses 22,3 meses

(rango 6,9 a 65 meses).
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Figura R4. Tasa de respuestas radioldgicas en funcion de la linea en la que se administra

el tratamiento antiPD-1/PD-L1.

% Respuesta al tratamiento con antiPD-1/PD- % Respuestas al tratamiento con antiPD-
L1en1alinea 1/PD-L1 en 2a lineas y sucesivas

*$

B Respuesta completa m Respuesta parcial

-

m Enfermedad estable = Progresion

Interesantemente, la tasa de SLP a un afio fue del 70% y del 79% para los pacientes que
recibieron el tratamiento en primera y 2+ linea respectivamente. Sin embargo, a los cinco

afos, la tasa de SLP fue del 70% en la primera linea y del 56% en tratamientos posteriores.
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Figura RS: Kaplan-Meier de la SLP de la Inmunoterapia entre L1 y la L2+.

6.12 Eficacia del tratamiento acorde a la respuesta obtenida

Es crucial destacar que, de las 24 pacientes tratadas con IO hubo 7 pacientes (6 habian
realizado tratamiento con anti-PD-1 (3 con dostarlimab, 3 con pembrolizumab) y 1
paciente con un anti-PD-L1 (durvalumab) que corresponden al 29% de la poblacion del
estudio. Estas pacientes, habian presentado una progresion de la enfermedad de forma
precoz durante el tratamiento o una enfermedad estable radioldgica como mejor
respuesta. Respecto a la linea terapéutica en la que se administr6 la IO, 3 pacientes la
recibieron en primera linea, 3 en segunda linea y 1 en tercera linea. La duracion media
del tratamiento en este subgrupo de pacientes fue de 3.4 meses (1-6 meses). Este grupo
de pacientes se consideran pacientes no respondedores sugiriendo una resistencia
primaria a la IO.

Por otro lado, es importante resaltar el grupo opuesto, un 71% de la poblacion estudiada

(17 pacientes), logré una respuesta parcial o completa al tratamiento con anti-PD-1 con

75



una duracion media del tratamiento de 27,96 meses (rango entre 8,84-62,76 meses). De
estas pacientes, 10 contintian actualmente en tratamiento con anti-PD, con una mediana
de duracion de tratamiento de 22,5 meses (rango entre 11,7 meses y 84,87 meses) lo que
sugiere una respuesta duradera y efectiva a la 10 pudiendo ser consideradas como
respondedoras o largas respondedoras, lo que resalta el potencial de la 1O en el manejo
de esta poblacion especifica.

Destacable es el hecho que 6 de las 17 pacientes respondedoras tuvieron que interrumpir
el tratamiento debido a efectos adversos inmunomediados. En este subgrupo de pacientes
la mediana de duracion de tratamiento fue de 16,07 meses (rango entre 6,87 y 67,72
meses), ademas es importante destacar que estas pacientes no han mostrado evidencia de
progresion desde que finalizaron la 10. La mediana del tiempo libre de tratamiento es de
42,85 meses (Rango 13,8 y 79,8 meses).

Finalmente, 1 paciente present6 progresion de la enfermedad tras haber completado mas

de 2 afnos de tratamiento.

Atendiendo a lo anteriormente expuesto, hemos identificado dos grupos de pacientes, las
respondedoras y las no-respondedoras por lo que se llevo a cabo un andlisis de la SLP en
estos dos grupos de pacientes

Resultados a un afio: Las pacientes que respondieron al tratamiento presentaron una SLP
del 100%, lo que indica que ninguna de ellas mostr6 progresion de la enfermedad durante
ese periodo. En contraste, las pacientes que no respondieron al tratamiento tuvieron una
SLP del 14%, lo que sugiere que solo una pequefia fraccion logro evitar la progresion
temprana.

Resultados a los cinco afios: A lo largo de un seguimiento de cinco afios, las pacientes
que respondieron al tratamiento mantuvieron una SLP del 80%, lo que indica que una
proporcion significativa continud sin progresion de la enfermedad. Por otro lado, de las

pacientes que no respondieron al tratamiento inicial solo el 14% mantuvieron una SLP.

Estas diferencias observadas en la SLP entre ambos grupos son estadisticamente

significativas (p<0.001).
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PFS Mediana 0.5 afios 1afos 5 afios p-valor’

Supervivencia <0.001
Respondedoras —[—1t0—) 100% (100% to 100%) 100% (100% to 100%) 80% (59% to 100%)
No respondedoras 0.33 (0.24 to —) 29% (8.9% to 92%) 14% (2.3% 10 88%) 14% (2.3% to 88%)
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Figura R6. Kaplan-Meier de la SLP de la Inmunoterapia entre respondedoras y no

respondedoras.

