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Resumen del proyecto

La inmunoterapia del cdncer utilizando anticuerpos contra PD1/PD-L1 constituye uno de los mayores progresos terapéuticos de la
ultima década. PD-L1 se encuentra en células tumorales e inmunitarias del microambiente tumoral. Al unirse al receptor PD-1, inhibe la
activacion de linfocitos T. Actualmente se investiga intensamente buscando biomarcadores precisos que identifiquen pacientes que
respondan mejor a este tipo de inmunoterapia. La biopsia liquida puede ser una muy buena posibilidad. ELl PD-L1 en sangre incluye
diferentes fracciones, como soluble (sPD-L1) y en exosomas (exo-PD-L1). El aumento de sPD-L1y exo-PD-L1 puede inhibir linfocitos T,
afectando la respuesta a la inmunoterapia. Atin no se ha definido el mejor procedimiento para evaluar PD-L1 en biopsia liquida. En este
trabajo comparamos dos estrategias de ELISA para cuantificar sPD-L1y exo-PD-L1, una con anticuerpos anti-PD-L1/anti-PD-L1y otra
con anti-antigeno Tn/anti-PD-L1. Se obtuvo plasma de 10 individuos controles sanos y de 37 pacientes con cdncer, incluyendo tumores de
pulmén, rinon, piel, orofaringeo, estdmago y cuello uterino, previo al inicio de la inmunoterapia. La purificacién de microvesiculas se
demostré mediante microscopia electrénica. Los dos tipos de ELISA mostraron capacidad para detectar PD-L1 en sangre, tanto en
plasma total como en exosomas. La mayor especificidad se observé para exo-PD-L1 con anti-PD-L1/anti-PD-L1y con antigeno Tn/PD-L1
en plama. En pacientes con cdncer, la mayor sensibilidad se vio para ambos métodos en plasma. En algunos pacientes los cambios en
los niveles de sPD-L1 mostraron buena correlacién con la respuesta al tratamiento. Conclusiones: la deteccion de sPD-L1 utilizando el
método antigeno Tn/PD-L1 mostré la mejor relacidn sensibilidad/especificidad, que podria predecir la respuesta a la inmunoterapia.
Este método aparece como una nueva estrategia para detectar PD-L1 en biopsia liquida. Se requiere de una casuistica mayor, con
seguimiento prolongado, para concluir sobre la utilidad clinica de los métodos utilizados.

Ciencias Médicas y de la Salud / Biotecnologia de la Salud / Tecnologias que involucran la identificacion de ADN, proteinas y enzimas /
Inmunoterapia del cdncer

Palabras clave: Inmunoterapia del cancer / PD-L1/ Biopsia liquida /
Antecedentes, problema de investigacién, objetivos y justificacién.

Un mayor conocimiento de la biologia del cdncer estd haciendo realidad la medicina personalizada, considerando que cada paciente es
Unico, al permitir la identificacién de biomarcadores pronésticos y predictivos que influyen en las decisiones terapéuticas. Con esto se
estdn logrando resultados clinicos muy superiores para los pacientes a la vez que se racionalizan recursos, se ahorra tiempo y dinero
al permitir evitar tratamientos que no aportardn resultados favorables. El uso de inhibidores de la proteina PD-1 (Programmed cell
death protein 1) y de su ligando PD-L1 (programmed cell death-ligand 1) se han convertido en procedimientos estandar para el
tratamiento de diversos tipos de cdncer (Saxena, 2020). En comparacién con los tratamientos convencionales, la monoterapia con
inhibidores de PD-1/PD-L1 puede prolongar significativamente la sobrevida sin efectos secundarios importantes en el tratamiento de
tumores avanzados (Qu, 2021). Este tipo de inmunoterapia ha revolucionado las estrategias para el tratamiento del cdncer, ya que tiene
como objetivo activar el sistema inmunolégico mediante la inhibicidn de puntos de control inmunitarios (Ribas and Wolchok, 2018).
Desafortunadamente, sélo en 20-40% de los pacientes se obtienen beneficios clinicos duraderos utilizando inhibidores de PD-1/PD-L1
(Borghaei, 2015, Brahmer, 2015, Herbst, 2016), lo que se debe en la mayoria de los casos, a que los pacientes presentan resistencia
primaria o adquirida a la inmunoterapia de estos puntos de control (Weiss and Sznol, 2021).

