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Resumen 

Antecedentes del tema. La búsqueda y validación de biomarcadores de 

respuesta a la inmunoterapia en el cáncer colorrectal avanzado con 

fenotipo Microsatellite Instability High / Deficient Mismatch Repair system 

(MSI-H/dMMR)  constituye uno de los principales retos en el panorama del 

cáncer colorrectal, en parte justificado por la baja frecuencia de este 

fenotipo (alrededor del 5% de los tumores avanzados).  

Pacientes y métodos. Pacientes con cáncer colorrectal avanzado MSI-

H/dMMR tratados con inmunoterapia basada en inhibidores de PD-1/PD-L1 

en el Hospital Vall d’Hebron formaron la cohorte de estudio. Según si la 

supervivencia libre de progresión a inhibidores de PD-1/PD-L1 fue mayor a 

6 meses o igual/menor, los pacientes fueron divididos en dos grupos, el 

grupo IT-respond (n:9 pacientes), y el grupo IT-resist (n: 7 pacientes), 

respectivamente. Con el objetivo de dilucidar factores predictivos de 

beneficio a inhibidores de PD-1/PD-L1, se llevó a cabo un análisis 

exploratorio multimodal que incluyó genómica (secuenciación de nueva 

generación con un panel de 431 genes para determinar carga mutacional 

tumoral, mutaciones frameshift y patrón de genes mutados), microambiente 

tumoral (anticuerpos dirigidos a CD3, CD8, FOXP3 y PD-L1) y microbioma 

en tumor focalizado en Fusobacterium nucleatum (técnica RNA In Situ 

Hybridization). En relación a la determinación del fenotipo MSI-H/dMMR, se 

realizó una revisión central mediante inmunohistoquímica y reacción en 

cadena de la polimerasa.  

Resultados. La carga mutacional tumoral y las mutaciones frameshift no 

se correlacionaron con el beneficio a los inhibidores de PD-1/PD-L1. En el 
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análisis del microambiente tumoral se constató una mayor densidad de las 

diferentes subpoblaciones de células T y de expresión de PD-L1 en el 

grupo IT-respond. Las mutaciones bialélicas en PTEN fueron más 

frecuentes en el grupo IT-resist en comparación con el grupo IT-respond. 

Las mutaciones bialélicas en ARID1A fueron objetivadas exclusivamente 

en el grupo IT-respond. Los tumores con mutaciones bialélicas en ARID1A 

presentaron la mayor densidad linfocitaria de la cohorte y de PD-L1, al 

contrario que los tumores con mutaciones en CTNNB1, y en PTEN 

bialélicas. La niveles de Fusobacterium nucleatum no se correlacionaron 

con el beneficio a inhibidores de PD-1/PD-L1. Las discordancias entre 

técnicas consistentes en un fenotipo MSS según la reacción en cadena de 

la polimerasa y un fenotipo dMMR según la inmunohistoquímica, se 

encontraron sólo en el grupo IT-resist, a pesar que toda la cohorte tenía 

una firma genómica compatible con fenotipo MSI-H/dMMR.  

Conclusiones. En el contexto del cáncer colorrectal avanzado con fenotipo 

MSI-H/dMMR: 1. La carga mutacional tumoral no es un factor predictivo de 

beneficio a inhibidores de PD-1/PD-L1, a diferencia de la infiltración 

linfocitaria, aunque son necesarios más estudios; 2. Las mutaciones 

bialélicas en ARID1A se asocian a una marcada infiltración tumoral por 

células T, al contrario que las mutaciones bialélicas en PTEN y la 

activación de la vía de Wnt a través de mutaciones en CTNNB1. Estos 

hallazgos, que correlacionan con patrones de respuesta a inhibidores de 

PD-L1/PD-L1, requieren de mayor investigación por su potencial interés; 3. 

Los niveles de Fusobacterium nucleatum tumoral no correlacionan con el 

beneficio a inhibidores de PD-1/PD-L1, pero son necesarios más estudios 
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en esta dirección por la base biológica existente; 4. Los resultados 

discordantes entre técnicas diagnósticas de fenotipo MSI-H/dMMR se 

asocian a un beneficio limitado a los inhibidores de PD-L1/PD-L1; 5. El 

desarrollo de biomarcadores sólidos en el campo de la inmunoterapia debe 

basarse en análisis multimodales representativos de los diferentes 

hallmarks del cáncer colorrectal MSI-H/dMMR.  
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Abstract 

Background. The search of immunotherapy biomarkers in Microsatellite 

Instability High / Deficient Mismatch Repair system (MSI-H/dMMR) 

metastatic colorectal cancer (mCRC) is an unmet need. The low prevalence 

of this phenotype (around 5% of advanced CRC) partly justifies the 

challenge.  

Patients and methods.  Patients with MSI-H/dMMR mCRC treated with 

PD-1/PD-L1 inhibitors at Vall d’Hebron University Hospital comprised study 

cohort. According to whether the progression free survival with PD-1/PD-L1 

inhibitors was longer to 6 months or equal/shorter, patients were clustered 

into IT- respond group (n: 9 patients) or IT- resist group (n: 7 patients), 

respectively. In order to evaluate determinants of benefit with PD-1/PD-L1 

inhibitors, an exploratory multimodal analysis including genomics (through 

NGS panel tumor-only with 431 genes to determine TMB, frameshift 

mutations and mutational profile), immune microenvironment (using CD3, 

CD8, FOXP3 and PD-L1 antibodies), and microbiome focused on 

Fusobacterium nucleatum (RNA-ISH) were performed. Analysis of MSI-

H/dMMR phenotype was centrally determined either by 

immunohistochemistry and polymerase chain reaction.   

Results. TMB and frameshift mutations did not correlate with PD-1/PD-L1 

inhibitors benefit. Higher densities of T cell populations and PD-L1 

expression were observed among IT-respond. Biallelic PTEN mutations 

were more frequent in IT-resist, compared to IT-respond, but biallelic 

ARID1A mutations were exclusively found in IT-respond. Biallelic ARID1A 

mutated tumours had the highest immune infiltration and PD-L1 scores, 
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contrary to tumours with CTNNB1 mutation or biallelic PTEN mutations. 

Levels of Fusobacterium nucleatum did not correlate with benefit to PD-

1/PD-L1 inhibitors. Misdiagnosis of MSI-H/dMMR phenotype consisting of 

MSS by polymerase chain reaction and dMMR by immunohistochemistry 

were only found in IT-resist group, although the whole cohort presented a 

genomic signature of MSI-H/dMMR.  

Conclusion. In advanced colorrectal cancer MSI-H/dMMR: 1. TMB is not a 

predictive factor of response to PD-1/PD-L1 inhibitors, contrary to T cell 

infiltration and PD-L1 expression, although further studies are required; 2.  

Biallelic ARID1A mutations, contrary to biallelic PTEN mutations and Wnt 

signalling activation through CTNNB1 mutation, associate with high and low 

T cell immune infiltrates, respectively, and deserve special interest because 

potential association with PD-1/PD-L1 inhibitors benefit; 3. Levels of  

Fusobacterium nucleatum  do not correlate with benefit to PD-1/PD-L1 

inhibitors, but further studies are warranted becasuse the biological 

background; 4. Discordances between techniques regarding the diagnosis 

of MSI-H/dMMR phenotype associate poor benefit to PD-1/PD-L1 inhibitors; 

5. The development of biomarkers in immunotherapy field must rely on 

multimodal analysis encompassing the different hallmarks of MSI-H/dMMR 

colorrectal cancer.  
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1. Introducción 

1.1. Epidemiología del cáncer colorrectal 

El cáncer colorrectal es uno de los tumores malignos más frecuentes en 

población adulta, según datos del proyecto GLOBOCAN diseñado por la 

IARC.  En el año 2012, la incidencia del cáncer colorrectal fue de 1.4 

millones de casos y 694000 muertes, y estaba entre los 6 tumores 

malignos que representaban alrededor de la mitad del total. En relación a la 

distribución por sexos, el cáncer colorrectal supone el tercer cáncer más 

común en hombres y el segundo en mujeres [1]. Asimismo, se estima que 

en 2035 el número de nuevos casos en personas mayores de 65 años será 

el doble que actualmente, tanto en zonas desarrolladas como 

subdesarrolladas [2]. Entre las causas que motivan el aumento de 

incidencia se incluyen el tabaco, el consumo de alcohol, la obesidad, la 

diabetes, el estilo de vida sedentario y las dietas inadecuadas con 

presencia destacable de carnes rojas y procesados [3].  

 

1.2. Carcinogénesis del cáncer colorrectal 

Según el modelo de carcinogénesis del cáncer colorrectal, 

aproximadamente el 85% de los tumores derivan de una lesión pre-maligna 

(adenoma), que ha adquirido una mutación inactivadora en el gen supresor 

tumoral APC. A continuación, una mutación en el gen TP53 media el paso 

de adenoma a carcinoma inicial y, posteriormente, emergen mutaciones en 

KRAS, PIK3CA y en genes involucrados en la vía de TGFBeta como 

SMAD4, u otras alteraciones como la pérdida del cromosoma 18q, hasta 
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promover el desarrollo de un carcinoma invasivo [4]. En este escenario, 

llamado pathway de inestabilidad cromosómica, las neoplasias presentan 

un fenotipo MSS/pMMR dado que no asocian alteraciones en los genes 

pertenecientes al sistema del MMR.  

Por otro lado, alrededor del 15% de los cánceres colorrectales localizados 

asocian un fenotipo llamado mutador o MSI-H/dMMR, y su origen radica en 

esencia en el mal funcionamiento de genes del sistema del MMR [4]. Dado 

que el cáncer colorrectal MSI-H/dMMR supone la base de estudio del 

presente proyecto, se detallará más información al respecto en apartados 

posteriores.  

Los trabajos seminales en el ámbito de cáncer colorrectal han constatado 

diferencias entre tumores con fenotipo MSS/pMMR y MSI-H/dMMR. El 

proyecto TCGA concluyó que los tumores MSI-H/dMMR presentan un 

elevado TMB, por encima de 12 mutaciones/Mb, a diferencia de los 

tumores MSS/pMMR [5]. Cabe subrayar que este dintel de TMB fue 

definido por el propio proyecto TCGA, dado que no existe un valor exacto 

que per se defina a los tumores hipermutados. No obstante, las 

alteraciones en la vía del MMR no son la única causa de cáncer colorrectal 

hipermutado, dado que también se puede producir por otras causas 

intrínsecas como mutaciones en el gen de la polimerasa POLE, que 

ocurren entre el 1-2% de los tumores primarios [5].  En relación a la 

transcriptómica, en el año 2015 se publicó la Clasificación Molecular de 

Consenso del cáncer colorrectal, a partir de la cual las neoplasias se 

pueden dividir en 4 grupos: CMS1 o inmune, CMS2 o canónico, CMS3 o 

metabólico y CMS4 o mesenquimal, con unas frecuencias respectivas del 
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14%, 37%, 13% y 23% [6]. Los tumores MSI-H/dMMR pertenecen 

mayoritariamente al CMS1, al contrario que los MSS/pMMR, que se 

clasifican dentro del CMS2 y CMS3, con práctica ausencia de infiltrado 

tumoral linfocitario, o bien dentro del CMS4, que asocia un infiltrado tumoral 

compuesto por células inmunes y fibroblastos que merman la respuesta 

inmune antitumoral [7]  

 

1.3. Bases biológicas del cáncer colorrectal MSI-

H/dMMR 

1.3.1. Generalidades del sistema del MMR 

El sistema del MMR, altamente conservado en organismos procariotas y 

eucariotas, se encarga de detectar y reparar diferentes tipos de errores por 

incorporaciones anómalas de bases en la cadena hija durante la síntesis 

del DNA, y que implican cambios conformacionales [8].  

Las proteínas del MMR, que se expresan en el núcleo de forma ubicua, se 

denominan Mut y las más relevantes en humanos son hMLH1, hMSH2, 

hMSH6, hPMS2, hMSH3 y hMLH3, las cuales actúan formando complejos 

heterodiméricos. El primer complejo en actuar es el denominado hMutSα, 

formado por la unión de hMSH2 y hMSH6 (aunque ocasionalmente hMSH2 

puede unirse a hMSH3), y es el encargado de reconocer el error. 

Posteriormente, al complejo hMutSα se le une normalmente el hMutLα, 

formado por hMLH1 y hPMS2 (y menos frecuentemente el complejo 

hMutLγ, formado por hMLH1 y hMLH3) que inicia el proceso de reparación. 

A continuación, la exonucleasa 1, otro miembro del sistema del MMR, 
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realiza la escisión del error, y una polimerasa resintetiza la cadena de DNA 

y realiza un apareamiento con la cadena parental [8][9][10] (Figura I1). 

 

 

 

Figura I1. Funcionamiento del sistema del MMR. En rojo, señalados los 

errores en la cadena de DNA tributarios de ser reparados. Complejo 

hMutSα (MSH2/MSH6 o MSH3) reconoce el error. Complejo hMutLα 

(MLH1/PMS2) inicia el proceso de reparación. Exonucleasa 1 realiza la 

escisión del error. Polimerasa D/E sintetiza de nuevo la cadena de DNA. 

Adaptado de [9] 

 

Uno de los principales objetivos del sistema del MMR es la reparación de 

los errores que ocurren en las regiones denominadas MS. Los MS son 
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repeticiones en tándem de pares de bases, entre 1 y hasta un máximo de 

6, que se pueden encontrar tanto en regiones no codificantes, 

mayoritariamente, como en regiones codificantes del genoma humano. La 

naturaleza repetitiva de los MS hace que sean regiones del genoma muy 

propensas a aparearse incorrectamente durante la replicación del DNA por 

el fenómeno de slippage replication. Éste tiene como resultado que la 

longitud de la cadena originaria y la de nueva síntesis no sea la misma, 

debido sobre todo a la inserción o pérdida de un número de nucleótidos no 

múltiple de tres dando lugar a mutaciones frameshift o de desplazamiento 

del marco de lectura en la nueva cadena [11]. El sistema del MMR se 

encarga de reparar las mutaciones que surgen como resultado del 

mencionado slippage, aunque cuando éste no funciona correctamente, las 

mutaciones frameshift acumuladas en los MS no son reparadas. Un 

análisis genómico de múltiples neoplasias MSI-H/dMMR observó que la 

presencia de MS inestables es menor pero no inexistente en exones, en 

puntos de unión de factores de transcripción y en regiones genómicas 

conservadas evolutivamente. Esta distribución traduce un mecanismo 

biológico de protección contra potenciales aberraciones funcionales, 

aunque es altamente variable entre subtipos tumorales [12]. Cuando los 

MS inestables se encuentran en regiones  exónicas o codificantes, existe 

una consiguiente alteración del marco de lectura en el momento de la 

transcripción, originando proteínas truncadas con función anómala [13].  

Este hecho implica un crecimiento celular rápido (sobre todo cuando se ven 

afectados oncogenes o genes supresores tumorales), la activación de 

factores de transcripción pro-tumorales, la alteración de otras vías de 
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reparación del DNA (como la recombinación homóloga y no homóloga, y la 

reparación por escisión de bases) y la inhibición de apoptosis, promoviendo 

así la carcinogénesis de tumores colorrectales MSI-H/dMMR [13] [14][15]. 

 

1.3.2. Mecanismos subyacentes al cáncer colorrectal MSI-

H/dMMR  

El fenotipo MSI-H/dMMR se puede adquirir vía germinal en el caso de los 

pacientes afectos de SL, o bien de forma esporádica. Independientemente 

del origen, se considera un fenotipo neoplásico generalizado, siendo muy 

frecuente en el carcinoma de endometrio (alrededor del 30% de los casos) 

y en el adenocarcinoma gástrico (alrededor del 20% de los casos), y menos 

común aunque descrito, con frecuencias que oscilan entre el 0.5% y el 3% 

de los casos, en tumores malignos del córtex adrenal, ováricos, 

pulmonares, renales, pancreáticos, uroteliales, prostáticos, 

hepatocarcinomas, carcinomas escamosos cervicales, carcinomas 

mamarios, glioblastomas multiformes y carcinomas de cabeza y cuello,  

entre otros [9][12].  

En relación al cáncer colorrectal, alrededor del 3% de los tumores emergen 

en pacientes con SL [16] [17] y, en algunos casos, los pacientes presentan 

un adenoma como lesión pre-maligna si el evento inicial ha sido una 

mutación esporádica en el gen APC y, posteriormente, la inactivación del 

sistema MMR detallada a continuación es la responsable del resto de 

proceso de carcinogénesis [18]. El SL es causado por una mutación 

germinal en uno de los 2 alelos de los genes pertenecientes al sistema 

MMR, MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, a la que posteriormente se añade una 
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mutación esporádica o second hit  en el otro alelo adquirida a lo largo de la 

vida del individuo, dando lugar al fenotipo MSI-H/dMMR. No obstante, el 

riesgo de desarrollar el fenotipo MSI-H/dMMR es mayor cuando la 

mutación germinal ocurre en MLH1 o MSH2, y es menor cuando ocurre en 

MSH6 o PMS2 [18]. Este hecho es debido a que las mutaciones en MLH1 o 

MSH2 resultan en la degradación de todas las proteínas del heterodímero, 

es decir, MLH1 y PMS2, o MSH2 y MSH6; pero cuando las mutaciones 

ocurren en MSH6 o PMS2 su función puede ser sustituida por MSH3 y por 

PMS1 y MLH3, respectivamente [9]. Asimismo, el sexo, la edad, el 

antecedente de neoplasias y el estilo de vida, también son factores que 

intervienen en el riesgo de desarrollar cáncer colorrectal en pacientes con 

SL, que suele aparecer alrededor de los 40 años [18]. Existe también el 

síndrome constitucional o bialélico del MMR, que se caracteriza porque los 

pacientes heredan los 2 alelos mutados de alguno de los genes del MMR, 

de manera que ambos alelos están inactivados en todos los tejidos. Es una 

entidad muy poco frecuente, con un fenotipo clínico de aparición temprana 

que incluye la presencia de manchas café con leche, hipopigmentación 

cutánea, neurofibromas y tumores malignos sólidos y hematológicos 

[19][20]. 

La genómica de los tumores colorrectales en pacientes con SL es compleja 

y ha sido relativamente poco estudiada, pero datos recientes apuntan a 

que estos tumores se podrían dividir en 2 grupos: grupo 1 (G1), con 

características similares a los tumores colorrectales MSI-H/dMMR 

esporádicos, y grupo 2 (G2), que remedan a los tumores MSS/pMMR. Los 

tumores del grupo G1 presentan mayor número de mutaciones frameshift 
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que los del grupo G2, probablemente debido a un perfil mutacional 

ligeramente distinto, con mayor presencia de mutaciones en POLE. Desde 

el punto de vista de la expresión génica, ambos grupos presentan una 

elevada expresión de genes relacionados con la proliferación, pero el G1 

presenta mayor expresión de los relacionados con procesos inflamatorios y 

metabolismo [21]. 

En contraposición al SL, el mecanismo que con mayor frecuencia causa el 

fenotipo MSI-H/dMMR en el cáncer colorrectal es la hipermetilación 

esporádica bialélica de las islas CpG del promotor de MLH1, causando la 

inactivación del gen y la ausencia de su expresión proteica [22]. En estos 

casos, la lesión precursora es el adenoma serrado y la mayoría de ellos 

son tumores con un fenotipo CIMPhigh [23]. No obstante, se han descrito 

también casos esporádicos en los que se ha constatado tanto 

hipermetilación del promotor MLH1 y mutación adquirida en MSH2, dando 

lugar a la pérdida de expresión de las 4 proteínas principales del sistema 

MMR [24]. Otro mecanismo esporádico descrito más recientemente en 

tumores MSI-H/dMMR sin asociación a SL ni a eventos epigenéticos, es la 

adquisición de mutaciones somáticas bialélicas en los genes del MMR [25].  

 

1.3.3. Técnicas de detección del fenotipo MSI-H/dMMR  

Clásicamente, la determinación del fenotipo MSI-H/dMMR se ha realizado 

bien mediante el análisis de la expresión por IHQ de las 4 proteínas 

principales del sistema del MMR, o bien mediante biología molecular por 

PCR determinando la inestabilidad de ciertos MS en comparación con el 

tejido normal. Existen diferentes paneles de MS para el análisis mediante 
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PCR, pero los más utilizados son dos que estudian cinco MS. 

Concretamente, uno de ellos analiza dos mononucleótidos (BAT-25 y BAT-

26) y tres dinucleótidos (D5S346, D2S123, D17S250), y el otro, 

recomendado por la ESMO por tener mayor sensibilidad y especificidad, 

analiza 5 poly-A mononucleótidos (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 y NR-

27) [26]. Pese a dichas diferencias, ambos definen el fenotipo MSI-H si 

existe una pérdida de estabilidad en mínimo dos de los cinco MS 

estudiados, es decir, una alteración de su longitud en comparación con la 

que presentan en el tejido normal. La información que aportan la PCR y la 

IHQ es diferente. Por un lado, la PCR sólo permite diagnosticar el fenotipo 

MSI-H o con elevada inestabilidad de MS, mientras que la IHQ permite 

también conocer cuál o cuáles proteínas del sistema MMR han perdido su 

función, definiendo así una deficiencia del sistema MMR. En relación a la 

sensibilidad de las técnicas, el uso de ambas alcanza un porcentaje de 

detección de fenotipo MSI-H/dMMR del 100%, aunque la PCR es más 

sensible que la IHQ, sobre todo en los casos esporádicos en los que el 

porcentaje de detección es mayor al 90%, mientras que la IHQ detecta 

alrededor del 88% de ellos [27].  