En el andlisis de la SG al afio, a los 2 afios y a los 3 afios en pacientes que responden al
tratamiento con inhibidores de PD-1/PD-L1, se observa una SG del 100% en todos estos
intervalos. En contraste, las pacientes que no responden al tratamiento presentan tasas de
SG significativamente més bajas: 71% al afio, 57% a los 2 afios y 0% a los 3 afios. Estas

diferencias son estadisticamente significativas (p<0.001).
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Supervivencia p-

Mediana 1 afios 2 afios 3 afios valor’
Supervivencia <0.001
e 100% (100% to 100% {100% to 100% (100% to
Respondedoras (—to—) 100%) 100%) 100%)
Na 2.7 (09810 —) 71% (45% 10 100%) 57% (30% to 100%) 0% (— 10 —)
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—— Respondedoras No respondedoras

Respondedoras
En Riesgo 17 17 13 11 10 10 8 4 A
Eventos 0 0 0 0 1 1 1 1 1
Censurados 0 0 4 3] 5 6 8 12 16
No respondedoras
En Riesgo 7 3 4 0 0 0 0 0 0
Eventos 0 2 3 2 ] 3 5 ] 5
Censurados 0 0 0 2 2 2 2 2 2

Figura R7. Kaplan-Meier de la SG al tratamiento con inmunoterapia entre respondedoras

y no respondedoras.

En este trabajo de tesis se ha llevado a cabo un analisis molecular profundo para intentar
identificar potenciales alteraciones moleculares que pudieran constituir factor predictivo

de respuesta o resistencia al tratamiento con 10.

6.13 Eficacia del tratamiento en funcion de las alteraciones en la via de MMR

En primer lugar y teniendo presente que estamos ante un grupo de pacientes cuyo CE
comparte un biomarcador comun, se ha analizado la eficacia del tratamiento en funcion
de la pérdida de expresion de las proteinas MLH1-PMS2, MSH2-MSH6, PMS2 yMSH6

que han llevado al fenotipo dAMMR., El analisis muestra como no se observan diferencias
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significativas entre el grupo de pacientes consideradas como respondedoras del grupo que

no responde en relacion con las proteinas no expresadas. Cabe destacar que en el subgrupo

MLH1-PMS2 se observa una diferencia en valor absoluto en respondedoras 13 vs no 3,

pero sin alcanzar significacion estadistica (p=0.317) (ver tabla R17).

Tabla R17.Eficacia del tratamiento en funcidon de las alteraciones en la via del MMR.

RESPONDEDORAS NO TASA DE p-valor
(n) RESPONDEDORAS | REPUESTAS | estimado
(n) (%) (FISHER)
81,25% vs
MLH1-PMS2 13 3 0,317
18,75%
PMS2 2 0 100% vs 0% 1
MSH6- 5 | 66,6% vs |
MSH?2 33,3%
No se
MSH2 0 0 No aplicable puede
calcular.

La causa subyacente a la perdida de expresion de MLH1 ha sido también materia de

discusion como razén para observar diferencias en la respuesta al tratamiento de

InmunoT.

Considerando como hipermetilacion en el promotor de MLH1 aquella en la que los

tumores presentan una metilacion igual o superior al 15%, se realiz6 un analisis de la tasa

de hipermetilacion de MLHI1 entre el grupo de pacientes respondedores y no

respondedores. Los resultados muestran que el porcentaje de pacientes hipermetiladas es

similar en ambos grupos: 59% en el grupo respondedor y del 57% en el grupo no

respondedor, sin que se hayan observado diferencias significativas entre ambos (p >

0.99).
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0.5 afos 1 afos 5 aiios p-valor’
Metilacién MLH1 0.80
Hipermetilacién MLH1 79% (60% to 100%) 79% (60% to 100%) 52% (26% to 100%)
Mo hipermetilacién MLH1 80% (59% to 100%) 70% (47% to 100%) 70% (47% to 100%)
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Afios desde el inicio de la inmunoterapia
—— Hipermetilacion MLH1 MNa hipermetilacion MLH1
Hipermetilacian MLH1
En Riesgo 14 10 6 5 5 3 2 1
Eventos 0 3 4 4 4 5 5 5
Censurados 0 1 4 5 5 ] 7 8
Mo hipermetilacion MLH1
En Riesgo 10 6 5 5 4 3 1 0
Eventos 0 3 3 3 3 3 3 3
Censurados 0 1 2 2 3 4 6 7

Figura R8. Kaplan-Meier de la SLP acorde a la metilacion de MLH1

Ademas, se llevo a cabo un analisis para evaluar la correlacion entre la hipermetilacion y
la SLP y la SG. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
pacientes con tumores hipermetilados y los no hipermetilados. Las tasas de SLPa 1y 5
afios fueron del 79% y del 52% en el grupo hipermetilado, en comparacion con el 70%
en el grupo no hipermetilado. En cuanto a la SG, a los 2 afios, la tasa fue del 93% (80-
100) para las pacientes hipermetiladas frente al 80% (50-100) en las no hipermetiladas.

Sin embargo, a los 5 afios, ambas cohortes mostraron una tasa de SG del 66% (rango 41-

100) y 69% (44-100) respectivamente.
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2 afios 5 afios p-valor'

Metilacion MLH1 0.73
Hipermetilacion MLH1 93% (B80% to 100%) ©66% (41% to 100%)
No hipermetilacién MLHT 80% (59% to 100%) 69% (44% to 100%)
'Log—rank test
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Figura R9. Kaplan-Meier de la SG acorde a la metilacion de MLH1.