Este contexto, sumado al alto costo de los anticuerpos anti- PD-1/PD-L1, plantea la gran necesidad de identificar pacientes
potencialmente respondedores y no respondedores. En la prdctica clinica, el biomarcador predictivo mads utilizado es la expresion de
PD-L1 evaluada por inmunohistoquimica en muestras tumorales obtenidas mediante biopsia. Sin embargo, esta estrategia es de utilidad
limitada y controvertida, ya que numerosos pacientes con tumores negativos para PD-L1 también pueden responder a esta
inmunoterapia (Niu, 2021). La expresién de PD-L1 por inmunohistoquimica sigue siendo técnica y biolégicamente insuficiente,
principalmente debido a la heterogeneidad intratumoral, asi como diferentes niveles de expresion de PD-L1 entre las lesiones primarias
y metastdsicas. Actualmente, el diagndstico basado en la busqueda de elementos tumorales circulantes (biopsia liquida) esta
revolucionando las posibilidades diagndsticas, ya que representa mejor la carga tumoral global del paciente y siendo una muestra de
mds fdcil obtencidn, permite el control seriado y seguimiento molecular de la enfermedad en tiempo real. En el presente proyecto
buscamos generar conocimiento en esta drea, realizando la cuantificaciéon de PD-L1 en biopsia liquida, tanto en plasma como en
exosomas purificados.

Los exosomas son vesiculas extracelulares de bicapa lipidica, biolégicamente activas, con tamaios que oscilan entre 30 y 150 nm (van
Niel, 2018), producidas y liberadas naturalmente por diferentes tipos de células normales y tumorales (Kalluri, 2016; Zhang and Yu,
2019). Estas vesiculas cumplen un papel importante en la comunicacidn intercelular e influyen en el entorno extracelular y las
respuestas del sistema inmunolégico. Las células tumorales pueden producir activamente grandes niveles de exosomas enriquecidos
en contenidos celulares que participan en el desarrollo del cdncer y las metdstasis (Greening, 2015, Yi, 2020). PD-L1 se encuentra en la
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superficie de exosomas liberados por células tumorales y se ha demostrado la presencia de exosomas PD-L1 en sangre de paciente con
diferentes tipos de tumores como melanoma (Chen, 2018), cdncer de mama (Yang, 2018), glioblastoma (Ricklefs, 2018), cdncer de cabeza
y cuello (Theodoraki, 2018) y cdncer de pulmodn (Del Re, 2018). Estos exosomas PD-L1 pueden mediar un importante efecto
inmunosupresor de la misma manera que el receptor ubicado en la superficie celular (Zhou, 2020). EL PD-L1 exosémico es estable, no se
degrada fdcilmente por las enzimas proteoliticas y su potente efecto inmunosupresor sugiere el interés significativo que su evaluacién
puede tener en pacientes oncoldgicos (Tang, 2020).

Se encontré que los niveles plasmdticos de PD-L1 expresados en exosomas, pero no el soluble, se asocian con la progresién de la
enfermedad y las caracteristicas clinico-patoldgicas en pacientes con cdncer (Theodoraki, 2018; Li, 2019). Se ha demostrado una
asociacion significativa entre los niveles de PD-L1 exosomal circulante y la tasa de respuesta a la terapia con anticuerpos anti-PD1/PD-
L1 (Wang, 2021). Su importancia clinica se ha reportado para pacientes con cdncer de cabeza y cuello (Theodorak, 2018; Theodorak,
2019) cdncer gastrico (Fan, 2019), cdncer de pulmén (Li, 2019), cdncer de pdncreas (Lux, 2019) y melanoma (Chen, 2018). Sin embargo,
diversas evidencias clinicas y preclinicas controversiales han mostrado que los exosomas PD-L1 pueden inducir una menor tasa de
respuesta a los tratamientos anti-tumorales con anticuerpos anti- PD-1/ PD-L1 (Yin, 2021). En pacientes con melanoma, los niveles altos
de PD-L1 exosomal circulante antes del tratamiento se correlacionaron con peor respuesta al Pembrolizumab (Chen, 2018), lo que ha
llevado a plantear que la eliminacion de los exosomas PD-L1 circulantes podria servir como estrategia para mejorar la eficacia de la
terapia anti-PD1/PD-L1 en oncologia (Yin, 2021).