Recientemente, la ESMO ha publicado una recomendación que sostiene la 

determinación del fenotipo MSI-H/dMMR mediante el análisis de las 4 

proteínas principales del sistema MMR, definiendo el fenotipo dMMR 

cuando existe pérdida de expresión nuclear de 2 de ellas. Si existen dudas 

de interpretación o bien sólo se evidencia pérdida de una de las proteínas, 

la indicación es realizar una PCR, dado que pérdidas de expresión de 

PMS2 y MSH6 objetivadas por IHQ podrían corresponder a variantes 
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somáticas de dichos genes sin repercusión funcional [26]. Asimismo, las 

técnicas de NGS emergen también como otra potencial estrategia de 

diagnóstico de fenotipo MSI-H/dMMR y, algunas de ellas como MSIsensor, 

son combinadas con la bioinformática [28][29]. De momento, son 

herramientas que deben utilizarse para casos seleccionados y en centros 

expertos [26].  

En relación a las muestras tumorales utilizadas para el análisis del fenotipo 

MSI-H/dMMR, la del tumor primario es la de elección, aunque se estima 

una concordancia de entorno al 80% en relación al diagnóstico del 

mencionado fenotipo entre muestras de tumor primario y metástasis [30].  

Es importante destacar que, tras un diagnóstico de cáncer colorrectal MSI-

H/dMMR, los pacientes deben ser derivados a una unidad de consejo 

genético para estudio de un potencial SL.  

 

1.3.4. Alteraciones genómicas del cáncer colorrectal MSI-

H/dMMR 

El estudio del perfil mutacional en el cáncer colorrectal MSI-H/dMMR 

asocia la complejidad derivada del estado de hipermutabilidad, es decir, 

que la elevada presencia de mutaciones por el mal funcionamiento de uno 

de los sistemas de reparación del DNA dificulta el hecho de discernir las 

que son drivers o patogénicas, de las que son passenger [31]. Aún así, los 

análisis genómicos de secuenciación masiva han dilucidado cuáles son los 

genes más frecuentemente mutados en esta población con implicación 

funcional, en parte por la presencia de MS en sus zonas codificantes 

vulnerables a mutaciones frameshift. Algunos de estos genes presentan 
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mutaciones ya en estadios muy iniciales del desarrollo tumoral, pero con 

diferencias sustanciales en comparación con el cáncer colorrectal 

MSS/pMMR. Por ejemplo, la frecuencia de mutaciones en TP53 es del 20% 

versus el 60%, y en APC del 51% versus el 81%,  en cáncer colorrectal 

MSI-H/dMMR y MSS/pMMR, respectivamente [5]. Entre los genes 

potencialmente mutados en fase de adenoma previo al desarrollo del 

cáncer colorrectal MSI-H/dMMR, se encuentran algunos relacionados con 

la vía del TGFBeta, como ACVR2A y TGFBR2, con la vía de Wnt, como 

Axin2, genes de la familia BCL2 que codifican para proteínas anti-

apoptóticas, como BAX, y genes relacionados con el metabolismo, como 

NDUFC2, SLC4A3 y SLC23A1 [32]. La mutación V600E del gen BRAF y 

las mutaciones en KRAS son de las más frecuentes en estadios avanzados 

de la carcinogénesis del cáncer colorrectal MSI-H/dMMR, y se encuentran 

en aproximadamente el 30% de los casos [5][33]. Es importante destacar 

que la mutación V600E del gen BRAF es exclusiva del  cáncer colorrectal 

MSI-H/dMMR esporádico, y por tanto excluyente con la presencia de SL. 

De hecho, datos pre-clínicos postulan la mutación de BRAF como 

generadora del fenotipo MSI-H/dMMR mediante la activación de la vía de 

MAPK, que a su vez induce la elevación de los niveles de MAFG, un 

represor transcripcional que se une al promotor de MLH1 y recluta a una 

metiltransferasa, resultando en su hipermetilación [34]. Otros genes 

mutados descritos en el cáncer colorrectal MSI-H/dMMR son ZBTB2, 

inductor de MDM2, la proteína reguladora negativa de p53 que promueve 

su degradación y bloquea su efecto reparador del DNA; RANBP2, que tiene 

un rol de supresor tumoral; PSRC1, que también media la inhibición de 
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p53; MECOM que codifica un regulador transcripcional de hematopoiesis, 

apoptosis y proliferación, y RNF43, que codifica una proteína de la vía de 

Wnt [35][36]. Los genes relacionados con el proceso de presentación 

antigénica también son targets frecuentes de mutaciones en dichos 

tumores, por ejemplo, NLRC5 y RFX5, involucrados en la regulación 

transcripcional del CMH tipo I, TAP 1 y TAP 2, involucrados en el 

procesamiento antigénico, y HLA-A, HLA-B, HLA-C y B2M, involucrados en 

la presentación per se del antígeno [37]. Finalmente, los genes que 

codifican para subunidades de complejos reguladores epigenéticos, como 

el complejo SWI/SNF, también presentan una mayor incidencia de 

mutaciones en los tumores MSI-H/dMMR, en comparación con los 

MSS/pMMR [38]. 

Recientemente, se han publicado diferentes series que constatan una 

elevada presencia de fusiones de quinasas en los tumores colorrectales 

MSI-H/dMMR esporádicos por hipermetilación de MLH1 y KRAS / BRAF 

nativos [39][40][41]. Dichas fusiones, presentes entre el 40-55% de los 

casos con las condiciones moleculares mencionadas, incluyen 

mayoritariamente a los genes NTRK, BRAF, RET, FGFR, ROS1, INSR y 

ALK, y asocian un peor pronóstico. Asimismo, se postula que estas 

fusiones podrían inducir una hipermetilación de las islas CpG, de forma 

similar a las mutaciones de BRAF [39][40][41] .  

En relación al tipo de mutaciones, los tumores MSI-H/dMMR asocian con 

mayor frecuencia que los tumores MSS/pMMR mutaciones frameshift por 

los motivos expuestos en el apartado 1.3.1, pero es importante destacar 

que estas mutaciones son altamente inmunogénicas. Los resultados de un 
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estudio in silico utilizando los datos de secuenciación de exomas en 19 

tipos tumorales procedentes del TCGA, objetivaron que las mutaciones 

frameshift generaban casi 3 veces más de neoantígenos capaces de ser 

reconocidos por células T, en comparación con otras mutaciones no 

sinónimas [42]. 

 

1.3.5. Transcriptómica y microambiente tumoral del cáncer 

colorrectal MSI-H/dMMR  

Tal y como se ha comentado en el apartado 1.2., la mayoría de los tumores 

colorrectales MSI-H/dMMR pertenecen al subgrupo CMS1 o inmune de la 

Clasificación Molecular de Consenso, aunque hasta un tercio pueden ser 

clasificados dentro del CMS3 o metabólico [6]. El subgrupo CMS1 es el que 

presenta una mayor expresión de los genes involucrados en la respuesta 

inmune antitumoral. Ejemplos de ello son los genes relacionados con la 

presentación antigénica, genes que codifican chemoquinas que atraen 

linfocitos T, como CXCL9 y CXCL10, genes relacionados con el fenotipo T 

helper 1 y también genes relacionados con la señalización mediante 

interferón γ [43][44]. Según datos pre-clínicos en líneas celulares de cáncer 

colorrectal MSI-H/dMMR, dichos tumores son particularmente sensibles a 

la señalización a través de interferón γ [45], un paso esencial para el 

control tumoral por parte del sistema inmunitario, tal y como se describe de 

forma esquemática en la Tabla I2.  

 

-Interferón tipo I –activación de células T. Las células tumorales segregan 

interferones tipo I (grupo que engloba principalmente a los interferones α y β), 
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induciendo el reclutamiento de células dendríticas (también macrófagos, linfocitos 

B, entre otras) que interiorizan DNA derivado de células tumorales, el cual activa 

los receptores citosólicos de la vía de cGAS/STING que, a su vez, también activan 

la producción de interferón tipo I para aumentar más el reclutamiento de células 

dendríticas (particularmente el subgrupo Batf3+). Dichas células dendríticas ya 

maduras, migran al ganglio linfático con el fin de realizar la presentación del 

antígeno tumoral a los linfocitos T CD8+, que se convierten en linfocitos T con 

citotoxicidad específica de antígeno . Las chemoquinas CXCL9 y CXCL10 

promueven el reclutamiento de más linfocitos T CD8+ en este escenario [46].  

 

 

 

- Interferón γ –respuesta inmune antitumoral. Una vez activos, los linfocitos 

CD8+ migran al microambiente tumoral, donde reconocen en las células tumorales 

los antígenos presentados previamente por las células dendríticas, y tratan de 

eliminarlas por los mecanismos efectores. Este proceso, genera la producción de 

interferón γ por parte de los linfocitos, el cual promueve en el tumor la expresión 

de genes relevantes en la respuesta inmune antitumoral como interferón γ 

receptor, JAK1, JAK2 y STAT. Estos genes están involucrados en el 

procesamiento antigénico mediante la degradación del mismo en el proteasoma y 

su transporte mediante la proteína TAP, su presentación mediante el CMH en la 
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membrana de la célula tumoral, en la producción de chemoquinas que reclutan 

más células T y en la inducción de apoptosis tumoral [47].  

Es importante destacar que el subgrupo T helper 1 de linfocitos CD4+, 

diferenciado a partir de la producción local de IL-12,  también produce interferón γ 

con el fin de mantener la citotoxicidad de los linfocitos CD8+. Asimismo, también 

activan las células presentadoras de antígenos y pueden inducir la muerte directa 

de células tumorales a través de citoquinas que activan receptores de superficie 

de muerte celular [48].   

 

 

 

- Interferón γ – respuesta adaptativa tumoral. La señalización de través de 

Interferón γ también induce una modulación tumoral y del microambiente que 

inhibe la respuesta inmune antitumoral. Se caracteriza por la expresión tumoral de 

PD-L1 y de otros immune checkpoints que inhiben la función citotóxica linfocitaria, 

y  por el reclutamiento de linfocitos T reguladores, con acciones 

inmunosupresoras [49].  
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Tabla I2. Puntos clave de la señalización mediante el sistema de 

interferones. Imágenes adaptadas de [50]  

 

En relación al microambiente tumoral, el cáncer colorrectal MSI-H/dMMR 

presenta una elevada infiltración de linfocitos T citotóxicos en el centro 

tumoral y en el margen invasivo, de células Natural Killer , de linfocitos con 

fenotipo T helper 1 y 2 y de macrófagos tipo 1, es decir, asocia un 

inmunoma con células del sistema inmune innato y adaptativo favorecedor 

de una respuesta inmune antitumoral [43][51][52]. Asimismo, la densidad 

de la infiltración de linfocitos T citotóxicos se ha correlacionado con el 

número de mutaciones frameshift, lo que traduce que los linfocitos son 

capaces de reconocer los neoantígenos derivados que se generan con 

elevada frecuencia en estos tumores [53]. Los factores descritos implican, 

por tanto, que los tumores MSI-H/dMMR son neoplasias expuestas a una 

mayor inmunovigilancia y, teóricamente, las células tumorales pueden ser 

eliminadas con mayor facilidad por el sistema inmune. No obstante, el 

cáncer colorrectal MSI-H/dMMR es también un ejemplo de resistencia 
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adaptativa, dado que para contrarrestar dicha inmunovigilancia presenta 

una elevada expresión de immune checkpoints o moléculas reguladoras 

negativas de la respuesta inmune antitumoral por parte de células 

tumorales, de estirpe inmune y del estroma, como por ejemplo IDO-1, 

CTLA-4, PD-1, PD-L1 y LAG-3, entre otras [54][55]. También se ha 

postulado que estos tumores pueden presentar mayor secreción de 

citoquinas pro-tumorales y infiltración por linfocitos T reguladores, cuya 

función es principalmente inmunosupresora, aunque depende de la 

regulación epigenética del factor FOXP3 [56]. 

El microambiente tumoral de los tumores colorrectales asociados a SL 

puede ser diferente según si corresponden al grupo G1 o al grupo G2, 

mencionados en el apartado 1.3.2. En la mucosa distal a los tumores G1 se 

ha evidenciado una elevada infiltración inmune por linfocitos T CD4+ y la 

expresión de immune checkpoints, a diferencia de los tumores G2, que 

presentan un entorno tumoral menos inmunogénico. De estos hallazgos 

parte la premisa que los tumores G1 se acaban desarrollando por 

mecanismos de escape a la respuesta inmune antitumoral [21]. 

 

1.4. Aspectos clínicos del cáncer colorrectal MSI-

H/dMMR 

 
El fenotipo MSI-H/dMMR se objetiva en aproximadamente un 5% del 

cáncer colorrectal avanzado, siendo más frecuente en tumores de colon 

derecho [5] [6] [57]. Se postula también como un potencial factor pronóstico 

negativo por la coexistencia de mutaciones en BRAF V600E, aunque en 
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enfermedad localizada es un factor relacionado con mejor supervivencia 

[58]. En relación al tratamiento, todavía no se ha descrito un algoritmo 

específico de manejo del cáncer colorrectal avanzado MSI-H/dMMR,  si 

bien las guías clínicas recomiendan la determinación de dicho fenotipo [59] 

[60]. Las últimas guías ESMO publicadas en 2016, especifican el fenotipo 

MSI-H/dMMR como un biomarcador de respuesta a inmunoterapia, pero en 

el algoritmo de tratamiento de la enfermedad avanzada no se detalla como 

una población molecular a parte, a diferencia de la población RAS mutada, 

RAS nativa, y BRAF mutada [59]. Las guías NCCN, en cambio, plantean 

nivolumab combinado o no con ipilimumab y pembrolizumab, como una 

opción alternativa a los esquemas clásicos en base a los estudios que se 

detallarán en el apartado 1.5., aunque considerando que, en primera línea 

de enfermedad avanzada, los datos son aún limitados [60].  

 
 

1.5. Inmunoterapia en cáncer colorrectal MSI-H/dMMR 

1.5.1. Desarrollo y estudios clínicos 

Los primeros estudios fase 1 y fase 2 que evaluaron los anticuerpos anti-

PD-1 / anti- PD-L1 y anti-CTLA4 en cáncer colorrectal avanzado en 

población no seleccionada y pre-tratada no demostraron ningún beneficio 

en RR, tal y como se muestra la tabla I3 [61][62][63]. 

 

REF Droga Fase N RR 

[61] BMS-936559 

(anti-PD-L1) 

1 18 0% 
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[62] NIVOLUMAB 

(anti-PD-1) 

1 19 0% 

[63] TREMELIMUMAB 

(anti-CTLA4) 

2 47 0% 

 

Tabla I3. Primeros estudios que evaluaron la inmunoterapia en cáncer 

colorrectal avanzado. N: número de pacientes. Ref: referencia. 

 

Sin embargo, en el estudio que evaluaba nivolumab se obtuvo una 

respuesta completa prolongada en un paciente, cuyo tumor presentaba un 

fenotipo MSI-H/dMMR [62]. Esta observación y el mayor conocimiento de la 

biología molecular de los tumores MSI-H/dMMR expuesta en los apartados 

anteriores, condujeron al diseño de estudios específicos para esta 

población de cáncer colorrectal, los cuales se detallan a continuación.  

El KEYNOTE-016 es un estudio fase II americano con 3 cohortes de 

pacientes, cáncer colorrectal MSI-H/dMMR (10 pacientes), cáncer 

colorrectal MSS/pMMR (18 pacientes) y cáncer no colorrectal MSI-H/dMMR 

(7 pacientes) [64]. La RR y la PFS a 20 semanas siguiendo los criterios 

irRECIST [65] fueron los dos objetivos primarios. Todos los participantes 

habían progresado a al menos una línea previa de tratamiento sistémico y 

fueron tratados con pembrolizumab a dosis de 10 mg/kg cada 2 semanas. 

En la cohorte de cáncer colorrectal MSI-H/dMMR, el 45% de los pacientes 

habían recibido más de 4 líneas previas. Pese a ello, la RR fue del 40% 

tanto por criterios irRECIST (objetivo primario) como RECIST [66], y las 

medianas de PFS y de OS no fueron alcanzadas. Una actualización del 
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estudio a 24 meses y con 28 pacientes, demostró una PFS del 61% y una 

OS del 66%. Los eventos adversos grado 3 o 4 más frecuentes fueron la 

anemia (17% de pacientes) y la linfopenia (20% de pacientes). En la 

cohorte de cáncer colorrectal MSS/pMMR, pembrolizumab no demostró 

actividad [64]. Posteriormente, el mismo equipo investigador amplió el 

estudio con el mismo esquema de tratamiento hasta un máximo de 2 años 

con 86 pacientes afectos de 12 tipos histológicos tumorales diferentes con 

fenotipo MSI-H/dMMR, los cuales habían recibido mínimo una línea de 

tratamiento para enfermedad avanzada. La RR según los criterios RECIST 

[67] no difirió entre la de los tumores colorrectales y la de los no 

colorrectales (52% vs 54%, respectivamente), y se obtuvo una tasa global 

de respuestas completas del 21%. Las medianas de PFS y OS no fueron 

alcanzadas, con una estimación de probabilidad de PFS a 2 años del 53% 

y de OS del 64% [67]. Este estudio fue uno de los más destacados en 

contribuir en la primera aprobación tissue/site-agnostic por parte de la FDA 

en mayo del 2017. Concretamente, dicha aprobación fue para tumores 

adultos o pediátricos irresecables o metastásicos, con fenotipo MSI-H o 

dMMR, en progresión a tratamientos previos y sin otras alternativas de 

tratamiento, incluyendo cáncer colorrectal MSI-H o dMMR, en progresión a 

oxaliplatino, fluoropirimidinas e irinotecán.  

El CHECKMATE-142 es un ensayo fase II con tres cohortes para pacientes 

con cáncer colorrectal avanzado MSI-H/dMMR. Dos de ellas incluyeron 

población previamente tratada, una evaluó nivolumab a dosis de 3 mg/kg 

cada 2 semanas, y la otra evaluó nivolumab a dosis 3 mg/kg más 

ipilimumab a dosis de 1 mg/kg cada 3 semanas x 4 dosis, seguido de 
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nivolumab 3 mg/kg cada 2 semanas. La tercera cohorte incluyó pacientes 

no tratados previamente, los cuales recibieron nivolumab a dosis de 3 

mg/kg cada 2 semanas, más ipilimumab a dosis de 1 mg/kg cada 6 

semanas. En las 3 cohortes, los fármacos fueron administrados hasta 

progresión y/o toxicidad inaceptable, y el objetivo primario fue la RR a 

criterio investigador, de acuerdo con los criterios RECIST v1.1. [68][69][70]. 

La cohorte de nivolumab en monoterapia incluyó 74 pacientes, el 54% de 

los cuales habían recibido 3 terapias previas o más. La RR a criterio 

investigador fue del 31%, con una mediana de PFS de 14.3 meses, sin 

llegar a alcanzar la mediana de OS, y con un perfil de toxicidad aceptable, 

siendo el incremento de amilasa y lipasa los efectos secundarios grado 3/4 

más frecuentes [68]. En la primera cohorte de combinación se incluyeron 

119 pacientes, el 40% de los cuales había recibido un mínimo de tres 

tratamientos previos. La RR fue del 54%, siendo respuestas completas un 

3% de ellas. Ni la mediana de PFS ni de OS fueron alcanzadas, y un 13% 

de los pacientes discontinuaron el tratamiento por toxicidad, aunque sin 

afectar el beneficio del tratamiento [69]. En base a los resultados del 

estudio CHECKMATE-142, la FDA aprobó nivolumab en julio de 2017 para 

pacientes de 12 años o más con cáncer colorrectal metastásico con 

fenotipo MSI-H o dMMR en progresión a oxaliplatino, fluoropirimidinas e 

irinotecán, y en julio de 2018 la combinación de nivolumab e ipilimumab 

para la misma indicación.  

El estudio KEYNOTE-164 es un estudio fase II que evaluó pembrolizumab 

a dosis de 200 mg cada 3 semanas hasta un máximo de 35 ciclos en 2 

cohortes de pacientes con cáncer colorrectal con fenotipo MSI-H/dMMR: 
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cohorte A, que incluyó pacientes que habían recibido mínimo 2 líneas 

previas de tratamiento sistémico, y cohorte B, que incluyó pacientes que 

habían recibido mínimo 1 línea de tratamiento. El objetivo primario fue la 

RR según los criterios RECIST v1.1 [66] y tras revisión radiológica central. 

La RR en la cohorte A fue del 33%, incluyendo un 3% de respuestas 

completas, y en la cohorte B también del 33%, aunque la tasa de 

respuestas completas fue del 8%. Pese a que las comparaciones entre 

ambas cohortes son indirectas, cabe destacar que en la cohorte B un 38% 

de pacientes había recibido sólo una línea de tratamiento para enfermedad 

avanzada, lo que podría explicar la mayor tasa de respuestas completas. 

La mediana de PFS para la cohorte A fue de 2.3 meses, para la cohorte B 

de 4.1 meses, la mediana de OS para la cohorte A fue de 31.4 meses y no 

se alcanzó para la cohorte B. En relación a la toxicidad, la tasa de efectos 

adversos inmunomediados que dieron lugar a discontinuación de 

tratamiento fueron del 2% y 3% en la cohorte A y B, respectivamente, 

destacando los eventos de pancreatitis, hepatitis, colitis, neumonitis y 

toxicidad cutánea [71].   

