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Resumen

En esta tesis se analizé la relacion entre el prondstico del cancer
gastrico y biomarcadores moleculares, bioquimicos y clinicos. El disefio
del estudio fue observacional, ambispectivo y multicéntrico compuesto
por dos cohortes: una cohorte de pacientes con cancer gastrico
localizado y otra con cancer gastrico metastasico. En la cohorte de
cancer gastrico localizado se observO un peor prondstico en los
pacientes con un déficit grave de vitamina D. Asi como a nivel
molecular, los pacientes con infraexpresion de miR-125b, miR-181b-
5p, miR181c-5p, miR-181d-5p en tejido tumoral y adyacente al tumor
presentaron un menor tiempo hasta la recaida y peor supervivencia
global. Ademas, fue desarrollada una escala denominada PALV basada
en los niveles basales de proteina C reactiva, albimina, vitamina D y
estado funcional. Esta escala distinguid de forma estadisticamente
significativa un grupo de pacientes de alto riesgo (grupo C) con peor
supervivencia global y menor tiempo hasta la recaida en comparacion
con los pacientes de riesgo bajo e intermedio. En la cohorte de cancer
gastrico metastasico, biomarcadores inflamatorios como el ratio
neutrdfilo-linfocito basal y el ratio neutréfilo-linfocito diferencial
fueron factores prondsticos independientes para la supervivencia global
en pacientes con quimioterapia paliativa; ademas la combinacion de
ambas medidas tuvo un valor predictivo de respuesta a primera linea de
quimioterapia.

Palabras clave: Carcinoma géstrico, estado proinflamatorio, ratio
neutrofilo-linfocito , miRNA, vitamina D.
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Resumo

Nesta tese analizouse a relacion entre o prognostico do cancro
gastrico e biomarcadores bioquimicos, moleculares e clinicos. O
desefio do estadio foi observacional, ambispectivo e multicéntrico
composto por ddas cohortes: unha en estadio localizado e outra en
estadio mestastasico. Na cohorte de cancro gastrico localizado
observouse un peor progndstico nos pacientes con un déficit grave de
vitamina D. Asi como a nivel molecular, o0s pacientes con
infraexpresion de miR-125b, miR-181b-5p, miR181c-5p, miR-181d-
5p no tecido tumoral e adxacente ao tumor presentaron un menor
tempo ata a recaida e peor supervivencia global. Ademais,
desenvolveuse unha escala denominada PALV conformada polos
niveis basais da proteina C reactiva, albimina, vitamina D e o0 estado
funcional. Esta escala diferenciou de forma estatisticamente
significativa un grupo de paciente de alto risco (grupo C) con peor
supervivencia global e menor tempo ata a recaida en comparacion cos
pacientes de risco intermedio e baixo. Na cohorte de cancro gastrico
metastasico o ratio neutrofilo-linfocito basal e o ratio neutrdfilo-
linfocito diferencial foron factores prognosticos independentes para a
supervivencia global nos pacientes en tratamento de quimioterapia
paliativa; ademais a combinacién de ambas medidas tivo un valor
preditivo de resposta & primera lifia de quimioterapia.

Palabras clave: Carcinoma gastrico, estado proinflamatorio, ratio
neutréfilo-linfocito, miRNA, vitamina D.
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Abstract

In this thesis, the relationship between prognosis in gastric cancer
and biochemical, molecular and clinical markers was related.
Observational, ambispective and multicentric trial was designed with
two cohorts: localized and metastatic gastric cancer. In localized
gastric cancer cohort, patients with severe deficiency of vitamin D
presented poor prognosis. Patients with downregulated miR-125b,
miR-181b-5p, miR181c-5p and miR-181d-5p in tumoral and normal
tissue adjacent to tumor presented shorter time to relapse and worse
survival. PALV score was stablished based on C-reactive protein,
albumin, vitamin D and functional status. Patients with high score
presented worse survival and shorter time to relapse compared to low
and intermediate risk. In metastatic gastric cancer setting, basal
neutrophil-to-lymphocyte ratio and change neutrophil-to-lymphocyte
ratio were independent prognostic factors in overall survival.
Furthermore, these measures combined were predictive factors of
response in first line chemotherapy.