En los ultimos anos se ha trabajado intensamente en la busqueda de biomarcadores que identifiquen los grupos de pacientes que
obtengan el mejor beneficio del tratamiento con anticuerpos inhibidores de PD1/PD-L1 (Niu, 2021). Diferentes factores pueden influir en
el resultado de estos tratamientos y los tres procedimientos que han sido aprobados por la FDA son: a) el andlisis inmunohistoquimico
de expresion de PD-L1 en las células tumorales, cuyo valor es limitado; b) la inestabilidad de microsatélites, aplicable a pocos tipos de
cdncer; y) la carga de mutaciones tumorales (TMB), que requiere estudio de paneles de genes mediante secuenciacién masiva. También
emergen como pardmetros de interés el andlisis de los subtipos de linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), y la presencia de
neoantigenos tumorales. Existe una necesidad insatisfecha de biomarcadores no invasivos o minimamente invasivos como el andlisis de
una muestra de sangre, tanto para el diagndstico, como para la monitorizacién de estos tratamientos de inmunoterapia.

La naturaleza no invasiva de los estudios de biopsia liquida ofrece una clara oportunidad en este campo para pacientes con cdncer, en
qguienes el control de la enfermedad por biopsias repetidas constituye un procedimiento extremadamente invasivo y muchas veces el
abordaje de las lesiones tumorales puede ser inaccesible. Por otra parte, las muestras de biopsias de tejido pueden no reflejar con
precision el estado molecular de un tumor debido a la existencia de heterogeneidad intratumoral. Teniendo en cuenta los riesgos,
molestias para el paciente, los desafios logisticos incluido el alto costo que limitan la aplicacién de biopsias intervencionistas, la biopsia
liquida presenta una oportunidad atractiva para el diagndstico molecular minimamente invasivo (De Mattos-Arruda and Siravegna,
2021). Mientras que una biopsia de tejido proporciona una instantdnea del tumor en un tiempo y localizacién determinados, la biopsia
liguida tiene el potencial de proporcionar informacidn sobre el perfil molecular de la carga tumoral global del paciente, tanto al
comienzo del tratamiento como en la monitorizacién en tiempo real de la evolucién de la enfermedad, pudiendo captar la
heterogeneidad molecular dindmica (Pinzani, 2021). Esto resulta de particular importancia para el manejo de pacientes con cdncer
avanzado debido a la gran dificultad para obtener una muestra de tejido en algunos casos (Cecchini and Yi, 2020).

La biopsia liquida basada en el andlisis de ciertas mutaciones en ADN tumoral circulante libre en plasma (cfDNA, cell free DNA) ha
recibido aprobacién de la FDA como marcador predictivo de respuesta a inhibidores de tirosina-kinasa en pacientes con cdncer de
pulmén (Leighl, 2019). Recientemente han surgido evidencias sobre el interés de la caracterizacién molecular de los exosomas
circulantes como procedimiento de biopsia liquida (Urabe, 2020), debido a que los mismos transportan moléculas especificas de las
células tumorales, como proteinas, miARN, ARNm, ARN largo no codificante (IncRNA) y lipidos, aportando informacién crucial sobre el
estado de la enfermedad en un momento dado. En este contexto los exosomas PD-L1 circulantes en la sangre surgen como
biomarcadores de utilidad para predecir la respuesta a la inmunoterapia con anticuerpos anti-PD1/PD-L1 (Mathew, 2020). Como
analizamos previamente, la evidencia acumulada indica que los exosomas PD-L1 estdn involucrados en la intercomunicacién
inmunoldgica y tienen el potencial de ser un biomarcador revolucionario para la inmunoterapia del cdncer (Guo, 2017).