La inmunoterapia en el cáncer colorrectal MSI-H/dMMR también se ha 

evaluado en primera línea de enfermedad metastásica, y en este sentido, 

uno de los estudios más relevantes es el KEYNOTE-177 [72]. Dicho 

estudio es el primer estudio fase III randomizado del cual se disponen 

resultados en población MSI-H/dMMR, y cuyos objetivos primarios fueron la 

PFS y la OS. 307 pacientes se aleatorizaron a recibir quimioterapia a 

elección del investigador o bien pembrolizumab 200 mg cada 3 semanas 

hasta un máximo de 35 ciclos. El crossover a pembrolizumab estaba 
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permitido en aquellos pacientes que habían progresado según los criterios 

RECIST v1.1 tras ser randomizados a recibir quimioterapia. El estudio se 

consideró positivo dado que la PFS fue superior en el brazo de 

pembrolizumab en comparación con el brazo de quimioterapia (16.5 meses 

versus 8.2 meses, HR, 0.6; intervalo de confianza del 95% 0.45 – 0.80; p= 

0.0002). La tasa de respuestas de acuerdo a los criterios RECIST v1.1. 

también fue superior en el brazo de pembrolizumab (43.8%, el 11.1% de 

ellas completas,  versus el 33.1%, el 1.9% de ellas completas, en el brazo 

de quimioterapia), y el 83% de los pacientes mantenían la respuesta a 24 

meses, en contraposición al 35% de los enfermos que respondieron a 

quimioterapia. Los datos de OS no se han presentado todavía, pero 

recientemente se comunicaron los resultados de PFS2, es decir, la PFS a 

la siguiente línea de tratamiento. Pembrolizumab, en comparación con el 

tratamiento estándar hasta el momento, también demostró una reducción 

en el riesgo de progresión al siguiente tratamiento del 37% [73]. En relación 

a la seguridad, los eventos adversos relacionados con los tratamientos 

grado 3 o mayor favorecieron el brazo de inmunoterapia (22% versus 66%), 

así como los análisis de calidad de vida [74]. En base a los resultados del 

estudio KEYNOTE-177, la FDA y la EMA han aprobado pembrolizumab 

para la primera línea de tratamiento de los pacientes con cáncer colorrectal 

avanzado con fenotipo MSI-H o dMMR, en junio 2020 y en diciembre 2020, 

respectivamente.   

En relación a la cohorte de pacientes no tratados previamente del estudio 

CHECKMATE-142, se incluyeron un total de 45, obteniendo una RR del 

70%, con un 13% de respuestas completas y, en la última actualización de 
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resultados, las medianas de PFS y de OS no fueron alcanzadas tras 29 

meses de mediana de seguimiento [75]. La tasa de PFS a 24 meses fue del 

74%, la de OS a 24 meses del 79%, y la tasa de discontinuación por 

efectos secundarios grado 3 / 4 fue del 7% [70] [75]. 

La actividad de la inmunoterapia en el contexto neoadyuvante fue 

analizada en el estudio NICHE, en el cual 20 pacientes con cáncer 

colorrectal MSI-H/dMMR localizado se trataron con 1 dosis de ipilimumab a 

1 mg/kg y 2 dosis de nivolumab 3 mg/kg previo a la cirugía. Todos los 

pacientes presentaron una respuesta patológica, 12 de ellos completa y el 

resto con menos de un 10% de tumor viable residual [76].  

Los ensayos clínicos que están actualmente en desarrollo para población  

afecta de cáncer colorrectal MSI-H/dMMR, se encuentran resumidos en la 

Tabla I4 [77].  

 

ESTUDIO DISEÑO INDICACIÓN BRAZOS 

NCT04008030 Fase III 1ª línea/sucesivas Nivolumab 

Nivolumab+ Ipilimumab 

Tratamiento estándar 

NCT02997228 Fase III 1ª línea Atezolizumab 

Atezolizumab+Bevacizumab 

+FOLFOX 

NCT02912559 Fase III Adyuvancia Atezolizumab  

Atezolizumab+FOLFOX 

NCT03827044 Fase III Adyuvancia Avelumab + quimioterapia 

Quimioterapia  

NCT03638297 Fase II 2ª línea/sucesivas Anti-PD-1 +Aspirina 
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NCT03104439 Fase II 2ª línea/sucesivas Nivolumab+Ipilimumab+RT 

NCT02060188 Fase II 2ª línea sucesivas Nivolumab 

Nivolumab+Iplimumab  

Nivolumab+anti-LAG3 

NCT03186326 Fase II 2ª línea Avelumab  

Tratamiento estándar 

 

Tabla I4. Ensayos clínicos en desarrollo para cáncer colorrectal MSI-

H/dMMR 

 

1.5.2. Factores relacionados con la respuesta a inmunoterapia 

en cáncer colorrectal MSI-H/dMMR 

Hasta la fecha, no se ha validado ningún biomarcador de 

sensibilidad/resistencia a inmunoterapia en el cáncer colorrectal MSI-

H/dMMR, pese a que los diferentes estudios han explorado diversos 

factores potencialmente implicados con el beneficio a la misma. Desde un 

punto de vista clínico, el estudio KEYNOTE-016 objetivó que el beneficio a 

pembrolizumab era independiente del tiempo de evolución de la 

enfermedad metastásica, y también de la PFS que hubieran presentado los 

pacientes a regímenes previos. En cambio, si que correlacionó una mayor 

reducción del CEA tras la primera dosis de fármaco con una mejor PFS y 

OS [64]. Asimismo, en la cohorte de nivolumab del estudio CHECKMATE -

142 se observó que un descenso mayor de CEA se asociaba a mejor 

control de la enfermedad a las 12 semanas [68]. La influencia del SL en la 

respuesta a la inmunoterapia se evaluó en las cohortes para pacientes 



 46 

refractarios del estudio CHECKMATE-142 [68][69] y también en el estudio 

de pembrolizumab para diferentes histologías MSI-H/dMMR, sin apreciar 

diferencias significativas entre los portadores o no de dicho síndrome [67]. 

La edad de los pacientes, el estado general según ECOG o la 

administración previa de quimioterapia adyuvante tampoco fueron factores 

relacionados con la respuesta a nivolumab e ipilimumab en la cohorte de 

primera línea del CHECKMATE-142 [70]. En el estudio KEYNOTE-177, 

pembrolizumab en comparación con el brazo estándar presentó mayor 

beneficio en términos de PFS independientemente de la edad, del sexo, del 

estado general según ECOG, de la procedencia geográfica, de si el 

paciente había debutado con estadio IV o se trataba de una recurrencia, y 

de la localización del tumor primario [72]. 

En relación a las mutaciones clásicas del cáncer colorrectal, el beneficio a 

nivolumab +/- ipilimumab en ambas cohortes del estudio CHECKMATE-142 

para pacientes previamente tratados fue independiente del estatus de 

KRAS y BRAF [68][69], y tampoco se observaron patrones de beneficio a 

inmunoterapia destacables según el estatus mutacional de dichos genes en 

el estudio KEYNOTE-164 [71]. En la cohorte de primera línea de 

tratamiento del estudio CHECKMATE-142, las respuestas objetivadas tanto 

en pacientes con tumores RAS/BRAF nativos como en RAS/BRAF 

mutados fueron consistentes con el global de la cohorte [70]. No obstante, 

en el estudio KEYNOTE-177, los resultados del brazo de tratamiento 

estándar fueron mejores en relación a PFS en población KRAS / NRAS 

mutada. Dicha población estaba formada por 74 pacientes del total de 307, 

pero no se dispone de los datos del perfil mutacional de RAS/BRAF en el 
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34% de pacientes randomizados en el brazo de pembrolizumab, hecho que 

podría influir en la magnitud del beneficio de dicha droga en los tumores 

RAS mutados, aunque su beneficio fue mayor que el de la quimioterapia en 

los pacientes BRAF V600E mutados [72]. Es importante destacar de cara a 

su interpretación que la información reportada acerca de variables clínicas 

y de perfil mutacional y su relación con el beneficio a inmunoterapia en los 

diferentes estudios deriva de análisis de subgrupos. 

Desde un punto de vista traslacional, se han descrito diferentes factores 

relacionados con la genómica, la epigenómica, la proteómica, la 

transcriptómica,  la regulación de la función inmune y, más recientemente, 

con el microbioma (entendido como los genes codificados por bacterias, y 

otros microorganismos que habitan en el huésped humano [78]), y que 

definen la inmunogenicidad tumoral, así como la capacidad del paciente de 

emitir una respuesta inmune dirigida, y por tanto pueden estar también 

involucrados en la respuesta a la inmunoterapia [79] (Figura I5). La 

evidencia científica acerca de dichos factores en cáncer colorrectal MSI-

H/dMMR en el momento del diseño del estudio y los argumentos científicos 

que motivaron el mismo, se detallan en el apartado 2.   

 

 

 

 

 



 48 

 

Figura I5. Factores multiomics relacionados con la inmunogenicidad 

tumoral y la respuesta inmune antitumoral por parte del paciente. 

Adaptado de referencia [79] 
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2. Justificación  

El presente proyecto fue diseñado en 2016. En aquel momento igual que 

ahora, el cáncer colorrectal avanzado ya representaba un problema de 

salud relevante, con un pronóstico de alrededor de 30 meses [80]. Sin 

embargo, en los últimos años, se han ido definiendo diferentes poblaciones 

moleculares que asocian tratamientos específicos que han cambiado el 

paradigma de manejo. Por ejemplo, tumores con mutaciones en BRAF 

V600E [81], tumores con amplificaciones en HER2 [82], y también tumores 

con fenotipo MSI-H/dMMR, que suponen alrededor de un 5% de los 

tumores colorrectales avanzados [57] [83] y son la base de este estudio. 

Cuando el proyecto fue planteado, no se disponía de los resultados 

definitivos de la mayoría de estudios descritos en el apartado 1.5.1. y que 

han dado lugar a que la inmnunoterapia basada en inhibidores de PD-

1/PD-L1 (PD-1/PD-L1 inh, de ahora en adelante) sea parte del arsenal 

terapéutico en estos pacientes, pero el estudio KEYNOTE-016 sí que había 

sido publicado [64]. En el mismo se investigó si parámetros genómicos y 

relacionados con el microambiente tumoral podrían relacionarse con la 

respuesta a pembrolizumab, en base a la evidencia emergente en otros 

tumores [62][84]. Los autores realizaron un análisis de secuenciación de 

exomas en 9 pacientes con tumores MSI-H/dMMR (procedentes de la 

cohorte de cáncer colorrectal y no colorrectal con este fenotipo) y en 7 

pacientes con tumores colorrectales MSS/pMMR, observando que el mayor 

número de mutaciones somáticas y de neoantígenos asociados a 

mutaciones se asociaba a una mejor PFS a pembrolizumab (p=0.021 para 

mutaciones, p= 0.018 para neoantígenos), aunque no a RR ni a OS. La 
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densidad de linfocitos CD8+ intratumorales y  la expresión PD-L1 fueron 

determinadas en 30 pacientes del total de incluidos en el estudio y, aunque 

no se asociaron con RR, ni con PFS, ni con OS de forma estadísticamente 

significativa, la tendencia observada entre la densidad linfocitaria y la 

respuesta a pembrolizumab fue positiva.  Estos hallazgos pusieron de 

manifiesto que los patrones de respuesta a PD-1/PD-L1 inh podrían 

depender de factores genómicos y de microambiente tumoral, más allá del 

propio fenotipo MSI-H/dMMR y que por tanto, era preciso una mejor 

caracterización focalizada en cáncer colorrectal. Asimismo, no se disponía 

de evidencia sólida acerca de si mutaciones en genes involucrados en 

diferentes vías de señalización podrían relacionarse también con el 

beneficio a PD-1/PD-L1 inh, ni tampoco acerca del rol del microbioma en 

este sentido. No obstante, se habían publicado ya diferentes series que 

detectaban una bacteria Gram-negativa, Fusobacterium nucleatum, en 

tejido tumoral y/o heces de pacientes con cáncer colorrectal en un 

porcentaje variable [85][86][87][88], pero siendo el fenotipo MSI-H/dMMR la 

característica molecular más asociada a su presencia. Además, en un 

análisis realizado en muestras tumorales de 598 pacientes con cáncer 

colorrectal, niveles altos de Fusobacterium nucleatum determinados 

mediante PCR cuantitativa y definidos según un dintel propio de la cohorte, 

se habían correlacionado inversamente con la densidad de linfocitos CD3+ 

[89]. Finalmente y si bien no estaba planteado desde un inicio, a lo largo 

del transcurso del estudio se decidió realizar una revisión central del 

fenotipo MSI-H/dMMR mediante IHQ y PCR, además de su valoración por 

NGS, por la publicación de un estudio que postuló las discordancias entre 
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IHQ y PCR en relación al diagnóstico del fenotipo mencionado, como una 

causa no biológica de resistencia primaria a inmunoterapia por falsos 

positivos en alguna de las técnicas [90]. Todos los motivos expuestos, 

además de la participación activa del Hospital Vall d’Hebron en el 

desarrollo de la inmunoterapia en el cáncer colorrectal MSI-H/dMMR, 

fueron los que justificaron el diseño del presente proyecto de carácter 

exploratorio y que incluye múltiples análisis, con el fin de generar hipótesis 

de valor para el desarrollo de biomarcadores a PD-1/PD-L1 inh. A medida 

que se han ido publicando los resultados de los estudios detallados en el 

apartado 1.5.1, en los cuales un porcentaje no menospreciable de 

pacientes no se beneficia de los PD-1/PD-L1 inh pese a ser tumores 

teóricamente inmunogénicos como se ha explicado en los apartados 1.3.4 

y 1.3.5., el interés en el objetivo fundamental del estudio se ha visto 

reforzado. De hecho, la selección óptima de pacientes MSI-H/dMMR sigue 

siendo uno de los mayores retos en el ámbito de la inmunoterapia y el 

cáncer colorrectal.  
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3. Hipótesis  

3.1. Hipótesis primaria  

El TMB, la infiltración tumoral de linfocitos T, y la expresión de PD-L1 

podrían ser factores predictivos de respuesta a PD-1/PD-L1 inh en el 

cáncer colorrectal avanzado MSI-H/dMMR.  

 

3.2. Hipótesis secundarias  

- Los niveles de mutaciones frameshift podrían ser factor predictivo de 

respuesta a PD-1/PD-L1 inh en el cáncer colorrectal avanzado MSI-

H/dMMR.  

- Mutaciones con pérdida de función en determinados genes podrían ser 

factores predictivos de respuesta a PD-1/PD-L1 inh en el cáncer colorrectal 

avanzado MSI-H/dMMR, por la activación de vías de señalización y 

modulación de microambiente tumoral.  

-Los niveles de Fusobacterium nucleatum intratumoral podrían ser factor 

predictivo de respuesta a PD-1 / PD-L1 inh en el cáncer colorrectal 

avanzado MSI-H/dMMR.  

-Las discordancias de resultados entre técnicas diagnósticas de fenotipo 

MSI-H/dMMR podrían relacionarse con la falta de beneficio a PD-1/PD-L1 

inh el en cáncer colorrectal avanzado MSI-H/dMMR 
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4. Objetivos 

4.1. Objetivo primario 

Determinar el TMB mediante secuenciación de nueva generación, así como 

la densidad de diferentes subpoblaciones de linfocitos T y la expresión de 

PD-L1 mediante IHQ, en tumores colorrectales MSI-H/dMMR de pacientes 

tratados con PD-1/PD-L1 inh. Correlacionar los resultados obtenidos con el 

beneficio presentado a PD-1/PD-L1 inh de acuerdo a la PFS.    

 

4.2. Objetivos secundarios 

- Cuantificar las mutaciones frameshift mediante secuenciación de nueva 

generación en tumores colorrectales MSI-H/dMMR de pacientes tratados 

con PD-1/PD-L1 inh. Correlacionar los resultados obtenidos con el 

beneficio presentado a PD-1/PD-L1 inh de acuerdo a la PFS.  

-Determinar el perfil de genes mutados mediante secuenciación de nueva 

generación en tumores colorrectales MSI-H/dMMR de pacientes tratados 

con PD-1/PD-L1 inh. Correlacionar los resultados obtenidos con el 

beneficio presentado a PD-1/PD-L1 inh de acuerdo a la PFS, así como con 

los resultados obtenidos en relación al microambiente tumoral. 

-Determinar la presencia y los niveles de Fusobacterium nucleatum 

mediante técnicas de hibridación in situ, en tumores colorrectales MSI-

H/dMMR de pacientes tratados con PD-1/PD-L1 inh. Correlacionar los 

resultados obtenidos con el beneficio presentado a PD-1/PD-L1 inh de 

acuerdo a la PFS.  
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-Determinar la existencia de discordancias entre IHQ y PCR en relación al 

diagnóstico de fenotipo MSI-H/dMMR, y correlacionarlo con el beneficio 

presentado a PD-1/PD-L1 inh de acuerdo a la PFS, y con la presencia de 

fenotipo MSI-H/dMMR evaluado mediante NGS.  
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5. Métodos 

5.1. Tipo de estudio 

El presente estudio es observacional, dado que no se realizó ninguna 

intervención específica en los pacientes incluidos, y unicéntrico, porque se 

seleccionaron aquellos procedentes del servicio de Oncología Médica del 

Hospital Vall d’Hebron y que cumplían los criterios de inclusión 

especificados en el apartado 5.2. El estudio fue aprobado por el CEIC del 

mismo centro con el código PR(AG)336-2018.  

 

5.2. Selección de la cohorte de estudio y criterios de 

inclusión  

Entre el 1 de enero de 2017 y el 30 de mayo de 2019, se identificaron de 

forma retrospectiva y prospectiva los pacientes con cáncer colorrectal 

avanzado que cumplieran los siguientes criterios de inclusión: 

1-Diagnóstico de fenotipo MSI-H/dMMR obtenido mediante las técnicas de 

IHQ y/o PCR, realizadas en el laboratorio local o de otro centro. 

2-Recibir por primera vez tratamiento con un régimen de inmunoterapia 

basado en PD-1/PD-L1 inh en cualquier línea de tratamiento, ya fuera en 

contexto asistencial o de ensayo clínico.  

3-Disponer de muestra de archivo parafinada de tumor primario y/o 

metástasis para los análisis pertinentes.  

Se identificaron un total de 19 pacientes que cumplían los 2 primeros 

criterios de inclusión durante el periodo de tiempo especificado, pero por la 

falta de muestra tumoral adecuada en 3 pacientes (criterio de inclusión 3), 
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finalmente se seleccionaron 16 como cohorte de estudio. Todos ellos 

firmaron el consentimiento informado específico, mediante el cual 

autorizaron el uso de las muestras de tumor y datos clínicos asociados 

para investigación, de acuerdo a la Declaración de Helsinki de los 

Principios Éticos para las Investigaciones Médicas en Seres Humanos. 

 

5.3. Variables clínicas de estudio  

Las siguientes variables se recogieron en una base de datos tras la 

identificación de los pacientes que cumplían los criterios de inclusión.  

- Variables epidemiológicas: fecha de nacimiento y sexo (hombre / mujer)  

-Variables relacionadas con la enfermedad neoplásica: fecha del 

diagnóstico, estadio al diagnóstico según el sistema TNM [91] (estadio I / 

estadio II / estadio III / estadio IV), localización del tumor primario (colon 

derecho / colon izquierdo / recto), número de localizaciones metastásicas al 

inicio del tratamiento con PD-1/PD-L1 inh (1 / 2 / 3), número de líneas 

previas de tratamiento para enfermedad avanzada, fecha del último 

seguimiento, vivo en el momento del último seguimiento (sí / no), si éxitus, 

secundario a enfermedad (sí / no).  

-Variables relacionadas con características moleculares basales de la 

enfermedad neoplásica: presencia de mutaciones en KRAS (sí / no), NRAS 

(sí / no) y BRAF V600E (sí / no). 

- Variables relacionadas con el fenotipo MSI-H/dMMR: resultados de la 

determinación mediante PCR (MSS / MSI-H), MS inestables (BAT25 / 

BAT26 / NR-21 / NR-24 / MONO-27), resultados de la determinación 

mediante IHQ (pMMR / dMMR), proteínas con pérdida de expresión en el 
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análisis mediante IHQ (MLH1 / MSH2 / MSH6 / PMS2), asociación con SL 

(sí / no). 

-Variables relacionadas con el tratamiento de inmunoterapia: descripción 

del régimen basado en PD-1 / PD-L1 inh, mejor respuesta presentada al 

mismo según los criterios RECIST v1.1 [62] (CR / PR / SD / PD), fecha de 

inicio del tratamiento, fecha de fin si aplica, fecha de primera respuesta, 

fecha de progresión si aplica, toxicidad inmunomediada de acuerdo a los 

criterios CTCAE v4.   

-Variables relacionadas con las muestras a analizar: procedencia (primario 

/ metástasis, y descripción del origen de la metástasis, si procede), 

influencia de tratamientos previos (no / sí, y descripción de los mismos si 

procede).  

 

5.4. Análisis de parámetros genómicos  

El estudio los diferentes parámetros genómicos de los tumores (TMB, 

mutaciones frameshift y determinación de fenotipo MSI-H/dMMR por NGS) 

se realizó sobre muestras en parafina y mediante NGS de alta resolución, 

tal y cómo se describe a continuación.  