Keywords: Gastric cancer, inflammatory status, neutrophil-to-
lymphocyte ratio, miRNA, vitamin D.
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1. INTRODUCCION

1.1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER GASTRICO

La evolucion del cancer gastrico a lo largo de los afios ha venido
condicionada en gran parte por la modificacion del tipo de dieta y la
conservacion de los alimentos en las distintas culturas. La primera
documentacién data del afio 3000 a.C. mediante inscripciones
jeroglificas en el antiguo Egipto. La conservacion de los alimentos
basada en sal y ahumados ha sido relacionada con un mayor riesgo,
observandose asi una mayor incidencia en las regiones geograficas en
las que la alimentacion se centra en estos métodos (este de Asia, este
de Europa y Sudamérica)(1).

Eastern Asia

Central and Eastern Europe

South America

Polynesia

Western Asia

Melanesia

Southern Europe

Central America

Caribbean

Western Europe

0 40 80 12 16 20 2
Data source:GLOBOCAN 2020 ASR (World) per 100 000

N 20;
Graph production: Global Cancer Observatory (hng:l/gco,im.ﬁ/)
© International Agency for Research on Cancer 2021

teenabinl Agency for Resesrch on Cancer

@

Figura 1. Tasa de incidencia estimada de cancer gastrico en 2020. Reproducida con
el permiso de © International Agency for Research on Cancer. Hyuna Sung, Jacques
Ferlay y cols. 2021;71(3):209-249 (2) Fuente: Global Cancer Observatory 2020.
International Agency for Research on Cancer. https://gco.iarc.fr
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Hasta 1990 el cancer gastrico era la principal causa de muerte por
cancer(3). Posteriormente, el cancer de pulmén, vinculado
principalmente al tabaco, ocup6 el primer lugar en paises
occidentales(4). En la actualidad, el cancer gastrico es la cuarta causa
de muerte por cancer tras otras localizaciones como pulmon y cancer
colorrectal, y ocupa el quinto lugar en tasa de incidencia global (5)
(Figura 2y 3).

Lung
1796 144 (18%)

Other cancers
3932 768 (39.5%)

Colorectum
935 173 (9.4%)

Liver
830 180 (8.3%)
Pancreas Stomach
466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)
Oesophagus Breast
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Figura 2. Numero estimado de muertes en 2020. Reproducida con el permiso de ©
International Agency for Research on Cancer. Hyuna Sung, Jacques Ferlay y cols.
2021;71(3):209-249. (2) Fuente: Global Cancer Observatory 2020. International
Agency for Research on Cancer. https://gco.iarc.fr

A pesar de la disminucion en la tasa de incidencia global en los
altimos afos, los datos varian en funciéon de la region anatémica
debido a las diferencias en la etiologia y patogénesis. El cancer
gastrico es clasificado anatomicamente en dos regiones, proximal o
cardial y distal o no cardial.
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Breast
2261419 (11.7%)

Lung
2206771 (11.4%)

Colorectum
1931590 (10%)
Prostate
1414 259 (7.3%)
Stomach

1089 103 (5.6%)

Other cancers
8879 843 (46%)

Cervix uteri Liver
604127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Figura 3. NUmero de casos nuevos en 2020, ambos sexos, todas las edades.
Reproducida con el permiso de © International Agency for Research on Cancer.
Hyuna Sung, Jacques Ferlay y cols. 2021;71(3):209-249. (2) Fuente: Global Cancer
Observatory  2020. International Agency for Research on Cancer.
https://gco.iarc.fr

Los tumores originados en la region no cardial, cuya causa mas
importante es la infeccion por H.pylori, muestran un descenso en
incidencia debido a la mejoria del tratamiento antibidtico y sanitario,
cambios en la conservacion de alimentos y aumento en el consumo de
vegetales y disminucion del habito tabaquico (6). Por otra parte los
tumores de origen cardial presentan un aumento en la incidencia
durante el mismo periodo y estan relacionados etiol6gicamente con la
obesidad y reflujo gastroesofagico; esta tendencia se observa
fundamentalmente en paises desarrollados(7).