6.14 Eficacia del tratamiento en funcion del TMB

El analisis del TMB solo pudo ser realizado en 21 pacientes del total de la muestra. Se
definié como un TMB elevado (TMB-H) cuando se identifican 13 o0 mas mutaciones por
megabase, en caso contrario se define como TMB bajo (TMB-L)

Si valoramos beneficio clinico como aquellas pacientes que presentan EE, RP o RC al
tratamiento con inmunoT y analizamos el TMB acorde a este beneficio, se observa que,
entre los pacientes con TMB-H (n=12), el 100 % (12 de 12) present6 algiin grado de
beneficio clinico. En cambio, en el grupo con TMB -L (n=9), 7 pacientes (77,8 %)
mostraron beneficio clinico, mientras que 2 pacientes (22,2%) no obtuvieron ninglin
beneficio.

A pesar de estas observaciones, la correlacion entre TMB y beneficio clinico tiene un p

valor de 0,192.
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TMB-H >13 TMB-L <13
(n=12) (n=9)
Beneficio clinico (EE, RP, RC) . .
(n=19)
Pacientes sin beneficio clinico (PE) 0 5
(n=2)

Tabla R18. Tabla de contingencia TMB acorde a la respuesta al tratamiento.

Asi mismo, se analizé la correlacion entre el valor de TMB y su impacto en la SLP y la
SG. En cuanto a la SLP al afio fue del 75% (rango 54-100) y del 100% en el grupo de
pacientes con un TMB-H y TMB-L respectivamente. La SLP a los 5 afios fue del 66%
(rango 43-100) y 75% (43-100) en el grupo de pacientes con TMB-H y TMB-L

respectivamente. Diferencias que no fueron estadisticamente significativas, con un p-

valor de 0.26.

0.5 afos 1anos 5 afnos p-valor’

TMB
TMB-H 75% (54% to 100%)  75% (54% to 100%) 66% (43% to 100%)
TMB-L 100% (100% to 100%) 100% (100% to 100%) 75% (43% to 100%)
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Figura R10. Kaplan-Meier de la SLP a la inmunoterapia en funcién del TMB.
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En relacion con la SG, tampoco se encontraron diferencias estadisticamente
significativas. La tasa de SG a los 2 afos y a los 5 afos fue del 83% (rango 65-100) y del
69% (45-100) en el grupo de pacientes con TMB-H, mientras que en las pacientes con
TMB-L, la tasa fue del 100% en ambos intervalos. El p-valor obtenido fue de 0.12. Estos
resultados sugieren que, aunque existen diferencias en las tasas de SG entre los grupos,
no son lo suficientemente evidentes como para establecer una relacion clara entre el valor

de TMB y la SG.

Z afios 5 afios p-valor’
TMB 012
TMB-H 83% (65% to 100%) 659% (45% to 100%)
TMB-L 100% (100% to 100%) 100% (100% to 100%)

' Log-rank test
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TMB-L
En Riesgo 9 9 7 5 5 5 5 3 1
Eventos 0 Q 0 0 0 Q 0 0 0
Censurados 0 Q 2 4 4 4 4 6 9

Figura R11. Kaplan-Meier de la SG a la inmunoterapia en funcion del TMB.

6.15 Eficacia del tratamiento en funcion del CPS PD-L1

El analisis del status de PDL-1 acorde al score del CPS (Combined Positive Score) se
pudo realizar solo en 21 pacientes del total de la muestra. Se establecid un valor limite de
1 para considerar el resultado como positivo. Se estableci6 beneficio clinico cuando las

pacientes presentaban EE, RP o RC al tratamiento con IO y lo analizamos acorde al CPS
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score. De los 21 pacientes evaluables, 13 de los 14 pacientes (92,9 %) con CPS >1
obtuvieron beneficio clinico, asi como 6 de los 7 pacientes (85,7 %) con CPS <I. En
cuanto a los pacientes sin beneficio clinico, hubo 1 en cada grupo.

La proporcion de pacientes que obtuvieron beneficio clinico fue similar en ambos grupos
(92,9% vs. 85,7%), y el andlisis estadistico confirma que esta diferencia no es

significativa.

CPSPD-L1>1 CPS PD-L1 <1
(n=14) (n=7)
Beneficio clinico (EE, RP, RC) 3 ‘
(n=19)
Pacientes sin beneficio clinico (PE) | |
(n=2)

Tabla R19.Beneficio clinico en funcidn de la expresion del CPS PD-L1

Del mismo modo que con otras alteraciones se ha intentado correlacionar la SLP y la SG
entre la poblacion con tumores con CPS score igual o superior a 1 frente a la poblacion
con CPS score negativo. En cuanto a las tasas de SLP, se encontrd que, al afio y a los 5
afos, la poblacion con CPS positivo presentd tasas del 85% (67-100) y 58% (32-100),
respectivamente, mientras que el grupo con CPS negativo mostr6 una tasa del 88% (67-
100) en ambos tiempos de andlisis. No obstante, las diferencias observadas entre los

subgrupos no fueron estadisticamente significativas, con un p-valor de 0.39.
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0.5 aiios 1 afnos 5 afios p-valor’

PDL1 0.39
PDL1 positivo  85% (67% to 100%) 85% (67% to 100%) 58% (32% to 100%)
PDL1 negative 88% (67% to 100%) 88% (67% to 100%) 88% (67% to 100%)
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Figura R12. Kaplan-Meier de la SLP a la inmunoterapia en funcion de la expresion de

CPS PD-L1.