El primer paso fue la extracción de DNA de las muestras parafinadas, en 

cantidad aproximada de 500 nanogramos por muestra. A continuación, se 

llevó a cabo la fragmentación del DNA mediante ultrasonicación 

(ultrasonicador Covaris S2) con el objetivo de romper al azar moléculas de 

DNA cuyos extremos terminales serían posteriormente secuenciados, de 

manera que existieran el máximo de extremos terminales posibles para 

asegurar una buena cobertura de secuenciación. Se obtuvieron fragmentos 
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o short-reads de entre 150-200 pares de bases para la creación de la 

librería de DNA, los cuales fueron también purificados.  

Posteriormente, se utilizaron sondas de oligonucleótidos biotiniladas, es 

decir, con biotina unida de forma covalente, las cuales son selectivas y 

complementarias a los genes de interés. La plataforma concreta utilizada 

fue Agilent SureSelect, cuyas sondas son de RNA, tienen una longitud de 

120 pares de bases, corresponden a regiones genómicas adyacentes (en 

lugar de sobrepuestas como ocurre en otras plataformas), y se estima que 

cubren 1.34 megabases del genoma humano en el panel NGS utilizado 

descrito en el siguiente apartado [92].   

Una vez se confrontaron las librerías de DNA con las sondas pertinentes, 

se seleccionaron las zonas de DNA tumoral que se habían unido a ellas. 

Este paso se realizó mediante la plataforma solution-based  de Agilent, la 

cual utiliza moldes con estreptavidina, que se une con elevada afinidad y 

especificidad a la biotina de las sondas, de manera que se identifican las 

regiones genómicas de interés, y el resto, las no unidas a sonda, se 

desestiman.  

Seguidamente, las regiones de DNA unidas a las sondas específicas se 

unieron a primers para ser amplificadas mediante una PCR y 

posteriormente secuenciadas. Para este paso, se utilizó la plataforma de 

HiSeq2000 (Illumina), con una cobertura de x415 y que permite generar 

hasta 200 Gigabites de información por lectura.  
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5.5. Análisis bioinformático  

El procesamiento bioinformático de los resultados obtenidos de los estudios 

genómicos se realizó mediante el panel VHIO-Card_300 v2 (Figura M1), el 

cual se trata de un panel customizado diseñado por el Grupo de Genómica 

del Cáncer de VHIO para el estudio genómico de DNA tumoral en muestras 

parafinadas, con un tamaño de 1.35 Mb.  

 El panel VHIO-Card_300 v2 analiza las llamadas high –confidence regions 

de los genes, en las cuales no se encuentran variantes estructurales 

relevantes y las mutaciones de interés pueden ser constatadas con elevada 

probabilidad [92].  De hecho, captura las regiones exónicas de 431 genes 

relevantes para el estudio del cáncer además de SNPs distribuidos a lo 

largo del genoma, con una frecuencia media poblacional de 0.5. Los 

resultados del panel VHIO-Card_300 v2 se especifican en variantes 

patogénicas o probablemente patogénicas, variantes de significado incierto 

(con la fracción mutacional alélica) y alteraciones en el número de copias 

(pérdidas y ganancias).  
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Figura M1. Panel VHIO-Card_300 v2.  

 

En los datos de secuenciación obtenidos se aplicaron filtros específicos 

para asegurar la calidad de los resultados. Concretamente, dicho control se 

llevó a cabo con FastQC y contrastado con el pipeline humano de 
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referencia (hg19) mediante bwa (v.0.7.17). Como resultado de este 

proceso, se generaron archivos BAM que fueron procesados mediante 

SAMtools (v.1.7) y Genome Analysis Toolkit (GATK) versión 3.7. Para 

desestimar las variantes germinales, se utilizaron datos in silico de VarScan 

(v2.4.3), Mutect (v2) y Strelka, con los siguientes parámetros: frecuencia 

variante alélica de mínimo 5%, cobertura mínima de 8 secuencias, un 

mínimo de 7 secuencias que confirmaran la mutación con un p-valor inferior 

al 0.05. Debido a que los tumores MSI-H/dMMR son hipermutados, sólo las 

mutaciones detectadas en un mínimo de 2 de los 3 pipelines mencionados, 

se consideraron relevantes para la interpretación de resultados.  

Para el filtro de los SNPs frecuentes en la población, se utilizaron las bases 

de datos 1000 Genome [93], Exome Variant Server Database [94], y 

GnomAD database [95], de acuerdo a una frecuencia variante alélica > 

0.0001 descrita en GnomAD [96].  

La clasificación del significado clínico de las variantes se llevó a cabo 

mediante las siguientes bases de datos: COSMIC [97], cBioPortal [98], 

ClinVarCL [99], OncoKB [100] y VarSome [101]. Asimismo, se realizó una 

revisión manual de los datos de las diferentes bases con el fin de armonizar 

criterios entre ellas.  

Se estima que la secuenciación genómica mediante la plataforma Agilent y 

tras la aplicación de los filtros específicos, cubre casi el 100% de los 

fragmentos de DNA de interés, la cual es una de las proporciones más 

elevadas comparadas con otras plataformas [92]. Otras ventajas de la 

plataforma Agilent’s son la muy buena cobertura de las mutaciones 
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frameshift, y los pocos duplicados en los fragmentos de DNA a estudiar 

[92].  

Para el cálculo de las alteraciones en el número de copias, se utilizó la 

herramienta CNVkit, basada en la técnica Parent-Specific Copy Number 

Segmentation Method (PSCBS). Concretamente, dicha técnica consiste en 

que los resultados obtenidos para cada tumor analizado se compararon 

con un modelo creado internamente a partir del pool de DNA extraído de 

muestras parafinadas de más de 150 tumores diferentes, y mezclado en las 

mismas proporciones.  

Para el análisis de pérdida de heterocigosidad se utilizaron los datos 

obtenidos de los SNPs, se realizaron mediante SAMtools (v.1.7.) y los 

resultados fueron procesados a través de ggplot2. 

El TMB fue calculado de acuerdo al número de variantes no-sinónimas 

(filtrando los SNPs) por Megabase, es decir, computó las mutaciones 

codificantes. 

Las mutaciones que de ahora en adelante se referirán como mutaciones 

indels, son las mutaciones frameshift causadas por inserciones o pérdidas 

de nucleótidos no múltiples de tres que modifican el marco de lectura del 

DNA, por lo que ambos términos (indels y frameshift) se utilizarán 

indistintamente. 

Las firmas mutacionales por NGS para el diagnóstico del fenotipo MSI-

H/dMMR se definieron de acuerdo a la versión 3.1. de Junio 2020 del 

Catalog of Somatic Mutations in Cancer [97].  

Finalmente, con el fin de determinar la prevalencia general en cáncer 

colorrectal MSI-H/dMMR del perfil mutacional que se considerara de interés 
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tras el estudio genómico, también se planeó la consulta a la base de datos 

cBioPortal [98].  

 

5.6. Análisis de poblaciones linfocitarias y PD-L1  

El estudio de parámetros relacionados con microambiente tumoral se 

realizó mediante IHQ en cortes consecutivos de las muestras tumorales 

parafinadas y utilizando anticuerpos contra CD3, CD8, FOXP3 y PD-L1, 

con el fin de determinar la presencia de linfocitos T (CD3+), linfocitos T 

citotóxicos (CD8+), linfocitos T reguladores (FOXP3+), así como la 

expresión de PD-L1 en células tumorales y células inmunes (macrófagos y 

linfocitos) infiltrantes de tumor. Concretamente, los cortes con 

representación tumoral de cada paciente fueron desparafinados con el fin 

de conseguir la exposición de los antígenos de interés, para la posterior 

aplicación de los anticuerpos dirigidos (Tabla M2).  

 

Antígeno Clon Dilución Productor Tiempo 

incubación 

(minutos) 

Temperatura 

CD3 2GV6 Listo 

para usar 

Ventana 

Medical 

Systems 

32 36oC 

CD8 144B 1/100 Dako 

Agilent 

32 Ambiente 

PD-L1 SP263 Listo Ventana 16 36oC 
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para usar Medical 

Systems 

FOXP3 SP97 1/100 ABCAM 60 Ambiente 

Pan 

Queratina 

AE1/AE3 

PCK26 

Listo 

para usar 

Ventana 

Medical 

Systems 

36 Ambiente 

 

Tabla M2. Descripción de los anticuerpos y de sus protocolos de 

aplicación utilizados para el estudio IHQ del microambiente tumoral.  

 

Las reacciones de los anticuerpos contra los antígenos de interés se 

detectaron mediante UltraView Universal DAB Detection kit. Finalmente, los 

cortes fueron contrateñidos con Hematoxilina y montados con un medio de 

Xilol. Los cortes de interés fueron digitalizados utilizando un escáner 

específico (NanoZoomer 2.0-HT, Hamamatsu Photonics, Japón) y la 

calidad de la imagen fue comprobada por un patólogo antes de la 

valoración definitiva.  

Para determinar la densidad intratumoral de las diferentes subpoblaciones 

linfocitarias, se realizó una cuantificación de las tinciones 

inmunohistoquímicas  utilizando diferentes algoritmos de análisis de 

imagen creados mediante el módulo AuthorTM de Visiopharm®. El área 

tumoral fue dibujada de manera manual por los patólogos, donde se 

calcularon las densidades de las células inmunes teñidas con anticuerpos 

dirigidos a CD3, CD8 y FOXP3, y excluyendo el resto de tejidos como el 

normal. Para el análisis de PD-L1, el Composite Positive Score (CPS) se 



 65 

calculó dividiendo el número de células PD-L1 positivas (tumor, linfocitos y 

macrófagos) entre el total de las células tumorales viables positivas para 

Pan Queratina y multiplicado por 100 [102].  

Las densidades de las poblaciones linfocitarias se expresaron mediante su 

valor por mm2, y la expresión de PD-L1 mediante su valor.  

Todos los procedimientos anteriormente descritos se realizaron en el 

laboratorio de Oncología Molecular del VHIO. 

 

5.7. Análisis de Fusobacterium nucleatum 

El análisis de Fusobacterium nucleatum se llevó a cabo mediante la técnica 

de RNA-ISH, con el soporte de la tecnología RNAscope®  (Advanced Cell 

Diagnostics, USA), tal y como se detalla a continuación.  

Se realizaron cortes de 5 µm de las muestras tumorales parafinadas, para 

posterior desparafinización durante 30 minutos a 60ºC, con el fin de 

obtener la exposición del antígeno bacteriano de interés. La secuencia de 

la sonda utilizada para la detección de dicho antígeno fue: 

AATATGTCAAGGATACAGCCGTTGTATTTAAGGGGTTGAG 

GGACAAAGTAGTGAAGAACTGTAAGATATTCAATATAGTGTATTGATGA

ATTAGAATTGTATGGAAAGATAAACCGCAGAAGGTGAGAGTCCTGTAT

AAGTAAATCTTTACACATATAACT  

El tiempo de hibridación de la sonda con cada muestra tumoral procesada 

fue de 120 minutos a 43ºC, seguido de la amplificación de la señal y 

visualización mediante un cromógeno rojo (Figura M3). Seguidamente, se 

realizó una contratinción mediante Hematoxilina II, y se montaron de nuevo 

las laminillas en un medio acuoso. La calidad de estas laminillas fue 
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revisada por un patólogo del equipo, antes de proceder a su digitalizaron 

utilizando el NanoZoomer 2.0 – HT scanner (Hamamatsu Photonics, 

Japón), la cual permitió el estudio de Fusobacterium nucleatum  mediante 

análisis digital. Para la cuantificación de la señal de la bacteria, se utilizó un 

algoritmo creado mediante el software de análisis de imagen Visiopharm® 

(AuthorTM, Hoersholm, Alemania), el cual permite la detección automática y 

la cuantificación individual de la señal roja emitida por moléculas de RNA 

mensajero de las bacterias en una región de interés. Los resultados se 

expresaron en forma de variable continua de acuerdo a la densidad 

(número de células bacterianas por mm2 de tejido), y en forma de variable 

categórica, es decir, Fusobacterium nucleatum positivo o Fusobacterium 

nucleatum negativo, con un dintel de positividad de 4 células bacterianas 

por mm2. Este dintel fue definido en el propio laboratorio antes de la 

valoración de los resultados, de acuerdo a estudios propios de validación 

del punto de corte en líneas celulares y tejidos, y es el utilizado en otros 

trabajos relacionados con Fusobacterium nucleatum [103].   

Todos los procedimientos descritos se realizaron en el laboratorio de 

Oncología Molecular del VHIO.  
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Figura M3. Visualización de Fusobacterium nucleatum en tejido de 

cáncer colorrectal mediante la técnica RNA-ISH. Adaptado de [97].  

 

5.8.  Análisis del fenotipo MSI-H/dMMR por IHQ y PCR 

Para la inclusión en la cohorte de estudio, el diagnóstico del fenotipo MSI-

H/dMMR podía haberse realizado por protocolo asistencial en el propio 

centro, o bien en otros centros desde los cuales se remitieron a los 

pacientes para tratamientos específicos, mediante IHQ y/o mediante PCR. 

No obstante, se planteó también realizar una revisión central en el 
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laboratorio de Oncología Molecular de VHIO y en el servicio de Anatomía 

Patológica del Hospital Vall d’Hebron mediante IHQ y PCR, con el fin de 

analizar la concordancia entre ambas técnicas en relación al diagnóstico 

del fenotipo MSI-H/dMMR.  

En relación a la técnica de IHQ, se utilizaron anticuerpos de PharMingen 

Biosciences dirigidos a MSH2 (clon G219-1129), MLH1 (clon G168-728), 

MSH6 (clon 44) y PMS2 (clon A16-A).  

Para la realización de la PCR, la extracción del DNA a partir de tejido 

tumoral se realizó mediante el DNA Tissue Kit de QIAGEN. La calidad del 

DNA se comprobó mediante la amplificación del gen de Actina, y se 

determinó la presencia de inestabilidad en los siguientes microsatélites: 

BAT25, BAT26, NR-21, NR-24 y MONO-27, mediante el protocolo del Kit 

de MSI Analysis System de la casa PROMEGA. 

El diagnóstico del fenotipo MSI-H/dMMR se realizó de acuerdo a las 

recomendaciones de la ESMO, es decir: pérdida de expresión nuclear de al 

menos 1 de las 4 proteínas definidas anteriormente en el análisis 

inmunohistoquímico, e inestabilidad en mínimo 2 de los 5 microsatélites 

estudiados en el análisis por PCR [26].  

 

5.9. Análisis estadísticos  

Si bien la finalidad del presente proyecto fue exploratoria, es importante 

remarcar que el tamaño de la muestra de estudio no se definió en base a 

los objetivos por diferentes dos motivos: 1. Por la baja prevalencia del 

cáncer colorrectal MSI-H/dMMR que limita la estimación precisa del tamaño 

de la muestra. 2. Ninguna de las variables a correlacionar con el beneficio a 
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PD-1/PD-L1 inh según los objetivos del estudio tiene un punto de corte 

validado, por lo que no fue posible estimar el número de pacientes con 

niveles altos o bajos de cada variable. En su lugar, se utilizaron las 

medianas de cada variable en cada grupo de beneficio a PD-1/PD-L1 inh 

para compararlas entre ellas. De entre las diferentes opciones de 

representación de datos en estadística descriptiva, se utilizó la mediana 

para las comparaciones entre grupos por tratarse de una muestra pequeña, 

porque las variables no siguieron una distribución normal y, dado que se 

obtuvieron algunos valores extremos en los diferentes análisis, la media 

podría no representar adecuadamente los resultados dado que se modifica 

con valores extremos. La categorización del beneficio presentado a PD-

1/PD-L1 inh, se definió de acuerdo a las recomendaciones del panel de 

expertos de la Society for Immunotherapy of Cancer, las cuales postulan 

que los pacientes que presentan PD como mejor respuesta a la 

inmunoterapia o SD durante un máximo de 6 meses, asocian resistencia 

primaria a la misma [104]. Por dicho motivo, los pacientes se dividieron en 

dos grupos: IT-resist, si la PFS a la inmunoterapia había sido de 6 meses o 

menos, e IT-respond, si la PFS a la inmunoterapia había sido de más de 6 

meses.  

La PFS fue definida como el periodo de tiempo comprendido entre la fecha 

de inicio del tratamiento con PD-1 / PD-L1 inh, y la fecha en la que se 

documentó la progresión al tratamiento de acuerdo con los criterios 

RECIST v1.1 [66], o bien la fecha del último seguimiento (censura), lo que 

ocurriera primero. Cabe resaltar que la pseudoprogresión se descartó por 

la evolución clínica tórpida que presentaron los pacientes.  
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En relación a la OS, se calculó la OS del periodo metastásico para evitar el 

sesgo derivado del hecho que los pacientes de la cohorte habían sido 

diagnosticados en diferentes estadios de cáncer colorrectal. 

Concretamente, fue definida como el periodo de tiempo comprendido entre 

la fecha del diagnóstico de la enfermedad metastásica, y la fecha de 

muerte por cáncer, o bien la fecha del último seguimiento (censura), lo que 

ocurriera primero.  

La fecha del último seguimiento de todos los pacientes de la cohorte fue el 

30 de octubre de 2020.  

Todos los análisis de supervivencia se realizaron mediante la versión R 

4.0.3 de un software estadístico, utilizando el método de Kaplan-Meier para 

estimar las curvas de supervivencia, y el log-rank test para comparaciones 

estadísticas. Los modelos proporcionales de Cox fueron usados para la 

obtención de las hazard ratios (HRs), con un intervalo de confianza del 

95%. Todos los P valores fueron two-sided, y los valores menores de 0.05 

se consideraron estadísticamente significativos. En el caso de 

comparaciones múltiples, los P valores fueron ajustados por el método de 

Benjamini and Hochberg.   

La mediana de seguimiento se calculó mediante el método de Kaplan-

Meier reverso. 

En relación a las diferentes variables de interés incluidas en el estudio, se 

abordaron mediante un análisis descriptivo y se expresaron según su 

naturaleza continua o categórica. Las variables continuas se expresaron 

como medias, medianas y rangos intercuartílicos (TMB, mutaciones indels, 

firma indels por NGS, densidad de linfocitos CD3+, densidad de linfocitos 
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CD8+, densidad de linfocitos FOXP3+, PD-L1, densidad de Fusobacterium 

nucleatum). Las variables categóricas se expresaron mediante valores 

absolutos y porcentajes (mutación en genes concretos presencia/ausencia, 

fenotipo MSI-H/dMMR presencia/ausencia, presencia de Fusobacterium 

nucleatum positivo/negativo). 

Para los análisis univariados, se utilizó el test exacto de Fisher para 

variables categóricas, y el test de la t de Student o el test de Mann-Whitney 

para las variables continuas, después de comprobar la normalidad con el 

test de Shapiro-Wilk. Para evaluar la asociación mediante variables 

continuas, se utilizó el test de correlación de Spearman. 

Los análisis estadísticos descritos se realizaron en el seno del grupo 

ODYSSEY (Oncology Data Science) de VHIO. 
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6. Resultados  

Para su mejor comprensión, el orden de los resultados no sigue la prioridad 

establecida en los objetivos, si no que se detallan de acuerdo a la disciplina 

a la que pertenecen, es decir, en primer orden aparecen los resultados 

relacionados con análisis genómicos y, posteriormente, el resto.  

 

6.1. Perfil clínico de la cohorte y patrones de beneficio a 

PD-1/PD-L1 inh  

La cohorte de estudio está formada por 16 pacientes cuyas características 

clínicas y patológicas más relevantes se encuentran detalladas en la tabla 

R1. La media de edad al diagnóstico fue de 55 años (rango: 30-90 años) y 

la distribución por géneros fue de un 43.7% de hombres versus un 56.3% 

de mujeres. En relación al estadio de la enfermedad según el sistema TNM 

[91], el 6.2% de los pacientes habían sido diagnosticados de cáncer 

colorrectal estadio II al debut, en comparación con el 50% y el 43.7% de 

estadios III y IV, respectivamente. La localización tumoral más frecuente 

fue colon derecho en el 56.2% de los casos, seguido de colon izquierdo o 

recto en el 25% de los casos, y de colon transverso en un 18.7% de los 

casos. Considerando la carga de enfermedad en el momento de la 

inclusión en el estudio, el 37.5% de los pacientes tenían metástasis en una 

localización, el 43.7% de los pacientes en dos localizaciones y el 18.7% de 

los pacientes en 3 localizaciones. El escenario de administración de PD-

1/PD-L1 inh fue variable, dado que el 18.7% de los pacientes los recibieron 

en primera línea de enfermedad metastásica, el 25% en segunda línea y el 
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56.2% de los pacientes en tercera línea o posteriores. Concretamente, los 

regímenes de tratamiento incluyeron un anticuerpo anti-PD-1 en un 43.7% 

de los casos, y un anticuerpo anti-PD-L1 en el 56.3% restante. Todos los 

esquemas que incluyeron un anti-PD-1 consistieron en una monoterapia, 

pero los anticuerpos anti-PD-L1 se administraron en monoterapia en 3 

pacientes (18.7% del total de casos incluidos en la cohorte), y se 

combinaron con bevacizumab en 3 pacientes (18.7% del total de casos 

incluidos en la cohorte), con un agonista CD40 en 1 paciente (6.2% del 

total de casos incluidos en la cohorte), y con un anticuerpo anti-CEA-CD3 

en 2 pacientes (12.5% del total de casos incluidos en la cohorte).  