En el presente proyecto buscamos desarrollar un procedimiento de biopsia liquida para mejorar posibilidades de respuesta a los
tratamientos con anticuerpos anti-PD1/PD-L1, comparando con procedimientos ya reportados y adn no disponibles en nuestro pais.
Objetivos especificos de la investigacion fueron:

1) Desarrollar y optimizar procedimientos de biopsia liquida para la deteccién de exosomas PD-L1, asociando anticuerpos especificos de
cdncer con anticuerpos anti-PD-L1. Ya se ha comunicado un método con buena performance para la deteccion de exosomas PD-L1 en
plasma sanguineo (Chen et al., 2018), que utiliza un ELISA con anticuerpos anti-PD-L1 tanto en la captura en fase sélida como en el
revelado. Sin embargo, su estricta especificidad en muestras clinicas podria cuestionarse ya que PD-L1 se expresa también en
diferentes células normales, tanto de origen hematopoyético (linfocitos T, linfocitos B, macréfagos, células dendriticas y mastocitos),
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como en otras células normales, incluidas las endoteliales vasculares, queratinocitos, células de los islotes pancredticos, astrocitos y
placenta (Sun et al., 2018). Nuestra hipétesis es que la especificidad del procedimiento puede ser mayor si se efecta la inmunocaptura
de los exosomas utilizando anticuerpos que reconozcan antigenos muy especificos de cdncer, revelando luego con un anticuerpo anti-
PD-L1. Nuestro equipo de investigacién ha caracterizado extensamente al antigeno Tn (altamente especifico de carcinomas y no
expresado por células normales del organismo (Ju et al., 2013). Este antigeno, que se expresa en la superficie de las células de
carcinomas, podria ser utilizado para la captura, mediante un anticuerpo monoclonal especifico, de exosomas liberados por las mismas.
Por lo tanto, propusimos desarrollar un nuevo método para la deteccidon de exosomas-PD-L1y compararlo con el ya existente.

2) Comparar la sensibilidad y especificidad de los tests utilizando plasma de pacientes con cdncer y controles normales. Evaluamos la
sensibilidad y la especificidad comparando resultados obtenidos con muestras de individuos normales y pacientes con cdncer.

3) Correlacionar el nivel de PD-L1 en exosomas y plasma con la respuesta a la inmunoterapia con anticuerpos anti-PD1/PD-L1 en
pacientes con cdancer.

Metodologia/Disefio del estudio

- El proyecto de investigacion fue registrado en el Ministerio de Salud Publica (Registro MSP-7316530) y aprobado por el Comité de
Etica del Hospital Maciel (3/2/2023).

- Se obtuvo sangre de 47 individuos, que incluyd 37 pacientes con cdncer, previo al inicio de la inmunoterapia. Se recabé el
consentimiento de los pacientes mediante formulario informativo. Se estudiaron pacientes con tumores de pulmén, rifdn, piel,
orofaringeo, estdémago y cuello uterino (Tabla I). Los controles normales correspondieron a 10 donantes de sangre del Servicio de
Hemoterapia del Hospital Maciel.

- Plasma y aislamiento de exosomas. De cada individuo se obtuvieron 9 ml de sangre, utilizando tubos con EDTA. Luego de
centrifugacion de la sangre a 3.000 rpm, la mitad del plasma se utilizé para la purificacion de exosomas y la otra mitad para el estudio
de PD-L1 soluble en plasma total (Figura 1-A). La purificacion de exosomas se realizd a partir de plasma libre de células y de vesiculas
grandes (centrifugacion a 16.500 g durante 45 min). Utilizamos el sobrenadante para la purificacion de los exosomas empleando un kit
comercial especifico para este propdsito (Thermo Fisher, Cat# 4484450), siguiendo el procedimiento comunicado por Chen et al. con el
que previamente se obtuvieron muy buenos resultados (Chen et al., 2018). La obtencién de exosomas del plasma se demostré mediante
microscopia electrénica (Figura 1-B), realizada en el servicio de la Facultad de Ciencias (UdelaR).