En relacion con la SG, tampoco se identificaron diferencias significativas. La tasa de SG
alos 2 afios y a los 5 afios en la poblacion con CPS positivo fue del 85% (rango 67-100)
y 73% (50-100) respectivamente, en comparacion con el 100% en ambos momentos para
el grupo con CPS negativo. Tampoco se obtuvieron diferencias significativas con un p

valor de 0,17.

85



2 afios 5 afios p-valor’

PDL1 017
PDL1 positivo  85% (67% to 100%) 73% (50% to 100%)
PDL1 negative 100% (100% to 100%) 100% (100% to 100%)
'Log—rank test
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Figura R13. Kaplan-Meier de la SLP a la inmunoterapia en funcion de la expresion de

CPS PD-LI.

6.16 Correlacién entre PDL1y TMB

En un total de 21 casos evaluados, se observo que la mayoria de los tumores, 14 (66,7%),
fueron positivos para la expresion de PD-L1. Dentro de este grupo, 9 pacientes (64,3%)
también presentaba TMB-H, mientras que los 5 restantes (35,7 %) tenian TMB-L. Por
otro lado, de los 7 tumores con CPS negativo (que representaban el 33,3 % del total), 5
(71,4 %) resulto ser TMB-H y 2 (28,6 %) TMB-L. El coeficiente de correlacion

(Coeficiente phi) calculado para las 21 muestras es 0,21.
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TMB >13 TMB <13 Total, PDL1

CPSPD-L1>1 9 5 14
CPS PD-L1 <1 5 2 7
Total, TMB 14 7 21

Tabla R20. Expresion de TMB y CPS PD-L1.

Al igual que con otra variable, se analizo la posible relacion entre el beneficio clinico y
la presencia de TMB y el status de CPS. Se incluyeron 19 pacientes con datos
clinicamente evaluables, excluyéndose aquellos con resultados desconocidos (3

pacientes).

TMB+
n=14

PDL1+
n=14

Figura R14. Correlacion entre PD-L1 y TMB.

En el subgrupo de pacientes con TMB-H y CPS PD-L1 > 1, 8 de los 9 pacientes (88,9 %)
obtuvieron beneficio clinico, mientras que 1 (11,1 %) no respondié al tratamiento. De
forma similar, entre los pacientes con TMB-H y CPS <1, 4 de 5 (80 %) presentaron

beneficio clinico y 1 no respondid. En cuanto a los pacientes con TMB-L, tanto los que
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tenian CPS > 1 (5 pacientes) como los con CPS <1 (2 pacientes), mostraron un beneficio

clinico del 100 %.

Tabla R21. Beneficio clinico del tratamiento con inmunoterapia en funcion de la

expresion de PD-L1 y TMB.

(n=2 +1 pacientes

desconocido)

TMB >13 + TMB >13 + TMB <13 + TMB <13 +
CPSPD-L1>1 | CPSPD-L1<1 | CPSPD-L1>1 | CPS PD-L1<1
n=9 n=5 n=5 n=2
Beneficio clinico

(EE, RP, RC)

(n=19 + 2 pacientes 8 4 5 2

resultado
desconocido)
Pacientes sin
beneficio clinico (PE)
1 1 0 0

6.17 Analisis subgrupo definido como doble clasificador

En este estudio se confirman que hay 7 pacientes con el clasificador dual, todas las

pacientes presentan beneficio clinico al tratamiento dado que todas responden. Es

relevante también el hecho de que, de las 7 pacientes, 2 continian en tratamiento, mientras

que 4 han suspendido la 10 debido a toxicidad inaceptable, aunque sin evidencia de

progresion, lo que las clasifica como largas respondedoras. Solo una paciente ha

interrumpido el tratamiento por progresion, pero se encuentra viva y con la enfermedad

controlada.
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6.18 Analisis acorde a mutaciones patogénicas

Tampoco se encontraron diferencias entre ambos grupos cuando se analiza la incidencia

en mutaciones patogénicas en genes relevantes previamente mencionados en este trabajo

de tesis. Tabla:

Tabla R22: Caracteristicas moleculares en funcion de las pacientes consideradas

respondedoras y no respondedoras.