En cuanto a la distribucién por sexo y edad, se observa una
afectacion dos o tres veces mayor en hombres y ancianos(5) (Figura
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4). El 70% de los casos se diagnostican en paises desarrollados,
aunque debemos tener en cuenta los limitados registros en paises en
vias de desarrollo. La tasa de incidencia varia también en relacion con
la raza observandose un mayor riesgo en personas procedentes del este
de Asia y Europa del este, asi como la poblacién de América del Sur.

Los factores ambientales influyen en mayor medida que el
componente genético en el desarrollo del cancer gastrico. En
Norteamérica se ha descrito una disminucion del riesgo de incidencia
en las segundas y terceras generaciones de ascendientes procedentes
del este de Asia (Japon); en esta poblacién se han observado unos
habitos de vida y alimentacion muy similares al pais de residencia.

El principal factor de riesgo relacionado con el cancer géastrico es
la infeccion por H.pylori(8), dicha bacteria desempefia un papel
fundamental en la asociacion entre la Ulcera gastrica y desarrollo del
carcinoma. La sintomatologia relacionada con la infeccion es
infrecuente y la deteccion puede realizarse en heces o saliva. La
prevalencia aumenta con la edad y presenta una variacion geografica
con las tasas mas elevadas en Asia (9).

La infeccion persistente por H.pylori produce atrofia gastrica
seguida de metaplasia intestinal, la cual puede desencadenar displasia
y hasta en un 90% de los casos, adenocarcinoma gastrico distal o
subtipo no-cardial (10). En cambio, no se ha demostrado una relacién
causal con el subtipo cardial o proximal, describiéndose ademas la
posibilidad de una relacién inversa debido la reduccion en la
produccion de &cido gastrico en la porcion proximal del estbmago(10).

Otro patogeno relacionado es el virus de Epstein-Barr (EBV), el
cual se encuentra en el 80% de las células malignas a nivel gastrico,
en este caso el mecanismo de carcinogénesis no es claro(11).
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La obesidad es otro factor de riesgo relevante y complejo debido
al estado proinflamatorio inducido a traves la activacion de la
interleuquina 6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) entre
otros mecanismos (12).

Otros factores de riesgo como la alta ingesta de sal, nitratos y
adobos, el hébito tabaquico, ademas un bajo nivel socioeconémico
con escasa ingesta de vegetales y productos frescos estan relacionados
con un mayor riesgo(13).

Incidence - Mortality
Females

Eastern Asia

Central and Eastern Europe
World

South America

Western Asia

Polynesia

Southern Europe
Melanesia

Caribbean

Central America

40 35 30 15 20 25 30 35

ASR(World) per 100 000

Figura 4. Tasa de incidencia de cancer gastrico por sexo. Reproducida con el
permiso de © International Agency for Research on Cancer. Hyuna Sung, Jacques
Ferlay y cols. 2021;71(3):209-249. (2) Fuente: Global Cancer Observatory 2020.
International Agency for Research on Cancer. https://gco.iarc.fr

Desde 1970 la tasa de mortalidad del cancer gastrico ha disminuido
en los paises desarrollados, en parte debido a los avances terapéuticos,
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modificaciones en la conservacion de alimentos y programas de
deteccion temprana. Sin embargo, el retraso diagnostico en méas del
50% de los casos debido a la escasa sintomatologia, ademas de la alta
tasa de recidiva, le confieren mal prondstico a corto plazo.

La tasa de supervivencia a los 2 afios en estadios localmente
avanzados es inferior al 40% y en torno al 10% en cancer gastrico
metastasico. Globalmente, la tasa de supervivencia a los 5 afios varia
entre el 10 y 30%(14). La recidiva se presenta fundamentalmente a
nivel locorregional (6rganos adyacentes, peritoneo y afectacion
ganglionar) y a distancia a través de la diseminacion linfatica y
hematdgena. En base a los datos de registro del Observatorio Global
del Céncer, GLOBOCAN, se estima que en los proximos afios la
incidencia de cancer gastrico aumentard en ambos sexos; en parte
debido al incremento de los tumores de origen cardial (15)(Figura 5y
6).