- Métodos ELISA para la deteccién de PD-L1 en plasma y exosomas (Figura 1-C). Comparamos los resultados obtenidos con dos métodos
diferentes: Uno de ellos, denominado PD-L1/PD-L1, se realizé en placas de ELISA (96 pocillos) sensibilizadas con el anticuerpo
monoclonal anti-PD-L1 5H1 (Sigma). Luego del bloqueo de los sitios libres se incubaron con muestras de plasma toda la noche a 4°C.
Luego del lavado del material no unido se incubd con el anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 MIH1 biotinilado (eBioscience) durante 1 hora a
temperatura ambiente, seguido de incubacién con estreptativida-peroxidasa y revelado con tetrametilbencidina (TMB). La lectura
colorimétrica se realizé a 450 nm y como referencia utilizamos la proteina PD-L1 humana recombinante (I + D Systems, Cat # 156-B7)
para hacer una curva estdndar. La concentracidon de PD-L1 en la superficie de los exosomas aislados se determiné basado en el rango
lineal de los datos del ensayo ELISA.

La optimizacidn del otro método para la identificacion de exosomas PD-L1, denominado antigeno Tn/PD-L1, se basoé en la captura de los
exosomas utilizando un anticuerpo monoclonal especifico de cancer (83D4) que reconoce al anti-antigeno Tn (Osinaga et al., 2000). Este
procedimiento presenté la diferencia con el descrito mds arriba en que la sensibilizacién de la placa de ELISA se realizé con el
anticuerpo 83D4, en lugar de utilizar el anticuerpo anti-PD-L1 5H1. Luego de la incubacion con la muestra a estudiar, se adiciond el anti-
PD-L1 marcado y el revelado se realizé como en el primer procedimiento.

Cuando fue posible, en los pacientes se obtuvo una segunda muestra de sangre a los 2 meses de iniciado el tratamiento de
inmunoterapia, para comparar con los niveles iniciales de PD-L1 circulante. Los resultados de laboratorio se compararon con la
informacidn clinico-patoldgica para cada paciente, en particular lo referente a la respuesta a la inmunoterapia anti-PD1-PD-L1.

Resultados, andlisis y discusién

El proyecto buscé evaluar estrategias de biopsia liquida para detectar PD-L1 en pacientes con cdncer. Para ello nos planteamos las
siguientes preguntas:

a) ;es mejor trabajar con los exosomas purificados del plasma o con plasma total (donde estdn presentes los exosomas + proteinas PD-
L1 solubles)?
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b) ;es mejor utilizar un método que detecte todos los exosomas PD-L1 (provenientes de células tumorales y normales) o emplear un
procedimiento que principalmente capte exosomas de células cancerosas y sobre ellos detectar PD-L1?

Para responder a estas interrogantes optimizamos dos procedimientos de ELISA (Figura 1-A), en donde con el PD-L1/PD-L1 podemos
detectar todo el PD-L1 plasma (proteina soluble y exosomas); mientras que con el método antigeno Tn/PD-L1 evaluamos la presencia de
PD-L1 en exosomas principalmente de origen tumoral.

En la Figura 2 se muestra la comparacion de los resultados obtenidos en plasma total con respecto a los exosomas purificados,
utilizando el método PD-L1/PD-L1, para la poblacién de pacientes con cdncer. Se observa que la mayoria de los casos positivos en
exosomas, también lo fueron en plasma total. Las dos excepciones fueron los pacientes 13 y 20, que resultaron positivos en exosomas y
no en plasma. Por el contrario, varios pacientes (2, 3, 8, 17, 33 y 36) fueron positivos PD-L1 en plasma y no en exosomas.

En la Figura 3 se muestra la comparacion plasma vs exosomas para el método antigeno Tn/PD-L1. Un ndmero importante de pacientes
fueron PD-L1 positivos en plasma y no en exosomas para este procedimiento. Sin embargo, los pacientes 20 y 28 fueron positivos en
exosomas y no en plasma.

Es importante la constatacién de la alta concordancia de los resultados obtenidos con los procedimientos de ELISA PD-L1/PD-L1y
antigeno Tn/PD-L1 en plasma total de los pacientes con cdncer (Figura 4); lo que sugiere que la sensibilidad para la deteccién de PD-L1
es muy similar entre ambos procedimientos.