RESPONDEDORAS NO TASA p-valor
(N) RESPONDEDORAS | RESPUESTAS estimado
(N) (%) (FISHER)
76.9% vs
PTEN 10 3 23.1% 0.64
PTPT 4 0 100% vs 0% 0.26
PI3KCA 6 4 60% vs 40% 0.64
66.7% vs
NF1 2 1 33 3% 1
69.2% vs
ARID1 9 4 30 8% 1
CTNNBI1 2 0 100% 0.5
TERT 1 0 100% 1
RNF43 2 2 50% 0.58
83.3% vs
TET 5 1 16.7% 0.62
STK11 2 0 100% 0.5
83.3% vs
KRAS 5 1 16.7% 0.62
SMARC4 1 0 100% 1
FGFR 3 2 60% vs 40% 1
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6.19 Correlacién entre toxicidad y beneficio al tratamiento anti-PD-1/PD-L1

A la redaccion de estos resultados, de las 24 pacientes incluidas 14 habian discontinuado
el tratamiento con IO en el momento del andlisis. La causa principal de la interrupcion
fue la progresion de la enfermedad en 8 pacientes (57%) seguida por la toxicidad
inaceptable en 6 pacientes (43%) todas habian sido tratadas con dostarlimab. Entre los
efectos adversos mas graves que causaron la discontinuacion del tratamiento, la toxicidad
hepatica fue la mas comun, afectando a 5 pacientes (83%). Le sigui6 toxicidad digestiva,

que motivo la interrupcion en una paciente (17%).

En la actualidad las 6 pacientes siguen vivas, sin tratamiento y sin evidencia de progresion
de la enfermedad con una mediana del tiempo libre de tratamiento es de 42,85 meses
(Rango 13,8 y 79,8 meses).

Este subgrupo de pacientes puede considerarse como respondedoras a largo plazo al

tratamiento con JO.

Analizamos la SLP en las 8 pacientes que presentan respuesta inicial al tratamiento con
progresion ulterior y en aquellas que responden y deben suspender el tratamiento por
toxicidad inmunomediada. La SLP al afio fue del 100% en ambos grupos, sin embargo a
los 5 afios, la SLP es del 100% en las pacientes que presentaron toxicidad frente al 0%
en el grupo que no presentd efectos adversos severos.

No hemos conseguido identificar ninguna alteracion molecular que pueda ser indicativa

de predisposicion al desarrollo de toxicidad inmunomediada.
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Figura R15. Kaplan-Meier de SLP entre las pacientes que suspenden el tratamiento por

toxicidad o por progresion de la enfermedad.
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7 DISCUSION

Este trabajo de tesis se centra en 24 pacientes con CE asociado al fenotipo MMRd/ MSI-
H diagnosticadas entre 2014 y 2020 en el Hospital Vall d’Hebron que fueron tratadas en
un momento de su evolucion con 10.

Si bien el trabajo se centra en un tamafio muestral reducido son varias las razones que lo
justifican, tales como que el fenotipo MMRd/ MSI-H representa aproximadamente el
30% de los canceres de endometrio, que la mayoria de las pacientes se diagnostican en
estadios tempranos, con un porcentaje de curacioén superior al 80% tras la cirugia sin
necesidad de tratamiento sistémico y por ultimo, el uso de IO en el tratamiento del CE ha
sido incorporado recientemente como aproximacion terapéutica.

Por el contrario, este trabajo de tesis presenta una fortaleza notable, el haber sido
desarrollado sobre un analisis de datos obtenidos de pacientes en condiciones de “Vida
Real”, lo que proporciona una perspectiva practica sobre las caracteristicas de las
pacientes con CE MMRd/ MSI-H tratadas con I10.

En la cohorte estudiada el 92% de las pacientes presentaban un CE con histologia
endometroide y en un 46% los tumores eran de alto grado. Este hallazgo concuerda con
la literatura existente, que ha documentado la prevalencia de tumores endometrioides en

subgrupo molecular MMRd/MSI-H.

Al inicio del proyecto de tesis, el CE era estadificado acorde a la clasificacion FIGO 2009.
Sin embargo, una nueva clasificacion FIGO incluyendo factores histologicos y
moleculares no presentes en la version de 2009 fue publicada en el 2023. Por tanto, es
importante destacar que, este trabajo de tesis se basa en la clasificacion de 2009 y los
hallazgos y el estadio asignado al diagnodstico deben interpretarse dentro de ese contexto.
El 96% de las pacientes incluidas en nuestro analisis recibi6 tratamiento inicial mediante
cirugia y que, la mayoria de ellas fueron diagnosticadas en estadios precoces de la

enfermedad.

En nuestra serie, a pesar de que 37.5% fueron diagnosticadas en estadios iniciales, un
96% de las pacientes presenta recaida de la enfermedad, incluyendo un 15% durante el
tratamiento adyuvante. Este dato estd muy alineado con el factor pronostico que supone
el fenotipo molecular AIMMR/MSI-H, el cual se asocia a un pronostico intermedio de la

enfermedad tal y como qued6 demostrado en la clasificacion del TCGA y de ProMISE.
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Dicho esto, en nuestra serie la tasa de SLP al afio es del 75% y a los 5 afos del 59% y la
tasa de SG a 5 afos es del 86% y de SG a 10 afios es del 61%.