Estimated number of incident cases from 2018 to 2040, stomach, both sexes, all ages
[ 3 ®

': 100 000 'Demngraph\: changes

2018 2040

World
1033701 1758810

Data source:GLOBOCAN 2018
Graph production: Global Cancer Observatory (http://gco.iarc.fr/)
© International Agency for Research an Cancer 2018

Figura 5. Incidencia estimada desde 2018 hasta 2040 en cancer gastrico, ambos
sexos. Reproducida con el permiso de © International Agency for Research on
Cancer. Hyuna Sung, Jacques Ferlay y cols. 2021;71(3):209-249.(2) Fuente: Global
Cancer Observatory 2020. International Agency for Research on Cancer.
https://gco.iarc.fr
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Estimated number of incident cases from 2018 to 2040, stomach, males and females, all ages
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Figura 6. Incidencia estimada desde 2018 hasta 2040 en cancer gastrico, hombres y
mujeres. Reproducida con el permiso de © International Agency for Research on
Cancer. Hyuna Sung, Jacques Ferlay y cols. 2021;71(3):209-249. (2) Fuente: Global
Cancer Observatory 2020. International Agency for Research on Cancer.
https://gco.iarc.fr

1.2. CLASIFICACION: ANATOMICA, HISTOLOGICA Y MOLECULAR

A nivel anatomico, la clasificacion en distintas regiones es
importante debido a las diferencias desde el punto de vista etiolégico,
epidemioldgico, pronostico y terapéutico (16). Podemos distinguir los
tumores de la unién gastroesofagica (UGE) o cardias de los tumores
gastricos o no-cardias, los cuales estan localizados en el fundus,
cuerpo, antro y piloro.

La diferenciacion a nivel de la UGE fue establecida mediante la
clasificacion de Siewert (Siewert I: tumor localizado en es6fago distal,
Siewert Il: epicentro localizado al menos 1cm por encima 0 2 cm por
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debajo de la UGE, Siewert 1l o subcardiales: epicentro esta localizado
entre 2 y hasta 5cm por debajo de la UGE) (17). La clasificacion TNM
82 edicidn establecid recientemente dos categorias para la clasificacion
de los tumores de la unidén gastroesofégica: se incluye en cancer
esofagico cuando el epicentro del tumor se encuentra en los 2 cm de la
UGE vy se extiende al es6fago (Siewert I/11); se incluye en cancer
gastrico cuando el epicentro del tumor esta a mas de 2 cm de la UGE.
Esta diferenciacion se ha mantenido a lo largo de los diferentes
estudios clinicos en la investigacion en cancer gastrico debido al
distinto comportamiento y evolucién de la enfermedad, asi como en el
nivel de respuesta a los distintos tratamientos oncoldgicos:
radioterapia, inmunoterapia y quimioterapia entre otros.

La clasificacion TNM 8?2 edicion, actualizada en el 2017 por la
American Joint Comittee on Cancer, AJCC, nos permite realizar la
estadificacion tumoral basandose en el tamafio del tumor primario (T),
afectacion ganglionar (N) y presencia 0 no de metastasis (M)(18)
(Tabla 1).

Esta clasificacion tiene una clara relacion con el pronostico de la
enfermedad, siendo por lo tanto, una herramienta basica en la
planificacion del tratamiento. Asi la tasa de supervivencia a 5 los afios
en el estadio 1A es del 95%, estadio IB 87%, I1A 50%, 1B 61%,I11A
38%, 111B 20%, I11C 9%, 1V 0%.

Ademés, esta clasificacion presenta algunas limitaciones
relevantes ya que aporta Unicamente informacion acerca de la
situacion estatica del tumor. No refleja la situacion inmune ni clinica
del paciente, siendo ésta relevante en cuanto a supervivencia. Ademas,
la clasificacion vigente TNM se basa de los hallazgos
anatomopatoldgicos tras la intervencion.
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Tabla1. Modificada de la clasificacion de cancer gastrico, clasificacion TNM 8° edicion.