Para determinar la especificidad de los procedimientos para detectar PD-L1 circulante en pacientes con cdncer, estudiamos 10
individuos controles sanos, correspondientes a donantes de sangre del Servicio de Hemoterapia del Hospital Maciel. En la Figura 5 se
muestran los resultados obtenidos con ambos procedimientos de ELISA, tanto para plasma total como para exosomas purificados. Los
mejores resultados de especificidad se observaron para PD-L1/PD-L1 en exosomas purificados y para antigeno Tn/PD-L1 en plasma
total.

Analizados globalmente los resultados de sensibilidad y especificidad, observamos que ambos métodos ELISA basados en la deteccion
de PD-L1 en plasma total fueron mds sensibles que los tests que analizaron a los exosomas purificados. Nuestros resultados
concuerdan con los hallazgos de He y cols. (2023) y Shin y cols. (2023). Ello podria explicarse por diferentes motivos:

- el método PD-L1/PD-L1 tiene la posibilidad de identificar tanto al PD-L1 presente en la superficie de los exosomas como a las
moléculas de PD-L1 que circulan solubles en el plasma (Daassi y col., 2020). Ello puede tener importancia bioldgica, ya que ambas
formas de PD-L1 pueden afectar la respuesta a la inmunoterapia (Zhang y col., 2024).

- lo expresado mds arriba no puede explicar la mayor sensibilidad en plasma del método antigeno Tn/PD-L1, debido a que la molécula
PD-L1 no contiene Tn, por lo que este test no puede detectar a PD-L1 soluble libre en plasma. La deteccidn por este procedimiento se
basa en captar a los exosomas Tn positivos, los cuales pueden expresar a PD-L1. Por lo tanto, la mayor sensibilidad del método antigeno
Tn/PD-L1 con muestras de plasma total seguramente se debe a que capta mds exosomas PD-L1+ del plasma total que en la muestra de
exosomas purificados. Ello puede estar relacionado con pérdida, que suele ocurrir, durante un proceso de purificaciéon de moléculas o
componentes celulares (exosomas en este caso).

Por otra parte, globalmente considerados, los procedimientos con mejor especificidad (resultado negativo o con bajos niveles en las
muestras de los individuos controles sanos) fueron el método PD-L1/PD-L1 estudiando los exosomas purificados y el método antigeno
Tn/PD-L1 en muestras de plasma total. Por lo tanto, la mejor relacién entre sensibilidad y especificidad la observamos para método
antigeno Tn/PD-L1. Este hallazgo es muy interesante, porque se trata de un desarrollo original, no publicado, a diferencia de método
PD-L1/PD-L1.

En diversos trabajos, donde se ha estudiado la relacién ente PD-L1 en biopsia liquida y la respuesta de los pacientes a la
inmunoterapia, sélo se ha tenido en cuenta, el valor de PD-L1 al inicio del tratamiento (Széles y col., 2023; Hayashi y col, 2024). Por otra
parte, en otros trabajos se ha observado que puede ser de mayor utilidad obtener dos muestras de sangre, una previo al inicio de la
inmunoterapia y otra luego de iniciado el tratamiento, habitualmente a los dos meses (Constantini y cols. 2018; He y cols., 2024; Oya y
cols., 2024). En nuestro proyecto, pudimos obtener una segunda muestra de sangre en 12 pacientes, a los dos meses de iniciado el
tratamiento. En las Figuras 6 y 7 se muestran los resultados obtenidos para esos pacientes, con ambos métodos de diagnéstico de PD-
L1, para plasma total y exosomas.

Para concluir sobre la utilidad clinica de los resultados obtenidos se requiere evaluar la sobrevida global y el tiempo libre de
enfermedad de los pacientes, lo que requiere de varios anos de seguimiento clinico. Esa informacién no fue posible de obtener aun,
ante la corta duracién del proyecto. Sin embargo, observamos algunos casos donde se constaté una clara respuesta favorable al
tratamiento con inmunoterapia anti-PD1/PD-L1. Son el paciente 14 (cdncer escamoso de piel) y el 19 (cdncer de rifidn a células claras).
En el paciente 14 ocurrié una muy evidente disminucion de PD-L1 circulante, de forma coincidente al ser evaluado por los dos métodos,
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tanto en plasma como en exosomas. Esta observacion es coherente con la disminucién observada en PD-L1 plasmdtico para la mayoria
de los tumores, incluidos los cdnceres de piel (Scirocchiy cols., 2022). Por el contrario, en el paciente 19 se observé un aumento
significativo de PD-L1 circulante, resultado también coincidente entre las cuatro determinaciones realizadas (figuras 6 y 7). En el caso
de los cdnceres de rindn, se ha comunicado que la respuesta a la inmunoterapia con anticuerpos anti-PD1/PD-L1 se asocia con aumento
del PD-L1 del plasma (Incorvaia y cols., 2020).