Estos resultados que se pueden considerar bastante alentadores son el resultado en gran
medida del cambio de estrategia del tratamiento sistémico que recibieron estas pacientes
y que no fue otro que la IO basada en anti-PD1/PDL-1

Si bien no todas las pacientes fueron tratadas con el mismo esquema de 1O ni en el
mismo momento del transcurso de la enfermedad variabilidad importante de reconocer,
la hipotesis del proyecto de tesis se cumple dado que una gran proporcion de las pacientes
logra sobrevivir a largo plazo tras el diagndstico inicial, lo que sugiere que este tipo de
tratamiento impacta de forma considerable en la supervivencia de las pacientes con
tumores de endometrio asociado a MMRd/MSI-H.

Ademas, a pesar del limitado nimero de pacientes tratadas en primera linea en
comparacion con segunda linea o posterior, los datos indican que la SLP a largo plazo es
mas favorable cuando las pacientes reciben el tratamiento en primera linea. Estos datos
resaltan la importancia de determinar el momento de eleccidon en la introduccion del
tratamiento con los inhibidores de PD-1/PD- en el manejo de nuestras pacientes con CE

para optimizar al maximo los resultados clinicos y la calidad de vida de los pacientes.

Los datos de eficacia mostrados en el total de la poblacion incluida en nuestro trabajo de
tesis son concordantes con los resultados los ensayos clinicos pivotales que respaldaron
la aprobacion de estos farmacos en este subgrupo de pacientes.

Una fortaleza de nuestro trabajo de tesis es que las pacientes incluidas tienen una mediana
de seguimiento de 7 afios, la cual es muy superior a las medianas de seguimiento de los
estudios pivotales que oscilan entre los 2-5 afios. Por ejemplo, el estudio GARNET
(dostarlimab tras la progresion a platino) tiene una mediana de seguimiento de 28 meses,
reporta una tasa de SG superior al 50% a los 3 afios, mientras que el estudio RUBY
(dostarlimab en combinaciéon con Paclitaxel/Carboplatino en 1* linea), con un
seguimiento de 36.6 meses, muestra una tasa de SG del 70.1% a los 24 meses.

En nuestra serie con un seguimiento de 7,4 anos desde el inicio del tratamiento con 10O,
se ha objetivado una SLP de a 5 afios del 59% y una SG desde el diagnostico del 61% a
los 10 afios. Este ultimo dato es realmente interesante ya que, 23 de las 24 pacientes
incluidas en esta tesis (96% de la poblacion analizada) han presentado una recaida de la

enfermedad. Este dato es muy importante ya que indica que mas de la mitad de los
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pacientes contintan vivos una década después del diagnéstico. Hasta la introduccion del
perfil molecular como factor prondstico y el tratamiento con terapia anti-PD-1/PD-L1, la
supervivencia a los 5 afios de las pacientes con una recaida de su tumor de endometrio
era inferior al 20%.

En cuanto al tratamiento de IO administrado, es importante confirmar que la mayoria de
las pacientes recibieron tratamiento con un anticuerpo monoclonal anti-PD-1,
(dostarlimab o pembrolizumab) mientras que solo una paciente fue tratada con un anti
PD-L1( durvalumab). Si bien este trabajo no esta disefiado para comparar los diferentes
agentes empleados en el tratamiento, es llamativo y debe destacarse que una de las dos
pacientes que experimentaron progresion después de dos ciclos de inicio de la 10, y que
por lo tanto se puede considerar resistente a este tipo de tratamiento, fue la paciente
tratada con durvalumab (anti-PD-L1).

Aunque puede considerarse atrevido realizar conclusion alguna a este respecto dado que
es una unica paciente, este hallazgo estd en consonancia con los datos de la literatura
reciente, que sugiere que los anticuerpos anti-PD-L1 pueden enfrentar mayores
mecanismos de resistencia, siendo la sobreexpresion de PD-L2 uno de los factores
conocidos. PD-L2 estd expresado tanto en células tumorales como en diversas
subpoblaciones de células inmunitarias, y varios estudios experimentales han demostrado
que las cé€lulas tumorales que tienen sobreexpresion de PD-L2 presentan resistencia al
tratamiento con anticuerpos anti-PD-L1 en monoterapia. Sin embargo, esta resistencia
puede superarse mediante la aplicacion de un anticuerpo anti-PD-1 o mediante la

combinacion con anti-PD-L2.

Cuando analizamos las respuestas obtenidas a la IO en nuestra serie, cabria esperar una
gran homogeneidad, dado que todas las pacientes tenian un CE con el mismo
biomarcador, AIMMR/MSI-H. Sin embargo, las respuestas son heterogéneas; un 29% de
los pacientes (7 de 24) no respondieron al tratamiento con IO frente al 63% (17 de 24)
que presentaron una RP/RC al tratamiento. Estos resultados ya fueron observados en los
estudios pivotales con pembrolizumab y dostarlimab, donde hasta un 50% de las
pacientes no respondieron al tratamiento. Esto sugiere que si bien todas las pacientes
tienen el mismo tipo molecular de tumor MMRdA/MSI-H, es imprescindible identificar
otras caracteristicas moleculares que nos ayuden a seleccionar a las pacientes

respondedoras de las no respondedoras y con ello a optimizar las estrategias terapéuticas.
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Esto es altamente relevante dado que las pacientes que presentan una respuesta al
tratamiento, ya sea en forma de RP o RC, muestran una supervivencia significativamente
mayor. Estas diferencias son estadisticamente significativas, lo que refuerza la
importancia de identificar a los pacientes que responden positivamente a la 10.