Tumor primario (pT)

e Tis: carcinoma in situ.

e T1: invade la lamina propia o muscularis mucosa (pT1a), invade la
submucosa (pT1b).

e T2: invade las muscularis propia.

e T3 penetra en la subserosa, tejido conectivo sin invasion del peritoneo
visceral o estructuras adyacentes.

e T4: invade la serosa- peritoneo visceral (pT4a), invade estructuras u
organos adyacentes (pT4b).

Afectacion ganglionar regional (pN)

e NO: no afectacion ganglionar regional.

e N1: en 10 2 ganglios regionales.

e N2: en 3 a 6 ganglios regionales-

e N3: en 7 a 15 ganglios regionales (N3a), en 16 o mas ganglios (N3b)

Los ganglios regionales incluyen: curvatura mayor gastrica, omento mayor,
curvatura menor gastrica, omento menor, paracardial (cardioesofagico) derechos
y izquierdos, gastroduodenal suprapildrico e infrapildrico, gastroepiploico, arteria
gastrica izquierda, arteria celiaca, arteria hepatica comuin, hepatoduodenal,
portal, arteria esplénica, ganglios del hilio esplénico.

Metastasis a distancia (pM)

¢ MO: no metastasis a distancia.
¢ M1: metastasis a distancia.

Desde el punto de vista histolégico, el subtipo més frecuente es el
adenocarcinoma y en lo sucesivo cuando se haga referencia a “cancer
gastrico” se hara referencia unicamente este subtipo. El resto
representan un porcentaje bajo y entre los cuales podemos destacar el
linfoma MALT vy los tumores neuroendocrinos. El adenocarcinoma
gastrico presenta una patogenia, morfologia y diferenciacion celular
heterogénea, por lo cual se desarrollaron varios sistemas de
clasificacion histopatoldgica pudiendo destacar dos de ellos por ser los
mas ampliamente utilizados: clasificacion de Lauren y el sistema de la
OMS - WHO (Organizacién Mundial de la Salud).

45



ANTIA COUSILLAS CASTINEIRAS

La clasificacion de Lauren diferencia dos subtipos histologicos
principales: intestinal (bien y moderadamente diferenciado, estructura
glandular, relacionado etiolégicamente con H.pylori) y difuso
(pobremente diferenciado, células solitarias 0 no cohesivas, mas
frecuentemente relacionado con alteraciones genéticas en su
etiopatogenia como las pérdida de expresion de la e-cadherina por una
mutacion germinal, somatica o un silenciamiento epigenético
mediante la hipermetilacion del promotor de CDH1; ademés del
subtipo mixto e indeterminados(19). Cada uno de los cuales presenta
una etiopatogenia y pronoéstico diferente.

La clasificacion de la OMS (WHO) incluye cinco subtipos:
tubular, papilar, mucinoso, pobremente cohesionado y variantes raras.
Las dos primeras se corresponden con el subtipo intestinal y el
pobremente cohesivo (célula en anillo de sello) se corresponde a su
vez con el subtipo difuso de Lauren.

A pesar de los sistemas de clasificacibn mencionados, seguimos
observando importantes diferencias en el prondstico, evolucion de la
enfermedad y respuesta al tratamiento en el cancer gastrico debido a la
heterogeneidad intratumoral e intertumoral que presenta. Por lo tanto,
son necesarios nuevos sistemas de clasificacion complementarios para
dirigir un tratamiento individualizado a los pacientes.

El grupo de investigacion TCGA (The Cancer Genome Atlas) (20)
publico los resultados de 295 pacientes con adenocarcinoma gastrico
pacientes no tratados previamente con quimioterapia ni radioterapia en
los que se realizo un estudio del perfil molecular mediante NGS (Next
generation sequencing). El objetivo principal es la identificacion de
alteraciones genéticas comunes que permita una clasificacion
molecular en base a la cual se puedan desarrollar tratamientos
dirigidos e individualizados. La clasificacion molecular propuesta
diferencia cuatro subtipos (figura 7): VEB positivo o virus Epstein-
Barr (9%) el cual se ha observado méas frecuente en varones y
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localizados en fundus y cuerpo; MSI o tumores con inestabilidad de
microsatélites (22%) mas frecuentemente en mujeres y ancianos; GS o
genéticamente estables (20%) descrito en pacientes mas jovenes y
relacionado con el subtipo difuso de Lauren, mutaciones en RHOA,
CDH1, CLDN18/ARHGAP vy vias de angiogénesis; CIN o tumores
con inestabilidad cromosomica (50%) asociado con el subtipo
intestinal y localizado més frecuentemente en cardias y union
gastroesofagica (21-23).