 

 Pacientes 

n=16 

% IT-

respond 

n=9 

% IT-

resist 

n=7 

% 

Media de edad 

y rango 

55.4 (30-90) 57.22 (31-90) 53.14 (30-

71) 

Sexo       

Varón 7 43.7% 4 44.4% 3 42.8% 

Mujer 9 56.3% 5 55.5% 4 57.1% 

Estadio al 

diagnóstico 

      

II 1 6.2% 1 11.1% 0 0% 

III 8 50% 3 33.3% 5 71.4% 

IV 7 43.7% 5 55.5% 2 28.6% 

Localización 

tumor primario 

      

Colon derecho 9 56.2% 5 55.5% 4 57.1% 

Colon 

transverso 

3 18.7% 1 11.1% 2 28.6% 

Colon 

izquierdo-recto 

4 25% 3 33.3% 1 14.3% 
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Número de 

sitios con 

metastásis 

      

1 6 37.5% 4 44.4% 2 28.6% 

2 7 43.7% 4 44.4% 3 42.8% 

3 3 18.7% 1 11.1% 2 28.6% 

Escenario de 

PD-1/PD-L1 inh  

      

1a línea 3 18.7% 3 33.3% 0 0% 

2a línea 4 25% 2 22.2% 2 28.6% 

> 2a línea  9 56.2% 4 44.4% 5 71.42

% 

Mutación en 

KRAS  

      

Sí 5 31.2% 3 33.3% 2 28.6% 

No 11 68.7% 6 66.6% 5 71.4% 

Mutación en 

NRAS  

      

Sí 0 0% 0 0% 0 0% 

No 0 0% 0 0% 0 0% 

Mutación 

BRAF V600E 

      

Sí 6 37.5% 3 33.3% 3 42.8% 

No 10 62.5% 6 66.6% 4 57.1% 

SL        

Sí 4 25% 4 44.4% 0 0% 

No  12 75% 5 55.5% 7 100% 

Régimen PD-

1/PD-L1 inh  

      

PD-1 inh 7 43.7% 5 55.5% 2 28.6% 

PD-L1 inh 3 18.7% 1 11.1% 2 28.6% 

PD-L1 inh con: 6 37.5% 3 33.3% 3 42.8% 

+Bevacizumab 3 18.7% 2 22.2% 1 14.3% 

+ agonista 

CD40  

1 6.2% 0 0% 1 14.3% 

+anticuerpo 2 12.5% 1 11.1% 1 14.3% 
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anti-CEA-CD3  

Respuesta a 

PD-1/PD-L1 inh 

[63]   

      

CR 3 18.7% 3 33.3% 0 0% 

PR 4 25% 4 44.4% 0 0% 

SD 4 25% 2 22.2% 2 28.6% 

PD 5 31.2% 0 0% 5 71.4% 

 

Tabla  R1. Descripción de la cohorte de estudio. Las diferentes 

variables están especificadas para la población general y para cada 

grupo (IT-respond e IT-resist) 

 

Todos los pacientes que recibieron PD-1/PD-L1 inh en primera línea de 

tratamiento para enfermedad avanzada fueron clasificados en el grupo IT-

respond, así como los pacientes diagnosticados de SL en una unidad de 

consejo genético. En relación a las mutaciones en KRAS y BRAF V600E 

determinadas por práctica clínica asistencial, la distribución fue similar en 

ambos grupos (Tabla R1). 

La mediana de PFS a PD-1/PD-L1 inh fue de 14.54 meses (IC del 95%, 

2.14 – NR) (Figura R2),  y la mediana de OS de 63.9 meses (IC del 95%, 

45.6 – NR) (Figura R3), tras 56.4 meses de mediana de seguimiento 

(mínimo-máximo: 22.2 – 87.8).  
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Figura R2. Curva de PFS presentada a PD-1/PD-L1 inh e intervalos de 

confianza (área gris) de toda la cohorte. La mediana de PFS fue de 

14.5 meses. 
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Figura R3. Curva de OS del periodo metastásico e intervalos de 

confianza (área gris) de toda la cohorte. La mediana de OS fue de 63.9 

meses. 

 

Desde un punto de vista individual, la tabla R4 resume las principales 

características de los pacientes incluidos en la cohorte de estudio en 

relación a sexo, edad al  diagnóstico, localización tumoral, extensión de la 

enfermedad metastásica, esquema de PD-1/PD-L1 inh recibido (todos en 

contexto de ensayo clínico, excepto en el paciente 10), líneas previas de 

tratamiento para enfermedad avanzada (en caso de progresión dentro de 

los 6 meses posteriores al fin de quimioterapia adyuvante, ésta se 
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contabilizó como una línea de enfermedad avanzada), y estatus mutacional 

de RAS y BRAF V600E.  

 

A B C D E F G H I 

1 M 39 D 3 2 Pembrolizumab S N 

2 M 31 R 1 3 Atezolizumab + antiCEA-CD3 S N 

3 V 54 T 0 1 Pembrolizumab N N 

4 V 72 D 0 2 Pembrolizumab N S 

5 M 90 D 0 2 Pembrolizumab N S 

6 M 73 R 2 1 Atezolizumab + Bevacizumab N N 

7 V 52 I 2 2 Atezolizumab S N 

8 V 51 D 2 1 Cemiplimab N S 

9 M 53 D 1 1 Atezolizumab + Bevacizumab N N 

10 M 46 D 2 2 Atezolizumab + antiCEA-CD3 S N 

11 M 71 D 1 1 Atezolizumab + Bevacizumab N N 

12 V 66 T 1 1 Pembrolizumab N S 

13 M 47 D 3 3 Atezolizumab + agonista CD40 S N 

14 V 30 T 3 2 Pembrolizumab N S 

15 M 61 I 3 3 Atezolizumab N S 

16 V 51 D 3 2 Anti-PD-L1 N N 

 

 

Tabla R4. Variables individuales de la cohorte de estudio. Columna A: 

número de paciente. Columna B: sexo (M: mujer, V: varón). Columna C: 

edad al diagnóstico. Columna D: localización tumoral (D: colon 

derecho, I: colon izquierdo, R: recto, T: colon transverso). Columna E: 

número de líneas previas recibidas para enfermedad avanzada. 

Columna F: número de localizaciones metastásicas. Columna G: 

esquema de PD-1/PD-L1 inh administrado. Columna H: presencia de 
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mutación en gen RAS (S: sí, N: no). Columna I: presencia de mutación 

en gen BRAF (V600E) (S: sí, N:no). 

 

La PFS individual a PD-1/PD-L1 inh está representada en la figura R5 , así 

como la mejor respuesta presentada al tratamiento de acuerdo a criterios 

RECIST v1.1 [66]  y el estatus en relación al mismo en la fecha del último 

seguimiento.  

 

 

Figura R5. Swimmer plot que representa la PFS individual en meses a  

PD-1/PD-L1 inh de los pacientes 1 a 16 (eje vertical). En relación a la  

mejor respuesta presentada a PD-1/PD-L1 inh, las barras azul oscuro 

representan CR, las azul claro PR, las naranja SD y las rojas PD. La  
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línea discontinua señala los 6 meses de PFS a PD-1/PD-L1 inh que 

definen los grupos de IT-respond e IT-resist. En relación al estatus del 

tratamiento, los triángulos indican los pacientes a los cuales se paró 

por progresión, los cuadrados a los que se paró por toxicidad, las 

flechas a los que se paró por protocolo pese a  seguir en respuesta, y 

los puntos a los que seguían en tratamiento en el momento del último 

seguimiento.  

 

Cabe destacar que los pacientes que presentaron CR o PR a PD-1/PD-L1 

inh como mejor respuesta, clasificados en el grupo IT-respond,  no 

desarrollaron posterior resistencia secundaria, aunque el tratamiento se 

discontinuara por protocolo de estudio clínico (pacientes 1, 3 y 4), o bien 

por toxicidad hepática inmunomediada (paciente 5) (Figura R5). Todos los 

pacientes que presentaron SD como mejor respuesta a PD-1/PD-L1 inh, 

finalmente desarrollaron PD, pero los pacientes 8 y 9 mostraron una PFS 

mayor a 6 meses por lo que fueron clasificados en el grupo IT-respond 

(casos de resistencia secundaria), a diferencia de los pacientes 10 y 11 que 

fue igual o menor a 6 meses (casos de resistencia primaria), por lo que 

fueron clasificados en el grupo IT-resist. Los pacientes que presentaron PD 

como mejor respuesta, es decir, resistencia primaria (pacientes 12 a 16), se 

clasificaron en el grupo IT-resist (Figura R5).  

 

6.2. Características de las muestras de estudio 
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Antes de proseguir con la descripción de los resultados, en este apartado 

se describen las características de las muestras utilizadas en relación a su 

procedencia y a la influencia previa de quimioterapia y/o radioterapia, 

descritas en la Tabla R6. Todas las muestras analizadas procedieron de 

tumores primarios de los pacientes, excepto en la paciente 11, y todas eran 

naïve de quimioterapia y/o radioterapia, excepto en los pacientes 6 y 14. En 

la Tabla R6  también se especifican los análisis que se pudieron llevar a 

cabo en cada caso según la disponibilidad de muestra de archivo, 

atendiendo que se priorizó la obtención de información genómica, y que no 

se contempló la biopsia de nuovo como procedimiento de estudio.  

 

 

A B C CD3 

 

CD8 

 

FOXP3 PD-

L1 

Fn IHQ PCR 

1 P N S S S S S S S 

2 P N S S S S S S S 

3 P N S S S S N S S 

4 P N S S S S S S S 

5 P N S N S S S S S 

6 P A N N N N N S NE 

7 P N S S S N S S S 

8 P N N N N N N N S 

9 P N S S S S S S S 

10 P N S S S N S S S 

11 Pe N N N N N S S S 

12 P N S S S S S S S 

13 P N S S S S S S S 

14 P B S S S S S S S 

15 P N S S S S S S S 

16 P N N N N N N S S 
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Tabla R6. Características de las muestras analizadas y procedimientos 

realizados. Columna A: número de paciente. Columna B: procedencia 

de la muestra analizada (P: tumor primario. Pe: metástasis peritoneal). 

Columna C: tratamientos administrados previo a la adquisición de la 

muestra tumoral (N: ninguno. a: radioterapia y capecitabina. b:  

quimioterapia basada en FOLFOX + panitumumab y FOLFIRI + 

bevacizumab). En el resto de columnas, S indica que sí se ha analizado 

la variable especificada, N que no, y NE significa no evaluable. Fn: 

Fusobacterium nucleatum. 

 

6.3. TMB, mutaciones indels y beneficio a PD-1/PD-L1 

inh 

La determinación del TMB en los tumores de los pacientes incluidos en la 

cohorte de estudio se realizó tal y como se es especifica en los apartados 

5.4. y 5.5. La mediana del valor de TMB en el global de la cohorte fue de 

41.4 mutaciones/Mb (rango 8.4 – 70), y según los grupos, fue de 47.2 

mutaciones/Mb (rango 26.6 - 70.0) en el grupo IT-resist, y 38.8 

mutaciones/Mb (rango 8.4 – 60.1) en el grupo IT-respond. La correlación 

entre el TMB y el beneficio a PD-1/PD-L inh fue negativa dado que los 

niveles fueron mayores en el grupo IT-resist, aunque sin alcanzar la 

significación estadística (p=0.125), tal y como se refleja en la figura R7. 
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Figura R7. Boxplot que representa el TMB segregado de acuerdo a los 

grupos IT-resist e IT-respond, indicando la mediana de TMB en cada 

uno de ellos.  Cada punto representa un paciente de la cohorte. Los 

puntos amarillos representan los pacientes con los valores más 

elevados de TMB de la cohorte  

 

Cabe destacar que los pacientes 10 y 14 presentaron los valores más altos 

de TMB de toda la cohorte (valores de 69.96 mutaciones/Mb y de 67.68 

mutaciones/Mb, respectivamente), pese a que ambos pertenecían al grupo 

de IT-resist, y presentaron SD y PD como mejor respuesta a PD-1/PD-L1 

inh, respectivamente  (Figura R5).  
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La mediana de mutaciones indels en el global de la cohorte fue de 13.5 

mutaciones/Mb (rango 2 – 24), representando un 25% del total de 

mutaciones. No se observaron diferencias significativas entre la mediana 

de indels en el grupo IT-respond que fue de 11 mutaciones/Mb (rango 2 – 

20), en comparación con la mediana en el grupo IT-resist que fue de 16 

mutaciones/Mb (rango  7 - 24) (p= 0.138), ni tampoco en la mediana de la 

proporción que estas mutaciones representaban del total (22% en el grupo 

IT-respond versus 25.5% en el grupo IT-resist, p= 0.832).  

En relación a las firmas mutacionales obtenidas mediante el análisis 

realizado a través de COSMIC [97], toda la cohorte presentó una firma 

destacable de small indels compatible con el fenotipo MSI-H/dMMR. La 

mediana de la proporción que dicha firma representó del total de firmas 

definidas por COSMIC fue de 0.5 para el global de la cohorte, y también el 

mismo valor para los grupos IT-respond e IT-resist, sin hallar por tanto 

diferencias significativas entre ellos (p= 0.936).  Otras firmas COSMIC 

objetivadas en la cohorte de estudio fueron la firma BRCA1/BRCA2, la 

firma de luz ultraviolada, la firma POLE, la firma de agentes alquilantes, la 

firma APOBEC y la firma de aflatoxinas, aunque no se observó 

predominancia de ninguna de ellas en el grupo IT-respond o en el grupo IT-

resist.  

En el Anexo 1 se encuentra la tabla donde se especifican todos los valores 

obtenidos en relación a los parámetros descritos para el global de la 

cohorte y para cada grupo (media, desviación estándar, mediana, valor 

mínimo, valor máximo y rango intercuartílico)  
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6.4. Perfil genómico de la cohorte y beneficio a PD-

1/PD-L1 inh 

Tal y como se ha comentado en el apartado 5.5, la secuenciación de los 

tumores MSI-H/dMMR de los pacientes incluidos en la cohorte de estudio 

se llevó a cabo mediante el panel VHIO-Card_300 v2. Los genes que con 

mayor prevalencia asociaron mutaciones patogénicas están representados 

en la Figura R8, contemplando tanto mutaciones monoalélicas o bialélicas 

(Figura R8A), como únicamente mutaciones bialélicas (Figura R8B). Las 

mutaciones bialélicas fueron determinadas con fiabilidad porque no se 

identificaron alteraciones significativas en relación a ganancias o pérdidas 

en número de copias y/o pérdida de heterocigosidad. Los genes 

destacados por la frecuencia de mutaciones patogénicas pertenecen a vías 

de señalización relacionadas con la carcinogénesis del cáncer colorrectal, 

como la de Wnt (genes APC, RNF43, CTNNB1), la de MAPK (genes 

KRAS, BRAF, EGFR) o la de PI3K (genes PTEN, PIK3CA), vías de 

señalización relacionadas con el procesamiento y presentación antigénica 

(B2M) y con la respuesta mediada por interferón (JAK1, JAK2, JAK3), y 

también destacaron genes codificantes de reguladores genéticos (TP53) y 

epigenéticos (ARID1A) y genes pertenecientes al sistema MMR (MLH1, 

MSH6, MSH2) (Figura  R8). 

Se desestimó realizar comparaciones estadísticas en relación a genes 

individuales mutados entre el grupo IT-respond e IT-resist por el número 

limitado de pacientes. No obstante, las mutaciones patogénicas en los 

genes CTNNB1, EGFR y B2M se hallaron enriquecidas en el grupo IT-

resist (2 pacientes, 2 pacientes, 4 pacientes, respectivamente), en 
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comparación con el grupo IT-respond (0 pacientes, 0 pacientes, 2 

pacientes, respectivamente) (Figura R8A). Las mutaciones bialélicas en el 

gen supresor tumoral APC y en los genes relacionados con el sistema del 

MMR se relacionaron con los mecanismos subyacentes de carcinogénesis. 

Concretamente, mutaciones bialélicas en MLH1, MSH2 y MSH6 se 

objetivaron en 3 de los 4 pacientes afectos de SL (pacientes 1, 3 y 7) 

(Figura R8B).  
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Figura R8. Dumbbell plot que representa el perfil mutacional de la 

cohorte de estudio. El porcentaje de pacientes que presentaron 

mutación en un determinado gen y el número absoluto de pacientes 
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entre paréntesis están representados en naranja para el grupo IT-

respond y en azul para el  grupo IT-resist. La figura R8A (parte 

superior) contempla cualquier mutación (monoalélica o bialélica). La 

figura R8B (parte inferior de la figura) contempla sólo mutaciones 

bialélicas. 

 

Las mutaciones patogénicas en PTEN y ARID1A se distribuyeron entre el 

grupo de IT-resist e IT-respond, con una frecuencia general del 31% (5 de 

16 pacientes del total de la cohorte) y del 50% (8 de 16 pacientes del total 

de la cohorte), respectivamente (Figura R8A). No obstante, fue destacable 

que las mutaciones bialélicas en ARID1A fueron halladas únicamente en el 

grupo IT-respond, concretamente en el 44% de los pacientes de dicho 

grupo (4 de 9 pacientes del total del grupo IT-respond versus 0 pacientes 

en el grupo IT-resist). Por el contrario, las mutaciones bialélicas en PTEN 

estaban enriquecidas en el grupo de IT-resist, concretamente, en el 43% de 

los pacientes de dicho grupo versus el 11% de los pacientes del grupo IT-

respond (3 pacientes de 7 del total del grupo IT-resist versus 1 paciente de 

9 del total del grupo IT-respond, respectivamente) (Figura R8B). Con el fin 

de contextualizar estos resultados, se realizó una consulta a la base de 

datos pública cBioportal [98], la cual dispone de información de 1134 

tumores colorrectales con el estatus del sistema del MMR conocido, 

aunque no sobre si los pacientes han sido tratados con inmunoterapia. La 

tasa de mutaciones globales identificadas en ARID1A y PTEN tras analizar 

105 pacientes con cáncer colorrectal MSI-H/dMMR mediante la plataforma 

MSK-IMPACT [105] fue del 55.2% y 32.4%, respectivamente. En la cohorte 
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de estudio y como se ha mencionado, el 50% y el 31% de los tumores 

asociaban mutaciones en ARID1A y PTEN, respectivamente, indicando por 

tanto una diversidad adecuada de la muestra, pese al tamaño de la misma. 

No obstante, cuando se consideraron únicamente las mutaciones 

bialélicas, se constataron más divergencias entre la cohorte de estudio y 

cBioportal, dado que la tasa de mutaciones bialélicas en ARID1A y PTEN 

fue del 25% en ambos casos en la cohorte de estudio (4 de 16 pacientes 

del total de la cohorte para cada gen) (Figura R8B), pero del 14.3% y del 

13.3% según cBioportal, respectivamente [98].  

 

6.5. Densidades linfocitarias, expresión de PD-L1, y 

beneficio a PD-1/PD-L1 inh  

 Los análisis de las densidades linfocitarias y expresión de PD-L1 se 

llevaron a cabo mediante los procedimientos especificados en el apartado 

5.6.  

En relación a las poblaciones linfocitarias, los linfocitos CD3+ se pudieron 

determinar en 12 de los 16 pacientes de la cohorte (en 7 de 9 pacientes del 

grupo IT-respond y en 5 de 7 pacientes del grupo IT-resist), los linfocitos 

CD8+ en 11 de los 16 pacientes de la cohorte (en 6 de 9 pacientes del 

grupo IT-respond y en 5 de 7 pacientes del grupo IT-resist), y los linfocitos 

FOXP3+ en 12 de 16 pacientes de la cohorte (en 7 de 9 pacientes del 

grupo IT-respond y en 5 de 7 pacientes del grupo IT-resist) (Tabla R6).  

Las medianas de densidad de linfocitos CD3+, de linfocitos CD8+ y de 

linfocitos FOXP3+ fueron de 857/mm2 (rango 282 – 1517), de 413/mm2 

(rango 110 - 1081) y de 41/mm2 (rango 9 – 142), respectivamente, para el 
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global de la cohorte. La mediana de densidad de todas las poblaciones 

linfocitarias fue mayor en los tumores de los pacientes clasificados en el 

grupo IT-respond, en comparación con el grupo IT-resist. Concretamente, 

la mediana de densidad linfocitaria para CD3+, CD8+ y FOXP3+ en el grupo 

de IT-respond versus IT-resist fue de 885/mm2 (rango 507-1517) versus 

541/mm2 (rango 282-925) (p= 0.106), 459/mm2 (rango 334-1081) versus 

242/mm2 (rango 110-496) (p= 0.126), y 69/mm2 (rango 34-142) versus 

16/mm2 (rango 9 – 42) (p = 0.01), respectivamente, siendo las diferencias 

estadísticamente significativas en linfocitos FOXP3+ (Figura R9). 

 

 

 

Figura R9. Boxplot que representa las densidades de linfocitos CD3+, 

CD8+ y FOXP3+ de acuerdo al grupo IT-respond e IT-resist. Para cada 

subpoblación linfocitaria, se indica la mediana de densidad en cada 

grupo, así como la comparación estadística entre ellos.  
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La determinación de PD-L1 se realizó en 10 de 16 pacientes de la cohorte 

(en 6 de 9 pacientes del grupo IT-respond y en 4 de 7 pacientes del grupo 

IT-resist)(Tabla R6). La mediana de PD-L1 de la cohorte según el CPS fue 

de 5 (rango 1 – 90), y se observaron diferencias no significativas entre la 

mediana del grupo IT-respond, que fue de 7.5 (rango 1 – 90), comparada 

con la del grupo IT-resist, que fue de 3.5 (rango 1 – 5) (p= 0.444), siendo 

por tanto el grupo IT-respond el que presentó unos niveles mayores de PD-

L1.   