Un hallazgo notable es que un grupo de 15 pacientes logré mantener una ausencia de
progresion de la enfermedad durante mas de 2 afios tras el inicio del tratamiento con 1O.
Este subgrupo puede considerarse como "respondedoras a largo plazo", lo que sugiere
que estas pacientes experimentan no solo una respuesta inicial al tratamiento, sino
también una efectividad duradera, lo cual es prometedor para el manejo a largo plazo de

la enfermedad.

Uno de los objetivos de este trabajo de tesis fue precisamente investigar factores
subyacentes que pueden influir en la respuesta a la 10 en este grupo de CE dAMMR/MSI-
H. En este sentido analizamos la posible asociacion entre la respuesta al tratamiento con
la pérdida de proteinas especificas del sistema de reparacion MMR. Este aspecto ha sido
escasamente explorado en la literatura médica actual, lo que resalta la relevancia de
nuestra investigacion en este campo. A pesar de contar con un tamafio de muestra
limitado, se ha evidenciado que no existen diferencias significativas en la expresion de
las cuatro proteinas del sistema MMR entre las pacientes clasificadas como
respondedoras y aquellas consideradas no respondedoras al tratamiento
inmunoterapéutico.

Un hallazgo destacado de nuestra investigacion fue la identificacion de hipermetilacion
en el promotor de las islas CpG del gen MLH1 en el 58% de las pacientes analizadas.
Ademas, se determind que la mediana de hipermetilacion en este grupo fue del 45%, con
un rango que vari6 entre el 4% y el 67%. Esta variabilidad en los niveles de metilacion
sugiere diferencias significativas entre las pacientes, lo que podria indicar la existencia
de distintos mecanismos epigenéticos subyacentes o una heterogeneidad tumoral en los
casos estudiados.

El analisis de la hipermetilacion del promotor de MLHI1 en esta cohorte de pacientes no
revela una asociacion significativa con la respuesta al tratamiento ni con la supervivencia.
Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con la literatura publicada, que
indica una falta de correlacion significativa entre la hipermetilacion en el gen MLH1 y la
respuesta al tratamiento con IO y estdn en consonancia con los datos obtenidos hasta el

momento en los estudios NRGO18 (pembrolizumab) y RUBY (dostarlimab).

95



Por consiguiente, los hallazgos de este trabajo de tesis refuerzan que la hipermetilacion
de MLHI1 no es un factor prondstico determinante de la respuesta a la IO en esta poblacion

de pacientes.

Otra de las alteraciones moleculares analizadas para intentar establecer biomarcadores de
respuesta fue la TMB. En la poblacion analizada se confirma que un 66,6% de las
pacientes presentaban un TMB-H lo cual respalda que el fenotipo MMRd/MSI-H esta
asociada a un perfil mutacional elevado o hipermutado. Sin embargo, no se puedo
establecer una correlacion significativa entre un TMB-H o TMB-L y la respuesta al

tratamiento.

PD-L1 es uno de los biomarcadores mas extensamente implementados en el tratamiento
de los tumores sélidos para seleccionar a la poblacion que mas beneficio obtendria del
tratamiento con IO. En nuestra seria hasta un 66,6% de las pacientes tenian tumores con
CPS PD-L1 >1 pero desafortunadamente los resultados obtenidos no nos permiten la

implementacion de CPS como biomarcador de respuesta.

Analizados los biomarcadores mas relevantes asociados a la respuesta a la 10, hemos
tratado de correlacionarlos. El coeficiente de correlacion (Coeficiente phi) entre PDL1 y
TMB calculado para las 21 muestras es 0,21, esta correlacion, aunque positiva es débil
entre ambas variables. Este hallazgo indica la existencia de un subgrupo de tumores con
expresion concomitante de CPS PDL-1 positivo y TMB elevado, pero no se puede
confirmar que sea un factor predictivo de respuesta o beneficio al tratamiento, ya que en
este trabajo se constatd una notable heterogeneidad, con casos que expresan Uinicamente

uno de los biomarcadores.

Estos datos nos llevan a continuar la investigacion para tratar de identificar biomarcadores

mas alld de IMMR/MSI-H que nos permitan una mejor seleccion de las pacientes.

Sin bien nuestro trabajo de Tesis se centra en los CE AMMR/MSI-H, es conocido y como
hemos reflejado en la introduccién de este trabajo que, entre el 3% y el 6% de los tumores
presentan mas de una caracteristica de clasificacion molecular, lo que se denomina
"tumores con clasificacion molecular multiple". Estos incluyen aquellos con una
combinacion de mutacion en POLE y p53 anormal (POLEmut—p53abn), deficiencia

combinada de MMRA/MSI-H y p53 anormal (MMRd—p53abn), alteracion combinada de
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MMRAJ/MSI-H y POLE (MMRd-POLEmut), y aquellos con las tres caracteristicas
defectuosas (MMRdA/MSI-H-POLEmut—p53abn).