Unidn gastroesofégica

CIN:

Histologia intestinal
Mutacion TP53
Activacién RTK-RAS

Cuerpo

EBV:
EBV-CIMP
Mutacién PIK3CA
Sobreexpresion PDL1/2
Silenciamiento CDKN2A

MSI:

Hipermutado
Silenciamiento MLH1

CIMP-géstrico

Gendomicamente estable:
Histologia difusa
Mutacion CDH1, RHOA
Fusidn CLDN18-ARHGAP
Adhesidn celular

Figura 7. Caracteristicas moleculares de los subtipos de carcinoma gastrico.
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1.3. TRATAMIENTO DEL CANCER GASTRICO

Los avances en el tratamiento del cancer gastrico han conseguido
un aumento en la supervivencia global tanto en estadios precoces
como avanzados. Sin embargo, este tipo de tumor presenta alin una
alta tasa de recaida y mortalidad; debido a esto, los nuevos sistemas de
estratificacion de riesgo, las terapias personalizadas con tratamientos
dirigidos y la intensificacion de esquemas de quimio-radioterapia, son
los objetivos de los actuales estudios en marcha.

El tratamiento del cancer gastrico se puede dividir en dos
categorias segun la intencionalidad del mismo, tratamiento radical en
aquellos tumores locales o localmente avanzados y paliativo en
aquellos con enfermedad metastasica.

En el cancer gastrico localizado la cirugia continta siendo el eje
fundamental de la terapéutica en este escenario; por lo tanto, conseguir
una reseccion completa con unos margenes negativos(24) y una
adecuada linfadenectomia influye en el prondstico de la
enfermedad(25). Este es el objetivo del esquema perioperatorio en el
que se administra quimioterapia antes y después de cirugia, para
conseguir la méaxima citorreduccion y disminuir el riesgo de recaida.
El esquema estandar desde el afio 2006 en Europa ha consistido en la
administracion de tres ciclos previos y tres ciclos tras la cirugia
conocido como esquema MAGIC (26). Este es un estudio
multicentrico de 503 paciente aleatorizados a recibir tres ciclos pre y
post cirugia de 5Fluorouracilo en infusion continda 200mg/m2 diario,
cisplatino 60mg/m2 y epirrubicina 50mg/m2 cada 21 dias comparado
con cirugia sola. Los 503 pacientes incluidos tenian un estadio >Ib,
performance status 0-1 y una edad media de 62 afios. La mediana de
supervivencia global en el brazo experimental fue de 24 versus 20
meses, la tasa de supervivencia global a 5 afios fue del 36% versus
23% (p=0.009) y se objetivé un menor riesgo de progresion de la
enfermedad (HR 0.66; 95% IC 0.53-0.81; P<0.001).
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Este estudio demostré un beneficio a favor del esquema de
guimioterapia perioperatoria en comparacion con la cirugia. La
toxicidad fundamentalmente hematol6gica y gastrointestinal fue
manejable.

En Junio de 2017 el estudio con el esquema FLOT fue presentado
en el Congreso Americano de Oncologia y fue publicado en 2019
(27). Este estudio realizado en 716 pacientes con céncer gastrico
localizado, cT2 y/o afectacion ganglionar, compara la administracion
de 4 ciclos previos y posteriores a la cirugia de docetaxel 50 mg/m?,
oxaliplatino 85 mg/m?, leucovorin 200 mg/m2 y 5 fluorouracilo en
infusion de un dia 2600 mg/m2 cada dos semanas con el esquema
MAGIC anteriormente descrito. Los resultados demuestran un
aumento de la supervivencia global de 50 versus 35 meses con un de
HR 0.77 (95% CI, 0.63-0.94) p=0-012, supervivencia libre de
progresion 30 versus 18 meses con HR 0.75 (95% CI, 0.62-0.91)
p=0.0036. La tasa de respuestas patoldgicas completa fue del 15% vs
6%; p=0.02. Tras los resultados publicados, el esquema FLOT se ha
convertido en el estandar en quimioterapia perioperatoria.