En el Anexo 1 se encuentra la tabla donde se especifican todos los valores 

obtenidos en relación a los parámetros descritos para el global de la 

cohorte y para cada grupo (media, desviación estándar, mediana, valor 

mínimo, valor máximo y rango intercuartílico)  

 

6.6. Fusobacterium nucleatum y beneficio a PD-1/PD-L1 

inh 

Los análisis de Fusobacterium nucleatum se realizaron mediante los 

procedimientos especificados en el apartado 5.7. y, concretamente, en 12 

de los 16 pacientes de la cohorte (en 6 pacientes de 9 del grupo IT-

respond, y en 6 pacientes de 7 del grupo IT-resist) (Tabla R6).  

La presencia de Fusobacterium nucleatum se detectó en todas las 

muestras analizadas, excepto en el caso de la paciente 11, aunque con un 

rango de densidad muy variable de entre 0 y 467 bacterias/mm2, con una 

mediana de 4.5 bacterias/mm2 para el global de la cohorte. Entre el grupo 

IT-respond e IT-resist no hubo diferencias significativas en los niveles de 

Fusobacterium nucleatum, con una mediana de densidad de 2.5 
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bacterias/mm2 y 6.5 bacterias/mm2, respectivamente (p=0.936). No 

obstante, cuando se tuvo en cuenta la positividad de la bacteria de acuerdo 

al dintel definido en el apartado 5.7, 4 pacientes del grupo IT- respond 

presentaron Fusobacterium nucleatum positivo, en comparación con los 2 

pacientes del grupo IT-respond.  

En el Anexo 1 se encuentra la tabla donde se especifican todos los valores 

obtenidos en relación al análisis como variable continua de Fusobacterium 

nucleatum para el global de la cohorte y para cada grupo (media, 

desviación estándar, mediana, valor mínimo, valor máximo y rango 

intercuartílico)  

 

6.7. Discordancias entre IHQ y PCR y beneficio a PD-

1/PD-L1 inh 

La determinación del fenotipo MSI-H/dMMR por IHQ y PCR se realizó tal y 

como está expuesto en el apartado 5.8. El análisis mediante IHQ pudo 

llevarse a cabo en todos los pacientes de la cohorte, excepto en el paciente 

8, y también el análisis mediante PCR, excepto en la paciente 6, cuyo 

resultado fue no evaluable (Tabla R6). Pese a que tal y como se ha 

comentado en el  apartado 6.3. toda la cohorte presentó una firma indels 

compatible con el fenotipo MSI-H/dMMR de acuerdo con el análisis 

mediante COSMIC [97], se detectaron discordancias entre los resultados 

obtenidos mediante PCR y los obtenidos mediante IHQ. Específicamente, 

en 3 de los 14 casos de la cohorte en los que fue factible realizar ambas 

técnicas a nivel central, los resultados de la PCR fueron compatibles con 

MSS, si bien la IHQ fue concluyente con dMMR (Tabla R10). Estos 3 casos 
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corresponden al grupo IT-resist. En el caso del paciente 12 del cual se 

disponía de la pieza quirúrgica, se determinó la homogeneidad del fenotipo 

dMMR en diferentes puntos representativos de la pieza tumoral, obteniendo 

los mismos resultados en todos ellos (es decir, pérdida de expresión 

nuclear de MLH1/PMS2).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla R10. Resultados del análisis del fenotipo MSI-H/dMMR en cada 

paciente de la cohorte (en la columna izquierda se indica el número de 

paciente). Para la IHQ, se detallan las proteínas que presentaron 

pérdida de expresión nuclear. Para la  PCR, se detallan los MS que 

 IHQ PCR 

1  MSH2 BAT25,BAT26,NR-21,NR-24,MONO-27 
 

2   MLH1/PMS2 BAT25,NR-21,NR-24,MONO-27 
 

3  MLH1/PMS2 BAT25,BAT26,NR-21,NR-24,MONO-27 
 

4  MLH1/PMS2 BAT25,BAT26,NR-21,NR-24,MONO-27 
 

5  MLH1/PMS2 BAT25,BAT26,NR-21,NR-24,MONO-27 
 

6  MLH1 No evaluable 

7 MSH6 BAT25, BAT26,MONO27 
 

8 No determinado BAT26,NR21,NR24,MONO27 
 

9  MLH1/PMS2 BAT25,NR21,NR24,MONO-27 
 

10  MLH1/PMS2 Ninguno 

11  MLH1/PMS2 BAT25,BAT26,MONO27 
 

12  MLH1/PMS2 MONO27 

13  MLH1/PMS2 BAT25,NR-21,NR-24,MONO-27 

14  PMS2 MONO27,NR24,BAT25 
 

15  MLH1/PMS2 Ninguno 

16  MLH1/PMS2 MONO27,NR24,NR21,BAT25 
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presentaron inestabilidad. En rojo están señalados los pacientes con 

discordancias entre técnicas.  

 

6.8. Descripción integrada de resultados   

En la Figura R11 están representados para cada paciente los resultados 

del perfil mutacional, tanto para mutaciones monoalélicas como bialélicas 

(especificadas con bi detrás del gen), los valores de TMB, la proporción 

que las mutaciones indels representan del total de mutaciones, la 

proporción que la firma indels de COSMIC [97] representa del total de 

firmas, las densidades de las diferentes subpoblaciones linfocitarias, los 

valores de PD-L1, si el resultado de la PCR fue compatible según la 

revisión central con MSS o MSI, si el resultado de la IHQ fue compatible 

según la revisión central con dMMR o pMMR, así como la 

positividad/negatividad de Fusobacterium nucleatum como variable 

categórica según el dintel descrito en el apartado 5.7.  Los datos utilizados 

para la realización de la figura R11 se encuentran en el Anexo 2.  
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Figura R11. Heatmap que representa los resultados obtenidos a partir 

de los múltiples análisis. Destacar que para TMB, rojo indica el valor 

máximo de la cohorte, amarillo la mediana de la cohorte, y azul el 

valor mínimo. Para el resto de parámetros numéricos, los valores se 

transformaron a z-score (número de desviaciones estándar respecto 

la media de un determinado parámetro) para facilitar su 

representación gráfica.  

 

Como se puede observar, en el grupo IT-respond se encontraron los 

tumores con mayor densidad linfocitaria, tanto para CD3+, CD8+ y FOXP3+, 

así como los tumores con mayores niveles de PD-L1 según el CPS. A 

destacar que los tumores de los pacientes 2 y 7, ambos afectos de SL, son 

los que presentaron los mayores niveles de infiltración linfocitaria de las 

tres subpoblaciones de toda la cohorte, y ambos son portadores de 

mutaciones bialélicas en ARID1A. Asimismo, el tumor del paciente 5, 

también portador del mencionado perfil mutacional, es el que presentó el 

nivel más elevado de PD-L1 de la cohorte. Por el contrario, en el grupo IT-

resist, se hallaron los tumores con menor densidad linfocitaria de las  tres 

subpoblaciones (pacientes 10 y 12), destacando que fueron los que 

presentaron mutaciones bialélicas en PTEN. Es reseñable que los 

pacientes con mayor TMB de la cohorte (pacientes 10 y 14), fueron 

clasificados en el grupo IT-resist y, además, la paciente 10 es la que 

presentó la densidad linfocitaria más baja de la cohorte para el global de  

subpoblaciones. En este caso en concreto, a parte de la mutación bialélica 

en PTEN, también se constató una mutación patogénica en CTNNB1. 
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Finalmente, en el grupo IT-resist hay una mayor representación de tumores 

con Fusobacterium nucleatum positivo, siendo la paciente 10 la que asoció 

los valores más altos, con 467 bacteria/mm2.  
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7. Discusión  

7.1. Perfil clínico de la cohorte de estudio y patrones de 

respuesta a PD-1/PD-L1 inh 

La cohorte de estudio está formada por 16 pacientes afectos de cáncer 

colorrectal avanzado con fenotipo MSI-H/dMMR, tratados con PD-1/PD-L1 

inh en el Hospital Vall d’Hebron. La media de edad al diagnóstico fue de 55 

años, en relación al sexo, el 56.3% fueron mujeres, y en relación a la 

localización tumoral, el 56.2% estaban localizados en colon derecho. Este 

perfil fue el esperable, dado que el cáncer colorrectal MSI-H/dMMR es más 

común en mujeres y se localiza con mayor frecuencia en colon derecho [5] 

[6] [57]. La mediana de seguimiento de la cohorte fue de 56.4 meses, y se 

obtuvo una mediana de OS del periodo metastásico de 63.9 meses. El 

tratamiento con PD-1/PD-L1 inh claramente contribuyó a alcanzar una 

supervivencia global tan elevada, dado que el fenotipo MSI-H/dMMR se 

postula como un factor pronóstico negativo en el cáncer colorrectal 

avanzado. De hecho, un meta-análisis reciente que incluyó más de 92000 

pacientes, 11746 de ellos con tumores MSI-H/dMMR, ha concluido que 

dicho fenotipo se asocia a mejor OS en estadios II y III, en parte por el 

mayor grado de inmunovigilancia al que están sometidos los tumores, pero 

no tiene ninguna influencia en estadios IV sin el efecto de la inmunoterapia 

[58]. El análisis del fenotipo MSI-H/dMMR como factor pronóstico en el 

cáncer colorrectal metastásico es complicado dada su baja incidencia 

[57][83], y asocia la duda de la potencial influencia de la mutaciones en el 

gen BRAF, las cuales claramente implican un pronóstico ominoso [106]. Un 
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pooled análisis de cuatro estudios fase III en primera línea de tratamiento 

para enfermedad avanzada concluyó que el fenotipo MSI-H/dMMR se 

correlaciona con una menor OS, pero con un insignificante efecto negativo 

de la mutación en BRAF [107], de forma similar a un estudio retrospectivo 

francés [108]. Contrariamente, otros estudios apuntan que la OS de 

pacientes con cáncer colorrectal avanzado MSI-H/dMMR es de alrededor 

de 11 meses, y debido a la frecuente coexistencia de la mutación V600E en 

BRAF [109]. De todas formas, es importante destacar que los trabajos 

mencionados no incluyeron pacientes tratados con inmunoterapia, la cual 

ha supuesto un cambio de paradigma para los tumores colorrectales MSI-

H/dMMR, también en los que asocian mutaciones en BRAF. Por ejemplo, 

en la cohorte de estudio, los pacientes 4 y 5 presentan una larga 

supervivencia pese a tener tumores con el mencionado perfil molecular.  

En relación a la mediana de PFS de la cohorte, ésta fue de 14.54 meses, 

similar a la obtenida en la cohorte de nivolumab del estudio CHECKMATE-

142 [68], aunque las comparaciones con los ensayos clínicos descritos en 

el apartado 1.5.1. deben interpretarse con cautela dado que el presente 

estudio ha incluido diferentes regímenes de tratamiento, en diferentes 

escenarios de la enfermedad metastásica. 

Por el número de pacientes incluidos en los grupos IT-resist e IT-respond 

se descartó hacer comparaciones formales en relación a las diferentes 

características mencionadas en la Tabla R1. No obstante, cabe destacar 

que todos los pacientes con SL se clasificaron en el grupo IT-respond, 

aunque los estudios clínicos no han determinado este antecedente como 

un factor predictivo de respuesta a inmunoterapia [64][68][69], así como 
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todos los pacientes que recibieron PD-1/PD-L1 inh en primera línea de 

enfermedad avanzada, coincidiendo con los mejores resultados que se han 

obtenido en los estudios clínicos que han evaluado la inmunoterapia 

upfront [70][72].  La administración de PD-1/PD-L1 inh en combinación con 

otras drogas no aportó mayor tasa de pacientes clasificados como IT-

respond (Tabla R1), aunque ninguna de estas combinaciones incluyó un 

inhibidor de CTLA4. En relación a las combinaciones con bevacizumab, un 

estudio fase Ib evaluó la combinación de bevacizumab 15 mg/kg con 

atezolizumab 1200 mg cada 3 semanas en 10 pacientes pre-tratados con 

cáncer colorrectal MSI-H/dMMR. La RR según criterios RECIST v1.1 fue 

del 30%, la cual no difiere de las de los estudios que evaluaron PD-1/PD-L1 

inh en monoterapia, aunque se trata de comparaciones indirectas [110]. 

Actualmente, se encuentran pendientes lo resultados del estudio clínico 

con atezolizumab y bevacizumab para pacientes con firma transcriptómica 

MSI-like, englobado dentro del proyecto europeo MOTRICOLOR. 

Finalmente, la toxicidad a PD-1/PD-L1 inh grado 3 o mayor concuerda con 

la reportada, dado que sólo una paciente (6.2% del global), presentó una 

hepatits inmunomediada grado 3 resuelta tras parar pembrolizumab.  

 

7.2. Discusión de TMB, mutaciones indels y beneficio a 

PD-1/PD-L1 inh.  

La mediana del valor de TMB de la cohorte obtenido mediante el panel 

VHIO-Card_300 v.2 fue de 41.4 mutaciones/Mb, un valor elevado y por 

encima de 12 mutaciones/Mb, que es el valor de TMB a partir del cual el 

proyecto TCGA de cáncer colorrectal define los tumores hipermutados [5]. 
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Uno de los objetivos primarios del estudio fue correlacionar el valor del 

TMB con el beneficio a PD-1/PD-L1 inh,  y se objetivó que la mediana de 

TMB del grupo IT-resist fue mayor que la del grupo IT-respond, de 47.2 

mutaciones/Mb versus 38.8 mutaciones/Mb, respectivamente, aunque las 

diferencias no fueron estadísticamente significativas (Figura R7). De 

entrada, estos resultados no fueron los esperados dado que el TMB se ha 

postulado como un biomarcador de sensibilidad a inmunoterapia y, de 

hecho, la FDA aprobó en junio de 2020 pembrolizumab para tumores 

avanzados refractarios a tratamiento estándar en pacientes adultos o 

pediátricos y con TMB igual o mayor a 10 mutaciones/Mb. Esta aprobación 

parte de un análisis retrospectivo aunque planeado de forma prospectiva 

de 10 cohortes de pacientes con diferentes tumores incluidos dentro del 

estudio KEYNOTE-158. De 1066 pacientes tratados, el valor del TMB 

estuvo disponible para su análisis en tejido mediante Foundation One CDx 

assay en 805 de ellos, observando que la RR en los pacientes con TMB 

elevado según el dintel especificado fue del 29%, mientras que en el grupo 

de TMB bajo fue del 6% [111].  Focalizando en el cáncer colorrectal MSI-

H/dMMR, en un trabajo en modelos murinos singénicos tratados con PD-1 

inh observaron que los tumores que habían acumulado mayor número de 

mutaciones presentaron mejor respuesta al tratamiento [112]. En el 

contexto clínico, un estudio que incluyó 22 pacientes tratados con PD-1/ 

PD-L1 inh objetivó que un punto de corte de TMB comprendido entre 37-41 

mutaciones/Mb discriminó significativamente a los pacientes que habían 

presentado CR o PR como mejor respuesta a la inmunoterapia, de aquellos 

que habían presentado SD/PD [113]. Asimismo, concluyeron que un valor 
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de TMB de 61.8 mutaciones/Mb correspondía al percentil 75 de TMB del 

cáncer colorrectal MSI-H/dMMR, tras analizar este parámetro en más de 

800 tumores con dicha histología utilizando la base de datos de Foundation 

Medicine. Cabe destacar que los pacientes con los valores de TMB más 

altos de nuestra cohorte (pacientes 10 y 14) tenían un TMB por encima de 

61.8 mutaciones/Mb, pese al cual se clasificaron en el grupo IT-resist, 

aunque en el paciente 14 la influencia de la quimioterapia previa en la 

muestra analizada pudo haber contribuido a un valor tan elevado [114]. Los 

resultados de nuestro estudio, por tanto, ponen de manifiesto las 

limitaciones del TMB como factor predictivo de respuesta a inmunoterapia 

de forma aislada por diferentes motivos. Es un parámetro altamente 

variable entre tumores, dependiendo de si son tumores con elevada carga 

mutacional per se, como los relacionados con los rayos ultravioleta, el 

tabaco o los que presentan fenotipo MSI-H/dMMR, o no, dificultando por 

tanto que pueda existir un dintel de TMB “universal” [115]. Además, hay 

tumores en los que los PD-1/PD-L1 inh ya son parte de la práctica clínica 

habitual con un promedio de TMB más bajo que otros resistentes a 

inmunoterapia, siendo ejemplo de los primeros el carcinoma renal de 

células claras y el carcinoma de Merkel [116]. En un análisis reciente que 

evaluó el TMB como factor predictivo de OS a inhibidores de immune 

checkpoint en cáncer colorrectal, el TMB no demostró capacidad predictiva 

de OS cuando se estratificaron los pacientes de acuerdo a fenotipo MSI-

H/dMMR o MSS/pMMR, indicando por tanto que el beneficio al tratamiento 

no estaba determinado por el TMB, si no por la alteración de dicho sistema 

de reparación del DNA [117]. El cálculo del TMB tampoco contempla la 
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inmunogenicidad de las mutaciones, dado que si bien las frameshift 

generan una mayor ratio de neoantígenos [42], las mutaciones no 

sinónimas menos inmunogénicas son las que suelen marcar las 

determinaciones de TMB. Tampoco existe un consenso claro acerca de las 

técnicas a utilizar para la determinación del TMB. Inicialmente, se analizaba 

mediante WES, que cubre 30 Mb, pero dado su coste económico y de 

proceso, los paneles génicos han emergido como potenciales alternativas. 

Es importante que dichos paneles incluyan un tamaño genómico a analizar 

adecuado, el cual permita extrapolar con exactitud la carga mutacional 

global [118]. El tamaño del panel VHIO-Card_300v2 es de 1.35 Mb, a 

diferencia del panel FoundationOne CDx, que cubre 0.8 Mb. Otra limitación 

añadida es que el TMB en los tumores MSI-H/dMMR puede variar según la 

causa subyacente. Por ejemplo, en una serie de 1057 tumores con 

diferentes histologías MSI-H/dMMR, la pérdida expresión de MLH1/PMS2 

se asoció a un TMB estimado de 25.03 mutaciones/Mb, a diferencia de los 

tumores con pérdida de MSH2/MSH6, cuyo TMB fue de 46.83 

mutaciones/Mb, siendo estas diferencias estadísticamente significativas 

[119]. Por último, la muestra sobre la cual se determina el TMB también es 

importante, dado que la influencia de la quimioterapia, sobre todo la 

basada en platinos, puede inducir la generación de mutaciones sin ser 

éstas inmunogénicas [114], como podría haber sido el caso del paciente 

14. 

En relación a la correlación de las mutaciones frameshift con el beneficio a 

PD-1/PD-L1 inh, uno de los objetivos secundarios del estudio, no se 

observaron diferencias entre el grupo IT-resist e IT-respond en las 



 104 

medianas de mutaciones indels, ni en las de la proporción que las 

mutaciones indels representaban del total.  No obstante, el valor de las 

mutaciones frameshift como factor predictivo de respuesta a inmunoterapia 

en cáncer colorrectal MSI-H/dMMR podría ser dudoso, dado que un trabajo 

reciente realizado en muestras de pacientes con tumores colorrectales y de 

endometrio MSI-H/dMMR apunta a que a lo largo de la evolución de los 

tumores MSI-H/dMMR, hay una selección negativa de las mutaciones 

frameshift que darían lugar a neoantigenos inmunogénicos, los cuales se 

perderían durante la progresión tumoral [120]. De hecho, una mayor carga 

de neoantígenos asociados a mutaciones se correlacionó con una mejor 

PFS a pembrolizumab en el estudio KEYNOTE-016 [64], tal y como se ha 

mencionado en el apartado 2. En el presente trabajo, la determinación de 

neoantígenos se desestimó por limitaciones técnicas sobre todo en obtener 

el HLA clase 1 en una muestra representativa de pacientes. No obstante, el 

análisis de neoantígenos se ve limitado porque no tiene en cuenta la 

clonalidad del receptor de células T para un determinado antígeno tumoral, 

factor importante en la respuesta inmune antitumoral [121]. A modo 

exploratorio, la expansión de linfocitos T específicos contra ciertos 

antígenos tumorales de forma temprana se asoció a una mejor respuesta a 

pembrolizumab en múltiples histologías MSI-H/dMMR [67].  

 

7.3. Discusión del perfil genómico de la cohorte y 

beneficio a PD-1/PD-L1 inh 

El perfil genómico de la cohorte de estudio se determinó mediante el panel 

VHIO-Card_300 v2 y, de forma general, los genes que con mayor 
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frecuencia presentaron mutaciones patogénicas (Figura R8) fueron los 

previamente descritos en el apartado 1.3.4. para los tumores colorrectales 

MSI-H/dMMR.  

En relación a las diferencias observadas entre el grupo IT-respond e IT-

resist, destacar que las mutaciones en RAS y BRAF se distribuyeron en 

ambos grupos sin un patrón específico. Estos hallazgos concuerdan con 

los resultados de los estudios clínicos CHECKMATE-142 [68][69], 

KEYNOTE-164 [71] y KEYNOTE-177 [72] expuestos en el apartado 1.5.2., 

aunque a raíz del último ha emergido la hipótesis de la sensibilidad a 

pembrolizumab en tumores colorrectales MSI-H/dMMR y KRAS mutados. 