En este estudio, se identificaron 7 pacientes que presentaban simultaneamente el fenotipo
de MMRA/MSI-H y p53 aberrante o mutado. Es interesante destacar que, los hallazgos
del presente estudio evidencian que todas las clasificadas mediante el clasificador dual
presentaron beneficio clinico, al ser todas ellas respondedoras al tratamiento. Estos
resultados confirman el cardcter subclonal de las mutaciones en TP53 en este grupo de
pacientes y corrobora que el grupo molecular viene determinado por la presencia del
fenotipo MMRA .

Ahondado en marcadores adicionales de respuesta, ninguno de los genes analizados con
el panel genomico utilizado en este trabajo de tesis como son las alteraciones en la via de
PI3KCA, la pérdida de funcion del gen PTEN o mutaciones en ARID1 has mostrado una

asociacion con la respuesta al tratamiento con 1O.

Uno de los hallazgos més interesantes y destacables de este trabajo, es observar como un
total de 6 pacientes respondedoras al tratamiento desarrollaron toxicidad inmunomediada
que obligd a discontinuar el tratamiento, sin embargo, en el momento actual estas
pacientes permanecen sin progresion de la enfermedad.

Estudios previos en pacientes con melanoma tratados con inhibidores de PD-1 sugirieron
una correlacion positiva entre los eventos adversos cutaneos y la eficacia. En pacientes
con cancer de pulmon no microcitico, un estudio reciente mostr6 que aquellos con eventos
adversos inmuno-relacionados (irAE) tenian una mejor respuesta al tratamiento en
comparacion con los que no los tenian. En CE hasta el momento no hay ningtn dato
reportado sobre esta correlacion.

Estos datos confirman una de las hipotesis del trabajo de tesis que las pacientes que
presentan toxicidad inmunomediada tienen un mayor beneficio del tratamiento con anti-
PD-1/anti-PD-L1, tanto en tasa de respuestas como en duracién de la respuesta en

comparacion con las pacientes que no desarrollan toxicidad.

En conclusion, este trabajo de tesis incluyendo a 24 pacientes con CE MMRdA/MSI-H,
tratadas con inhibidores de PD-1/PD-L1 con un periodo de seguimiento de 7,4 afios
(rango entre 6,1 a 9,1 afos) evidencia como la identificacion molecular y el tratamiento

dirigido han mejorado la el prondstico de estas pacientes a largo plazo.
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CONCLUSIONES

Las pacientes con cancer de endometrio asociados a fenotipo MMRd/MSI-H que
realizan tratamiento con anti-PD1/PD-L1 tienen una supervivencia libre de
enfermedad y una supervivencia global superior a la esperada segin las series

historicas.

En las pacientes con CE dAMMR/MSI-H , no se ha identificado relacion entre la
respuesta al tratamiento con IO y la pérdida especifica de una de las proteinas del
sistema MMR (MLHI1, PMS2, MSH6 y MSH2), ni con la hipermetilacion del
promotor de MLH1 ni con la carga mutacional tumoral (TMB) ni los niveles de

expresion de PD-L1.

En las pacientes con CE caracterizados por el doble clasificador MMRd/MSI-H-
p53abn, presentan una respuesta al tratamiento con inhibidores de PD-1/PD-L1 y un
prondstico similar al grupo MMRA/MSI-H, confirmando el caréacter subclonal de las

alteraciones en p53

Las pacientes con CE tratadas con IO y que desarrollan toxicidad inmunomediada
parecen tener un prondstico mas favorable a largo plazo frente a aquellas que no
desarrollan toxicidad inmunomediada, sugiriendo el desarrollo de toxicidad como un

factor predictivo de respuesta al tratamiento de 10 en CE asociado a MMRd/MSI-H.
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9 LAS LINEAS DE FUTURO

Este trabajo de tesis nos lleva a plantear diferentes lineas futuras de investigacion,
destacando entre ellas la necesidad de identificar aquellas pacientes con CE AMMR/MSI-
H que no responden al tratamiento con IO. Es esencial entender porque en una poblacién
que comparte un biomarcador comun la evolucion de las pacientes puede ser heterogénea.
Es esencial identificar aquellas pacientes que no se van a beneficiar del tratamiento con
IO para determinar estrategias terapéuticas diferentes.

Adicionalmente, se deberia evaluar de forma sistematica la toxicidad inmunomediada
como posible marcador indirecto de beneficio clinico a largo plazo, para ello seria
necesario disefiar estudios prospectivos con IO que incorporen el analisis de toxicidad
inmunomediada como variable de inter¢s.

La introduccion de la 10 en el manejo terapéutico del CE ha revolucionado el prondstico
de esta enfermedad sin embargo todavia tenemos retos importantes por lo que la

investigacion debe continuar.
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