Los resultados obtenidos son muy alentadores y nuestro plan de trabajo no se detiene con el cumplimiento del cronograma del proyecto.
Entendemos fundamental incorporar mds pacientes a este tipo de andlisis y poder realizar un seguimiento clinico de duracién acorde
para documentar la respuesta o no a la inmunoterapia.

Conclusiones y recomendaciones

Luego de 18 meses de actividad en el proyecto, que implicé la compra de equipos e insumos, el desarrollo y la optimizacién de los
métodos de ELISA, el reclutamiento gradual de los pacientes, los estudios de biopsia liquida y la evaluacidn de la evolucién de cada
enfermo, podemos concluir:

- El proyecto permitié incorporar al Hospital Maciel, por primera vez en nuestro pais, la posibilidad de analizar a la molécula PD-L1en
biopsia liquida, método no invasivo de potencial utilidad para evaluar la respuesta de pacientes a la inmunoterapia con anticuerpos
anti-PD1/PD-L1.

- Se transfirié al Laboratorio de Oncologia Molecular del Hospital Maciel el procedimiento el PD-L1/PD-L1, utilizado en diversos
laboratorios del mundo, pero que aldn no esta aprobado para diagnéstico médico.

- Se generd un nuevo desarrollo (antigeno Tn/PD-L1), que mostro similar sensibilidad con mayor especificidad con respecto al método
PD-L1/PD-L1. Si en la continuidad del trabajo en curso se confirman estos resultados, existirian posibilidades de patentar al nuevo
método.

- La correlacién con la respuesta al tratamiento, aiin muy preliminar, mostré casos en donde los cambios en el nivel de PD-L1 en plasma
se asociaron con la respuesta a la inmunoterapia.

- El proyecto favorecié la formacién de recursos humanos en esta nueva drea del diagnéstico, en particular la Q.F. Eugenia Ferndndez
(estudiante de Doctorado PEDECIBA sobre la temdtica de biopsia liquida en cdncer) y los Dres. Diego Santana y Mariana Carrasco
(residentes de Oncologia, realizando tesis de Maestria Pro.In.Bio.).

- La actividad del proyecto fue fundamental para consolidar un nuevo dmbito de investigacién bdsico-clinico en el Hospital Maciel, en
colaboracién con el Depto. de Inmunobiologia de la Facultad de Medicina (UdelaR). La riqueza de este dmbito fortalece también las
posibilidades de trasladar los conceptos y herramientas moleculares a la prdctica clinica.

- Una de las recomendaciones que podemos sugerir, es que teniendo en cuenta el alto impacto que en el dmbito médico suelen tener los
proyectos financiados por el Fondo Sectorial de Salud, las aperturas de estos llamados se realicen con mayor frecuencia.
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Productos derivados del proyecto

Tipo de

producto Titulo Autores Identificadores URI en repositorio de Silo

Presentaciéon Biopsia Eugenia https://www.colibri.udelar.edu.uy/jspui/handle/20.500.12008/46324 Finalizado
en evento liquida de Ferndndez,

PD-L1en Diego

pacientes Touya,

oncoldgicos. Diego
Comparacién  Santana,
de tres Lucia
métodos de  Argencio,
deteccion. Laura
Vera,
Wilson
Golomar,
Laura
Cawen,
Carlos
Meyer,
Silvina
Malvasio,
Nabila
Elgul,
Marcos
Acosta,
Gabriela
Moreira,
Aracely
Ferrari,
Beatriz
Villar, Juan
Ferrari,
Nora
Berois 'y
Eduardo
Osinaga
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