En este sentido, nuestro análisis no aporta nuevos datos al respecto, pero 

se dispone de evidencia preliminar que apunta a una menor 

inmunogenicidad de la enfermedad RAS mutada. Por ejemplo, un trabajo 

realizado mediante análisis de expresión de una firma inmune focalizada en 

la respuesta T helper 1, el cual incluyó más de 500 muestras procedentes 

de dos cohortes diferentes, objetivó que los tumores colorrectales KRAS 

mutados tenían menor score de la firma en los 4 grupos CMS, siendo las 

diferencias más marcadas en el CMS2 [122]. No obstante, estos hallazgos 

requieren de mayor validación, además considerando que se desconoce el 

estatus mutacional de RAS en un tercio de los pacientes randomizados en 

el brazo de pembrolizumab del estudio KEYNOTE-177 [72] y, por tanto, 

este hecho podría influir en el resultado del análisis de subgrupos.  

El estudio del perfil mutacional potencialmente asociado a la respuesta a 

PD-1/PD-L1 inh era uno de los objetivos secundarios del estudio. Si bien no 

se realizaron comparaciones estadísticas formales en relación a los genes 
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mutados entre el grupo IT-respond e IT-resist, en el segundo las 

mutaciones en CTNNB1, EGFR y B2M se encontraron enriquecidas (Figura 

R8A). De entre los genes mencionados, únicamente la relación entre las 

mutaciones en B2M y la respuesta a inmunoterapia en cáncer colorrectal 

MSI-H/dMMR ha sido discutida en la literatura. B2M es una proteína 

esencial para la presentación antigénica por parte del CMH tipo I, y su 

pérdida de expresión como consecuencia de alteraciones en el gen 

codificante se estima en el 19% del cáncer colorrectal MSI-H/dMMR 

localizado, dado que los MS que se encuentran en los exones son 

particularmente vulnerables a ser inestables [123]. Las mutaciones en B2M 

han sido postuladas como un mecanismo de resistencia a pembrolizumab 

tanto primaria en un caso, como secundaria en otro [67][124]. Dichas 

mutaciones se tratarían, por tanto, de un mecanismo de resistencia inmune 

adaptativa mediada por la disfunción en la presentación antigénica para 

contrarrestar el mayor grado de inmunovigilancia al cual están sometidos 

los tumores MSI-H/dMMR. En este sentido, mutaciones en B2M se han 

asociado con otros mecanismos de resistencia adaptativa, como la mayor 

expresión de PD-1 en los linfocitos del infiltrado tumoral [125], aunque 

estos resultados son discordantes según otra serie [126]. Por otro lado, un 

estudio descriptivo ha relacionado la elevada presencia de las llamadas 

high endothelial venules, especializadas en el tráfico linfocitario al nicho 

tumoral, con la presencia de mutaciones B2M, ejemplificando de nuevo la 

importancia de este fenómeno de evasión de respuesta inmune tumoral y 

de la interrelación entre las alteraciones intrínsecas y extrínsecas de las 

células tumorales [127]. No obstante y pese a la base molecular detallada, 



 107 

las mutaciones en B2M podrían no ser suficientes para mediar la inmuno-

resistencia, o bien ésta podría estar condicionada según si las mutaciones 

son monoalélicas o bien bialélicas, determinando así una pérdida completa 

de expresión proteica [128]. De hecho, en una serie de 13 pacientes con 

cáncer colorrectal MSI-H/dMMR tratados con inmunoterapia, un 85% de los 

que presentaban mutaciones en dicho gen presentó beneficio clínico 

definido por SD o PR [126]. De forma similar, en nuestro estudio los 

pacientes 3 y 9 se clasificaron en el grupo IT-respond pese a presentar 

mutaciones monoalélicas en B2M, aunque el que presentó una mutación 

bialélica se clasificó en el grupo IT-resist (paciente 11) (Figura R8B y Figura 

11). La presencia de mutaciones patogénicas en otros genes involucrados 

en el procesamiento y presentación antigénica como TAP1, TAP2 y NLRC5 

no se observaron en la cohorte de estudio, aunque su frecuencia oscila 

entre el 3% y 6% en los tumores colorrectales MSI-H/dMMR [129], y hasta 

la fecha no se ha descrito su relación con la respuesta a inmunoterapia.  

Las mutaciones en los genes PTEN y ARID1A presentaron una prevalencia 

general en la cohorte del 31% y 50%, respectivamente, y concordante con 

los datos publicados para cáncer colorrectal MSI-H/dMMR en cBioportal 

[98]. Concretamente, las mutaciones bialélicas en ambos genes se 

consideraron un hallazgo relevante,  dado que las de ARID1A fueron 

objetivadas únicamente en el grupo IT-respond (4 de 9 pacientes), y las de 

PTEN estaban enriquecidas en el grupo IT-resist (3 pacientes de 7 del total 

del grupo IT-resist versus 1 paciente de 9 del total del grupo IT-respond, 

respectivamente) (Figura R8B). Si estos resultados se validaran en un 

futuro como factores predictivos de respuesta a PD-1/PD-L1 inh, 
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aproximadamente un 27% de pacientes con cáncer colorrectal MSI-

H/dMMR asociarían un biomarcador de respuesta a PD-1/PD-L1 inh, 

atendiendo las estimaciones realizadas mediante cBioportal (14.3% de 

mutaciones bialélicas en ARID1A y 13.3% en PTEN ) [98].  

En relación al gen ARID1A, la proteína resultante forma parte de los 

complejos humanos remodeladores de cromatina SWI/SNF, la composición 

de los cuales es altamente variable para conferir especificidad de función y 

que, a su vez, se pueden dividir en complejos BAF, del cual forman parte 

ARID1A y ARID1B, y PBAF [130]. Los complejos remodeladores de 

cromatina están formados por varias subunidades que utilizan la energía de 

la hidrólisis del ATP para romper los enlaces del DNA con la cromatina, 

movilizar los nucleosomas y alterar la accesibilidad del DNA. Las 

mutaciones en genes que codifican proteínas miembros de los complejos 

SWI/SNF son frecuentes en los tumores malignos, con una frecuencia 

aproximada del 20%, siendo ARID1A el gen más comúnmente mutado 

[131]. Asimismo, suelen ser mutaciones inactivadoras (nonsense y 

frameshift) que resultan en la pérdida de expresión proteica y promueven la 

carcinogénesis, dado que ARID1A se postula como un gen supresor 

tumoral [132]. Las mutaciones de ARID1A en cáncer colorrectal ocurren en 

alrededor de un 10% de los tumores [5], siendo esta frecuencia mucho más 

elevada en el fenotipo MSI-H/dMMR. Un estudio con 7370 tumores 

colorrectales concluyó que aquellos con mutaciones en genes del complejo 

SWI/SNF presentaban una mayor proporción de tumores con fenotipo MSI-

H/dMMR (40.9% versus 2.4%, p< 0.001), mayor proporción de tumores con 

TMB > 10 mutaciones/Mb (56.8% versus 21.6%, p< 0.001) y mayor 
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expresión de PD-L1 (17.9% versus 5.5%, p< 0.001), en comparación con 

aquellos tumores sin mutaciones en dicho complejo. Concretamente, entre 

los tumores con mutaciones en ARID1A, un 46.1% eran MSI-H/dMMR y un 

60.3% presentaban elevado TMB [38]. En otras series de cáncer 

colorrectal, la pérdida de ARID1A se ha correlacionado con fenotipo 

esporádico MSI-H/dMMR, con la presencia de mutaciones en BRAF, y con 

tumores de mayor tamaño con histología medular, aunque la influencia en 

el pronóstico no está claramente establecida [133] [134]. Acerca de si las 

mutaciones en ARID1A se relacionan con el beneficio a inmunoterapia, 

hasta la fecha no hay datos clínicos en cáncer colorrectal MSI-H/dMMR, y 

en otros tumores la evidencia es contradictoria, dado que hay series que 

las postulan como potenciales biomarcadores de sensibilidad a los 

inhibidores de immune checkpoints [135], mientras que otras no objetivan 

dicha asociación [136]. La justificación desde un punto de vista genómico 

de la relación objetivada en el presente estudio entre las mutaciones 

bialélicas en ARID1A y el beneficio a PD-1/PD-L1 inh radica en un análisis 

proteómico en líneas celulares de diferentes tumores que observó que 

MSH2, a través de su extremo N-terminal, puede interaccionar con el 

extremo C-terminal de ARID1A, es decir, una interacción proteína – 

proteína. Curiosamente, las líneas celulares con ARID1A deplecionado 

presentaban una menor capacidad funcional del sistema del MMR, 

indicando que ARID1A regula la actividad del sistema del MMR [133]. Es 

importante subrayar que dicha regulación no se produjo a través de la 

modulación de los enhancers, por tanto, no afectaba la expresión proteica 

de MSH2. En este mismo trabajo, los autores constataron en modelos 
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animales que la pérdida de función de ARID1A se correlacionaba con una 

mayor expresión de linfocitos CD8+, y que presentaban una mejor 

respuesta anti-tumoral a tratamiento con anti-PD-L1 [137].  Por tanto, las 

mutaciones en ARID1A podrían seleccionar un subgrupo de tumores 

colorrectales MSI-H/dMMR con una menor capacidad funcional del sistema 

del MMR que la que ya tendrían por el mecanismo genómico subyacente 

que ha generado dicho fenotipo, con un microambiente tumoral asociado a 

priori más favorable a la respuesta a inmunoterapia. De forma similar, la 

pérdida de expresión de PBRM1, otra proteína que forma parte de los 

complejos SWI/SNF, también se ha correlacionado con una mejor 

respuesta a PD-1 / PD-L1 inh, en líneas celulares de melanoma [138] y en 

una serie clínica de carcinoma renal de células claras [139].  

Con respecto a PTEN, las mutaciones en dicho gen se han asociado con 

resistencia tanto primaria como secundaria a inhibidores de immune 

checkpoints en melanoma, leiomiosarcoma uterino, glioblastoma y cáncer 

de pulmón de célula no pequeña [140], aunque no hay datos en cáncer 

colorrectal MSI-H/dMMR. Según los resultados del presente estudio, las 

mutaciones bialélicas inactivadoras en PTEN emergen como un potencial 

factor de resistencia a PD-1/PD-L1 inh en esta población, y los 

mecanismos que subyacen esta relación probablemente son 

multifactoriales, dada la complejidad de la señalización mediada por PTEN. 

Desde un punto de vista genómico y de acuerdo a estudios pre-clínicos, 

PTEN tiene funciones citoplasmáticas, concretamente actúa como 

fosfatasa y como antagonista directo de la señalización de la vía de PI3K, 

aunque también tiene funciones nucleares, dado que regula la integridad 
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del genoma y la estabilidad de la reparación del DNA mediante la 

regulación de la expresión de Rad51, entre otros mecanismos [141]. Por 

tanto, la pérdida de función de PTEN induciría aneuploidía, que se ha 

correlacionado con menor beneficio a inhibidores de immune checkpoints 

en diversos tumores [142]. Dado que en la cohorte de estudio no se 

objetivaron alteraciones significativas en el número de copias génicas, este 

mecanismo no justificaría los resultados, si no más bien lo haría la 

alteración en el microambiente tumoral inducida por PTEN, como se 

especificará en apartados posteriores. No obstante,  el hecho de la múltiple 

señalización a través del mismo, sí que explica que las mutaciones en 

PIK3CA en la cohorte se hayan distribuido tanto entre el grupo IT-respond 

como IT-resist.  

 

 

7.4. Discusión de densidades linfocitarias, expresión de 

PD-L1, y beneficio a PD-1/PD-L1 inh 

El estudio focalizado en el microambiente tumoral se llevó a cabo mediante 

la determinación por IHQ de las subpoblaciones linfocitarias CD3+, CD8+, 

FOXP3+ y de PD-L1 por CPS. Las medianas de densidad de linfocitos 

CD3+, de linfocitos CD8+ y de linfocitos FOXP3+ fueron de 857/mm2 , de 

413/mm2 y de 41/mm2, respectivamente, para el global de la cohorte. La 

mediana de densidad de la población linfocitaria CD8+ representa, en 

proporción, casi la mitad de la densidad del total de población linfocitaria 

CD3+. Este resultado está en relación a la evidencia disponible acerca del 

microambiente tumoral de los tumores MSI-H/dMMR descrita en el 
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apartado 1.3.5., la cual indica que son neoplasias con una elevada 

densidad de linfocitos infiltrantes de tumor y, en particular, de citotóxicos 

CD8+ [51] [52][143], en comparación con los tumores MSS/pMMR. En 

relación a los linfocitos FOXP3+, se trata linfocitos T reguladores con 

función inmunosupresora, cuya presencia en los tumores colorrectales 

MSI-H/dMMR ha sido también descrita. Un estudio realizado en 37 tumores 

colorrectales MSI-H/dMMR y 33 tumores MSS/pMMR, objetivó que la 

infiltración por linfocitos CD8+ se correlacionaba positivamente con la de los 

linfocitos FOXP3+, ambas determinadas mediante IHQ, en la población 

MSI-H/dMMR, sugiriendo así el potencial rol de los linfocitos T reguladores 

en la evasión inmune en los tumores MSI-H/dMMR [144]. De hecho, en 

nuestra cohorte se observó esta misma tendencia, a mayor densidad de 

linfocitos CD8+, mayor densidad de FOXP3+ (Figura R11).  

Si la infiltración tumoral linfocitaria y la expresión de PD-L1 son factores 

predictivos de respuesta a PD-1/PD-L1 inh era un objetivo principal del 

estudio. Nuestros resultados constataron que los tumores de los pacientes 

clasificados en el grupo IT-respond presentaban mayor densidad de las 

tres subpoblaciones linfocitarias, en comparación con el grupo IT-resist, 

siendo las diferencias estadísticamente significativas para los linfocitos 

FOXP3+ (Figura R9). En el estudio KEYNOTE-016 se observó una 

tendencia entre los niveles de linfocitos CD8+ en nicho tumoral y el 

beneficio de pembrolizumab, tal y como se ha comentado en el apartado 2 

[64]. En una serie de 85 pacientes con cáncer colorrectal avanzado MSI-

H/dMMR tratados con inhibidores de immune checkpoints, la mediana de 

infiltración por linfocitos infiltrantes de tumor fue superior en los pacientes 
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que presentaron respuesta a inmunoterapia que en los que no. Asimismo, 

la RR en los pacientes con un valor elevado de linfocitos infiltrantes de 

tumor según el punto de corte propio del estudio fue del 70.6%, en 

comparación con el 42.9% en los pacientes con un valor bajo de dichos 

linfocitos, siendo las diferencias estadísticamente significativas [145]. Por 

tanto, tanto los datos de nuestro análisis como los procedentes de los otros 

estudios mencionados, apuntan a que la infiltración linfocitaria en los 

tumores colorrectales MSI-H/dMMR se podría correlacionar con un mayor 

beneficio a los PD-1/PD-L1 inh. No obstante, y teniendo en cuenta el rol 

inmunosupresor de los linfocitos T reguladores FOXP3+, es destacable que 

su densidad mediana también fuera mayor en el grupo de IT-respond. Una 

de las posibles justificaciones a este hecho, es que se ha postulado la 

existencia de diferentes subpoblaciones de linfocitos CD4+ FOXP3+ en 

cáncer colorrectal. Un trabajo realizado a partir de muestras tumorales de 

pacientes con cáncer colorrectal describió una subpoblación de linfocitos 

FOXP3+ denominada low y caracterizada por la ausencia de expresión del 

marcador de células T CD45RA [146]. La presencia de dichos linfocitos, 

que parece estar condicionada por la regulación paracrina por parte de 

tejidos circundantes, no tendría un efecto deletéreo en la respuesta inmune 

antitumoral, a diferencia de los linfocitos FOXP3+ high. Dado que en 

nuestro trabajo no se han determinado las diferentes subpoblaciones 

FOXP3+, la potencial influencia de los linfocitos FOXP3+ low en el beneficio 

a PD1/PD-L1 inh no se ha podido concluir.  

En relación al análisis de PD-L1 según el CPS, la mediana de la cohorte 

fue de 5, sin observar diferencias significativas entre el grupo IT-respond y 
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el grupo IT-resist, aunque la mediana fue superior en el primero (7.5 versus 

3.5). Los resultados de los estudios KEYNOTE-016 y CHECKMATE-142 no 

observaron diferencias significativas en el beneficio a PD-1/PD-L1 inh de 

acuerdo a PD-L1. En el primero, la expresión de mínimo un 1% de PD-L1 

en el margen invasivo tumoral no se correlacionó con una mejor PFS a 

pembrolizumab [64]. En el segundo, la expresión de PD-L1 en células 

tumorales e inmunes mayor o menor al 1% no implicó una mejor RR a 

nivolumab, en monoterapia o combinado con ipilimumab [68][69]. Si bien tal 

y como se ha comentado en el apartado 1.3.5. los tumores MSI-H/dMMR 

presentan mayor expresión de diferentes immune checkpoints [54], hasta la 

fecha sólo PD-L1 ha sido evaluado como potencial biomarcador de 

respuesta a inmunoterapia en cáncer colorrectal MSI-H/dMMR. Además, la 

determinación de PD-L1 tiene limitaciones, como los diferentes test 

disponibles para su análisis, los puntos de corte, las diferencias de 

predicción que puede conllevar si la evaluación se basa en la expresión en 

células tumorales y/o en células del microambiente [102] y el sesgo según 

observador [147].  

 

7.5. Discusión de Fusobacterium nucleatum y beneficio 

a PD-1/PD-L1 inh 

La determinación de Fusobacterium nucleatum en la cohorte de estudio se 

llevó a cabo mediante RNA-ISH. De entre las bacterias asociadas al cáncer 

colorrectal, Fusobacterium nucleatum es una de las más destacadas. Su 

porcentaje de detección en tejido tumoral y/o heces de pacientes con 
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cáncer colorrectal es altamente variable, entre el 8 y el 75% 

[85][86][87][88][148], aunque su presencia está enriquecida en tumores con 

fenotipo MSI-H/dMMR y pertenecientes al subtipo CMS1 [149]. En la 

cohorte de estudio, la presencia de Fusobacterium nucleatum fue 

observada en todas las muestras tumorales, excepto en la paciente 11. No 

obstante, el análisis de la bacteria en esta paciente se realizó en una 

muestra procedente de un implante peritoneal y, hasta la fecha, 

Fusobacterium nucleatum, más allá de en heces y en tumor primario, sólo 

se ha observado en metástasis hepáticas cuyos tumores colorrectales 

primarios eran positivos para la misma bacteria [150]. En cuanto a los 

niveles de bacteria/mm2 observados, éstos fueron altamente variables, con 

un rango comprendido de entre 0, en el caso de la paciente 11, y 467/mm2. 

Esta variabilidad dificulta la interpretación de los resultados, y más teniendo 

en cuenta que los niveles de Fusobacterium nucleatum pudieron haber 

variado entre la muestra donde se determinaron y sus valores reales en el 

momento del inicio de PD-1/PD-L1 inh por la influencia de tratamientos 

oncológicos (excepto en los pacientes 3, 4 y 5 que fueron tratados con PD-

1/PD-L1 inh en primera línea), y otras variables extrínsecas al huésped 

(dieta, antibióticos recientes…) que pueden influir en el estudio del 

microbioma [151], y que no fueron recogidas. Por ejemplo y en relación a 

tratamientos oncológicos, un trabajo reciente en cáncer de recto localmente 

avanzado, constató un descenso de los niveles de Fusobacterium 

nucleatum en algunos pacientes entre las muestras diagnósticas y la pieza 

quirúrgica posterior al tratamiento neoadyuvante con radioterapia y 

quimioterapia [103]. Asimismo, y en relación a uno de los objetivos 
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secundarios del estudio, entre el grupo IT-respond e IT-resist no hubo 

diferencias significativas en las medianas de densidad de Fusobacterium 

nucleatum, aunque cuando se consideró un dintel de positividad de 4 

bacterias/mm2, en el grupo IT-resist había 4 pacientes positivos, y 2 en el 

grupo IT-respond. De hecho, la preclínica plantea Fusobacterium 

nucleatum como un biomarcador atractivo en el escenario de la 

inmunoterapia en el cáncer colorrectal MSI-H/dMMR dado que modula el 

microambiente tumoral favoreciendo un contexto inmunosupresor. La 

presencia de esta bacteria en tumores intestinales generados en ratones 

APC Min/+ condiciona un incremento de los niveles en suero de diferentes 

factores inflamatorios englobados en la firma NF-κB, los cuales inducen un 

marcada presencia de células mieloides supresoras y macrófagos tipo 2 en 

tejido tumoral [152]. Por otro lado, también se ha descrito en líneas 

celulares que Fusobacterium nucleatum se une a través de sus proteínas 

de virulencia a reguladores negativos del ciclo de la inmunidad,  como 

TIGIT [153] y CEACAM1 [154].  

 

7.6. Discusión de las discordancias entre IHQ y PCR y 

beneficio a PD-1/PD-L1 inh 

La revisión central del fenotipo MSI-H/dMMR se pretendió realizar en toda 

la cohorte mediante IHQ y PCR, dado que las discordancias entre los 

resultados de ambas técnicas, cada vez más descritas en la literatura 

aunque sin un porcentaje de detección bien definido todavía, pueden influir 

en la respuesta objetivada a la inmunoterapia, y por este motivo se incluyó 
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como objetivo secundario. Si bien el análisis genómico reveló que toda la 

cohorte de estudio presentaba una firma indels compatible con el fenotipo 

MSI-H/dMMR de acuerdo a la base de datos COSMIC [97], se observaron 

discordancias en 3 de los 14 casos para los que los resultados de la IHQ y 

la PCR fueron evaluables. Concretamente, los 3 pacientes presentaron un 

resultado de PCR compatible con MSS, pese a que la IHQ local concluyó 

dMMR (Tabla R10).  Los 3 casos pertenecían al grupo IT-resist, resultados 

en concordancia con los de un estudio francés con 38 pacientes, el cual 

concluyó que alrededor del 60% de los casos de resistencia primaria a 

inmunoterapia en cáncer colorrectal MSI-H/dMMR definida como PD como 

mejor respuesta por criterios RECIST v1.1 [66], pueden ser debidos a 

falsos positivos en una de las técnicas de diagnóstico del fenotipo MSI-

H/dMMR y, por tanto, cuando se completa el estudio diagnóstico mediante 

ambas técnicas, se objetivan los resultados discordantes [90]. En base a 

este trabajo, la ESMO recomienda analizar el estatus del sistema MMR 

mediante PCR e IHQ a todos los pacientes que sean candidatos a recibir 

inmunoterapia [26]. En la misma línea están los resultados de un ensayo 

fase II con avelumab para pacientes con cáncer colorrectal avanzado MSI-

H/dMMR o POLE mutado previamente tratados. De entre los 23 pacientes 

del total de 33 a los cuales se les pudo realizar el análisis por IHQ y por 

PCR en tumor, 6 tenían un diagnóstico de MSS por PCR o NGS, pese a 

que la IHQ había sido concluyente de dMMR, y 4 de ellos presentaron SD o 

PD como mejor respuesta a avelumab. Asimismo, en 2 pacientes la IHQ 

fue compatible con pMMR, pese a que la PCR era compatible con MSI-H, y 

estos 2 pacientes presentaron SD y PR como mejor respuesta [155]. Cabe 
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destacar pero que en ninguno de los estudios pivotales que han 

condicionado la aprobación de PD-1/PD-L1 inh por parte de las entidades 

reguladoras, la confirmación central del fenotipo MSI-H/dMMR era un 

requisito indispensable, y que un resultado compatible mediante IHQ o 

PCR, ya era suficiente para la inclusión en el estudio [64][68][69]. En 

sentido contrario a nuestro estudio y a los anteriormente mencionados, 

están los resultados del estudio CHECKMATE-142, en el que 14 pacientes 

de 74 se clasificaron como MSS por PCR, tras una revisión realizada de 

forma central en una muestra obtenida previo al inicio del estudio y, pese a 

ello, no se observó ningún impacto en el beneficio presentado al 

tratamiento [68]. Actualmente, se están desarrollando otros métodos de 

detección del fenotipo MSI-H/dMMR, como diferentes aproximaciones por 

NGS [156] e inteligencia artificial [157], aunque no están todavía 

implementados.  

En el paciente 12, uno de los casos con discordancias entre el resultado de 

la IHQ y la PCR, se determinó la homogeneidad del fenotipo dMMR en 

diferentes puntos representativos de la pieza quirúrgica. Este análisis se 

llevó a cabo para descartar la coexistencia de fenotipo MSI-H/dMMR y 

MSS/pMMR en el mismo tumor que pudiera justificar las discordancias 

entre IHQ y PCR, dado que este fenómeno de coexistencia fue descrito 

durante el transcurso del proyecto, aunque de forma muy anecdótica. 

Concretamente, a partir de un caso clínico de un paciente con un tumor 

primario en el cual coexistían áreas MSI-H/dMMR y MSS/pMMR, los 

autores del estudio revisaron 1855 muestras de cáncer colorrectal, 201 de 

los cuales presentaban fenotipo MSI-H/dMMR, y en 2 de ellos se 
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observaron áreas MSI-H/dMMR que coexistían con áreas MSS/pMMR 

[158]. 

 

7.7. Discusión de la descripción integrada de resultados  

El enfoque multimodal (Figura R11) que han permitido los diferentes 

análisis realizados es uno de los aspectos más interesantes del presente 

estudio. 

Entre el grupo IT-respond, fue destacable que los pacientes cuyos tumores 

presentaron los niveles más elevados de densidades linfocitarias y de PD-

L1, asociaron también mutaciones bialélicas en ARID1A. De hecho, en la 

serie mencionada en el apartado 7.2. en la cual se analizaron las 

mutaciones en el complejo SWI/SNF en más de 7000 tumores 

colorrectales, las mutaciones en ARID1A se correlacionaron con mayor 

expresión de PD-L1 y con mayor infiltración estimada de linfocitos T 

citotóxicos, en comparación con aquellos tumores sin mutaciones en dicho 

gen [38].    

En el grupo IT-resist destacaron los pacientes 10 y 14, dado que fueron los 

que presentaron los valores más elevados de TMB de toda la cohorte, a la 

vez que los valores más bajos de las diferentes densidades linfocitarias en 

el caso de la paciente 10. Este hallazgo, tal y como se ha comentado en el 

apartado 7.2., pone en duda el valor del TMB como biomarcador aislado de 

respuesta a inmunoterapia en el cáncer colorrectal MSI-H/dMMR. De 

hecho, un estudio reciente que incluyó más de 10000 pacientes con 

diferentes tumores, el TMB determinado mediante Foundation One CDx y 

con un punto de corte de 10 mutaciones/Mb, sólo discriminaba las 
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respuestas a los inhibidores de immune ckechpoints en los subtipos 

tumorales en los que los niveles de linfocitos T CD8+ se correlacionaron 

con la carga de neoantígenos [159], si bien en este análisis no se 

contemplaba el cáncer colorrectal MSI-H/dMMR. En el caso del paciente 

14, como  potencial causa de resistencia primaria a PD-1/PD-L1 inh pese a 

un TMB elevado, se encuentra la mutación en el gen JAK (Figura R11), la 

cual es una alteración que se estima según series en un 20% de los 

pacientes con cáncer colorrectal MSI-H/dMMR, sobre todo en JAK1 [160].  

Mutaciones en estos genes alteran la señalización a través de interferón, 

dificultando por tanto la infiltración linfocitaria, la presentación antigénica y 

la expresión de PD-L1 [161][162]. Hasta el momento, sólo la mutación 

bialélica JAK1W690* se ha asociado con resistencia primaria a un PD-1/PD-1 

inh en un paciente con cáncer colorrectal MSI-H/dMMR [162]. No obstante, 

se hipotetiza que las mutaciones monoalélicas, que sería el caso de 

nuestro paciente, no implicarían dicha resistencia, probablemente porque el 

alelo no mutado aportaría cierta capacidad de señalización a través de 

interferón [162]. 

En relación a los potenciales mecanismos moleculares subyacentes a la 

pobre infiltración linfocitaria tumoral de la paciente 10 y también del 

paciente 12, destacar que ambos presentaron una mutación bialélica en 

PTEN. Este gen asocia múltiples vías de señalización ya expuestas en el 

apartado 7.3., pero también puede modular el microambiente hacia un 

contexto inmunosupresor por diferentes mecanismos no del todo conocidos 

y que podrían haber contribuido en la resistencia a PD-1/PD-L1 inh en los 

dos casos mencionados. De entre estos mecanismos cuya evidencia 
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procede sobre todo de trabajos pre-clínicos en diferentes tumores, 

destacan que la pérdida de función de PTEN en células cancerígenas se 

asocia a un aumento de expresión de PD-L1, de liberación de citoquinas 

pro-inflamatorias como Il-8, y de factores relacionados con la angiogénesis, 

como VEGF y CCL-2. Como consecuencia, se promueve la proliferación y 

diferenciación de células mieloides supresoras y de macrófagos tipo 2, la 

expansión de células T reguladoras, y la reducción de infiltración por 

células Natural Killer [140][141][163]. En el caso de la paciente 10 se 

observó también una mutación patogénica en CTNNB1, la cual activa la vía 

de Wnt. Si bien la activación de la vía de Wnt es más frecuente en el 

cáncer colorrectal MSS/pMMR [5] y sobre todo en el grupo CMS2 [6], no es 

exclusiva de este fenotipo. De forma interesante, la activación de la vía de 

Wnt se ha relacionado con la menor infiltración tumoral de linfocitos 

citotóxicos [164], que sería el caso de la paciente 10. Un análisis reciente in 

silico de diferentes tumores malignos clasificados como “tumores fríos”, 

objetivó que alrededor del 15% de dichos tumores presentan alteraciones 

en la vía de Wnt, sobre todo mutaciones activadoras en CTNNB1 y de 

pérdida de función en APC en el cáncer colorrectal [165]. La base de dicha 

exclusión linfocitaria, según análisis en modelos murinos de melanoma y en 

muestras de pacientes, radica en que la translocación nuclear de Beta-

catenina promueve la transcripción del factor ATF3, que a su vez, reduce la 

expresión de CCL4, una chemoquina destacada en el reclutamiento de 

células dendríticas y, por tanto, la consecuencia final es la disminución en 

la activación e infiltración de linfocitos T [166]. Aunque se precisan más 

datos para correlacionar la activación de la vía de Wnt con la resistencia a  
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inmunoterapia, resultados preliminares en una cohorte de 9 pacientes con 

tumores intestinales MSI-H/dMMR tratados con inhibidores de immune 

checkpoints, apuntaron a que los pacientes que presentan mutaciones en 

RNF43 y en APC o CTNNB1 determinadas en cfDNA no se beneficiarían 

del tratamiento [167]. No obstante y en relación a las mutaciones en el gen 

RNF43, el cual también pertenece a la vía de Wnt, éstas no siguieron un 

patrón claro entre el grupo IT-respond y el grupo IT-resist en la cohorte de 

estudio (Figura R11). Esta observación concuerda con la de un trabajo 

reciente realizado en líneas celulares que postula que la mutación 

p.Gly659fs en RNF43, la más frecuente en población MSI-H/dMMR, no 

tiene implicación funcional en lo que concierne a la señalización a través de 

Wnt [168].  

Finalmente, y en relación a Fusobacterium nucleatum la paciente 10 

también presentó los niveles más altos de bacterias/mm2 de toda la 

cohorte. Este resultado tiene interés dado que un trabajo realizado en 

líneas celulares de cáncer colorrectal objetivó que Fusobacterium 

nucleatum se une a E-cadherina a través de su proteína de virulencia 

FadA. Dicha unión implica un descenso en la fosforilación de Beta-catenina 

por parte de E-cadherina, y la primera se acumula al citoplasma y 

posteriormente se transloca al núcleo, activando la transcripción de genes 

relacionados con la vía de Wnt [169]. Si Fusobacterium nucleatum tuvo 

implicación en la activación tumoral de la vía de Wnt en el caso de la 

paciente no pudo ser demostrado, pero requiere de investigación en futuros 

estudios. Asimismo, y en relación a que la paciente 10 presentó los 

menores niveles de densidad de las 3 subpoblaciones linfocitarias de la 
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cohorte, existen diferentes estudios que correlacionan Fusobacterium 

nucleatum con la infiltración linfocitaria tumoral. En un análisis realizado en 

muestras de 598 pacientes con cáncer colorrectal ya detallado en el 

apartado 2, niveles altos de Fusobacterium nucleatum determinados 

mediante PCR cuantitativa y definidos según un dintel propio de la cohorte, 

se correlacionaron inversamente con la densidad de linfocitos CD3+, 

aunque no con la de linfocitos CD8+ ni FOXP3+[89].  Un estudio más 

reciente en muestras de 933 pacientes con cáncer colorrectal y con la 

misma metodología que el anterior en relación a la cuantificación de 

Fusobacterium nucleatum, también correlacionó de forma inversa los 

niveles de la bacteria con la infiltración estromal de linfocitos CD3+ y, más 

concretamente, de los linfocitos T helper de memoria (CD3+CD4+ 

CD45RO+), y de forma independiente a si los tumores eran MSI-H/dMMR o 

no [170]. Por último, un trabajo realizado en 126 enfermos de cáncer 

colorrectal MSI-H/dMMR, los niveles elevados de Fusobacterium nucleatum 

analizados mediante PCR cuantitativa se relacionaron inversamente con la 

densidad de linfocitos FOXP3+, tanto en el centro tumoral como en el 

margen invasivo [171]. Aunque el presente proyecto se ha centrado en 

Fusobacterium nucleatum, cabe enfatizar también la importancia de 

profundizar en el estudio del microbioma intestinal de los pacientes con 

cáncer colorrectal MSI-H/dMMR como factor predictivo de respuesta a PD-

1/PD-L1 inh. De hecho, en los últimos años, la mayor abundancia relativa 

de ciertas especies bacterianas en el intestino se ha relacionado con mayor 

beneficio a inmunoterapia en diferentes tumores por la modulación que 

ejercen dichas bacterias en la señalización inmunitaria del huésped e, 
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incluso, el trasplante fecal se contempla como una estrategia para 

optimizar los resultados [172].  .   

Por último, subrayar que el cáncer colorrectal MSI-H/dMMR es una entidad 

compleja desde un punto de vista biológico, tal y como se ha reflejado en el 

presente trabajo. El análisis multimodal incluyendo el perfil genómico con la 

consecuente activación de vías de señalización específicas y no sólo el 

TMB, además del microambiente tumoral y microbioma asociados, 

probablemente tenga mayor rendimiento en la selección de pacientes para 

tratamiento con PD-1/PD-L1 inh, aunque sea más costoso. Por ejemplo, en 

un trabajo en el cual se estudiaron más de 300 pacientes con diferentes 

tumores tratados con pembrolizumab, incluyendo cáncer colorrectal MSI-

H/dMMR, los pacientes cuyos tumores presentaban un TMB elevado 

(determinado mediante análisis de exomas y con un punto de corte 

elevado/bajo definido por el propio estudio) y actividad citolítica intensa 

definida mediante una firma de expresión de linfocitos T inflamados, son los 

que presentaron mayor RR a pembrolizumab, de entre el 37-57%, a 

diferencia de los tumores que tenían TMB alto pero actividad citolítica 

moderada, cuya RR estaba entre el 11-42%, y de los que tenían un TMB 

bajo pero una actividad citolítica intensa, cuya RR fue de entre el 12 y 35% 

[173].  De forma similar, un meta-análisis evaluó la precisión de diferentes 

parámetros potencialmente capaces de predecir respuesta a los PD-1/PD-

L1 inh, como la expresión por IHQ de PD-L1, el TMB, el perfil de expresión 

génica y los análisis multiplex de IHQ e inmunofluorescencia. Todas las 

opciones demostraron un valor predictivo negativo similar, pero el uso de 

varias de ellas ofreció un mayor rendimiento [174]. Asimismo, también se 
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precisa estudiar la evolución tumoral en todas sus vertientes bajo presión 

terapéutica, sobre todo para conocer si los factores de resistencia primaria 

y secundaria son o no concordantes. El mayor conocimiento en estas 

direcciones permitirá el diseño de nuevas estrategias terapéuticas en el 

cáncer colorrectal MSI-H/dMMR, bien para revertir los potenciales 

mecanismos de resistencia o bien para obtener sinergias. Ejemplos de ello 

son la combinación de inhibidores de immune checkpoints con inhibidores 

de TGFBeta, dado que se ha descrito que un subgrupo de tumores 

colorrectales MSI-H/dMMR expresan firmas estromales enriquecidas con la 

señalización a través de TGFBeta [175], o bien con inhibidores de la 

degradación proteica vía Nedd8, que inducen la muerte celular 

inmunogénica por acúmulo de proteínas alteradas como consecuencia del 

mal funcionamiento del sistema MMR [176]. 

 

7.8. Limitaciones del estudio 

Las principales limitaciones del estudio se describen a continuación. En 

primer lugar, el carácter exploratorio y el número limitado de pacientes 

incluidos en la cohorte de estudio, justificado por el hecho de que se trató 

de un proyecto unicéntrico y basado en una población muy poco 

prevalente, como es el cáncer colorrectal MSI-H/dMMR. En segundo lugar, 

por limitaciones de disponibilidad de muestra, los análisis de poblaciones 

linfocitarias, PD-L1, Fusobacterium nucleatum y de concordancia entre 

técnicas diagnósticas de fenotipo MSI-H/dMMR no pudieron realizarse en 

el global de la cohorte. En tercer lugar, los análisis de microambiente 

tumoral no incluyeron resolución espacial, ni otras poblaciones más allá de 



 126 

los linfocitos T, ni funcionalidad, por motivos presupuestarios y de limitación 

de muestra, aunque se tendrá en cuenta para futuros estudios. En cuarto 

lugar, los esquemas de tratamiento que recibieron los pacientes no fueron 

uniformes en cuanto al tipo, si bien todos incluyeron un PD-1/PD-L1 inh, ni 

en cuanto al escenario de administración.   
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8. Conclusiones 

En el contexto del cáncer colorrectal MSI-H/dMMR avanzado: 

1.El valor del TMB no es un factor predictivo de respuesta a PD-1/PD-L1 

inh, a diferencia de la infiltración tumoral por linfocitos T y la expresión de 

PD-L1, que se asocian a un mayor beneficio, aunque se necesitan más 

estudios para seleccionar la o las subpoblaciones linfocitarias más 

representativas, así como el punto de corte óptimo de PD-L1. 

2.Las mutaciones frameshift no son factores predictivos de respuesta a PD-

1/PD-L1 inh. 

3.Los tumores con mutaciones bialélicas en ARID1A presentan un marcado 

infiltrado linfocitario de células T, al contrario que los tumores con 

mutaciones bialélicas en PTEN y con activación de la vía de Wnt mediante 

mutaciones en CTNNB1. Estos hallazgos requieren de mayor investigación 

dado su potencial rol como factores predictivos de beneficio y resistencia a 

PD-1/PD-L1 inh, respectivamente. 

4.Las discordancias diagnósticas de fenotipo MSI-H/dMMR entre las 

técnicas de PCR y de IHQ se asocian a un beneficio limitado a los PD-

1/PD-L1 inh, pero no son motivo suficiente para no indicar dicho 

tratamiento a los pacientes. 

5.El desarrollo de biomarcadores de sensibilidad/resistencia a 

inmunoterapia debe contemplar el abordaje multimodal mediante análisis 

integrales que incluyan genómica, microambiente tumoral y microbioma, 

con especial interés en Fusobacterium nucleatum. 
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9. Líneas futuras 

El objetivo principal del presente proyecto ha sido la búsqueda de 

potenciales factores predictivos de respuesta a inmunoterapia en el cáncer 

colorrectal MSI-H/dMMR mediante un análisis de parámetros genómicos, 

de microambiente tumoral y de microbioma centrado en Fusobacterium 

nucleatum. Si bien las limitaciones mencionadas en el apartado 7.8. no han 

permitido extraer conclusiones de aplicación clínica inmediata, los 

resultados han generado hipótesis relevantes y, sobre todo, han puesto de 

manifiesto la relevancia del abordaje multimodal en el diseño de 

biomarcadores. Actualmente, y fruto de las conclusiones del proyecto, se 

está trabajando en:  

1.Ampliación de la cohorte de pacientes con los mismos criterios de 

inclusión que los del presente estudio con el fin de obtener mayor robustez 

de los resultados.  

2.Diseño de estudios prospectivos que incluirán pacientes con cáncer 

colorrectal MSI-H/dMMR tratados con inmunoterapia, y con obtención de 

muestras tumorales secuenciales. El fin será evaluar la dinámica de los 

análisis multiomics, incluyendo estudios de resolución espacial y funcional 

en la valoración del microambiente tumoral. 

Estas líneas futuras se desarrollarán en colaboración con otros centros de 

índole nacional e internacional que permitirán un reclutamiento adecuado 

de pacientes, atendiendo la baja prevalencia del cáncer colorrectal MSI-

H/dMMR. También se contará con la colaboración del TaskForce de cáncer 

colorrectal del VHIO, en el cual están implicados investigadores clínicos y 

básicos de diferentes disciplinas que cubren todo el enfoque multiomics 
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necesario. Asimismo, los resultados de estos trabajos supondrán la base 

de futuras tesis doctorales. 
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ANEXO 1 

Valores obtenidos en relación a los diferentes parámetros anaizados para 

el global de la cohorte y para cada grupo (media, desviación estándar, 

mediana, valor mínimo, valor máximo y rango intercuartílico) 

* U Mann - Whitney test 

** Benjamini – Hochberg adjusted p-values  
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ANEXO 2  

Datos utilizados para la elaboración de la figura R11 (a excepción de la 

proliferación linfocitaria) 
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ANEXO 3 

Financiación del trabajo 

El presente trabajo ha sido financiado por Ayudas Merck de Investigación 

2018 en el Área de Investigación Clínica en Cáncer Colorrectal. Los 

detalles de la mencionada ayuda se detallan a continuación. 

Título: Identificación de patrones genómicos y de respuesta a tratamiento 

en pacientes con cáncer colorrectal avanzado e inestabilidad de 

microstélites (IMS), y comparativa con características genómicas. clínicas y 

de respuesta a tratamiento de pacientes con tumores colorrectales 

hipermutados sin IMS. 

Investigadora Principal: Dra María Elena Élez Fernández 

Fuente de financiación: Fundación Merck Salud 

Dotación: 30.000 euros 

Periodo ejecución: 01/06/2018-01/06/2019 
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