El tratamiento de quimioterapia complementario o adyuvante tras
la cirugia también ha demostrado beneficio en supervivencia global.
El estudio CLASSIC fue realizado pacientes asiaticos (28), en este
estudio fueron aleatorizados 1035 pacientes a recibir tratamiento
adyuvante con oxaliplatino 130 mg/m2 y capecitabina a 1000 mg/m?
cada 12 horas durante 14 dias cada 21 dias durante 6 meses
comparado con observacion tras la cirugia. El beneficio en la tasa de
supervivencia global a 5 afios fue del 78% comparado con 69% con
cirugia, HR 0.66. El beneficio de la quimioterapia complementaria en
pacientes occidentales se observd ademas en varios estudios y
metaanalisis (29).

Por otra parte, la radioterapia también ha demostrado beneficio en
el tratamiento del cancer gastrico tras la cirugia. En el estudio
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estadounidense INT 0116, un total de 556 pacientes recibieron
tratamiento postoperatorio con quimioterapia, 5fluorouracilo y
leucovorin, concomitante con radioterapia 45 Gy comparado con
observacion tras la cirugia (30). Se observo un aumento en la tasa de
supervivencia global a 3 afios de un 3%, sin embargo, este estudio ha
sido muy controvertido debido a las limitaciones relacionadas con la
calidad de la cirugia.

Sin embargo, no todos los pacientes se van a beneficiar de estos
tratamientos. Recientemente, se han publicado dos estudios
retrospectivos (31,32), en los que se describe el efecto perjudicial de
la quimioterapia en pacientes diagnosticados de cancer gastrico
localizado con pérdida de expresion de las proteinas reparadoras o
inestabilidad de microsatélites, MMR o MSI. Por lo tanto, la deteccion
previa al tratamiento neoadyuvante o adyuvante puede aportar
informacion como biomarcador predictivo de respuesta.

En la enfermedad metastasica, la primera linea de quimioterapia
se basa en la combinacion de dos farmacos, derivados de platinos y 5
fluorouracilo en diferentes esquemas por via intravenosa y oral. En las
siguientes lineas de tratamiento debemos tener en cuenta los
tratamientos recibidos previamente, la toxicidad residual a los mismos
y las preferencias del paciente; algunos de los farmacos utilizados son
el irinotecan, los taxanos y el TAS 102.

La asociacion de quimioterapia estandar con tratamientos dirigidos
ha sido investigada en multiples estudios en los Gltimos afios.

El primero de ellos fue publicado en 2010, el estudio ToGA
demostré un aumento de la supervivencia global en 2.7 meses en
aquellos pacientes con amplificacion de la proteina HER2 tratados con
trastuzumab mas quimioterapia en comparacion con quimioterapia (33).

En el tratamiento dirigido a la via de la angiogénesis, anti-
VEGF, la administracion de ramucirumab en combinacion con
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quimioterapia en segunda linea(34) o en monoterapia en lineas
posteriores (35) ha demostrado eficacia en este contexto.

En la actualidad, los dltimos estudios estan dirigidos hacia el
papel de la inmunoterapia en cancer gastrico. En 2017, el anticuerpo
anti-PD-L1  pembrolizumab fue el primer tratamiento de
inmunoterapia aprobado en cancer gastrico en pacientes que hubieran
recibido al menos dos lineas de tratamiento previas en enfermedad
metastasica (36,37). En 2017, fue aprobado otro anticuerpo
monoclonal anti-PD1, nivolumab, tras demostrar un aumento en
supervivencia global en pacientes asiaticos tratados con dos o mas
lineas previas de quimioterapia(38), se observd mayor beneficio en
tasa de respuesta en pacientes con alteracion de proteinas reparadoras
0 inestabilidad de microsatélites. En el afio 2021 se publica el primer
estudio que explora la combinacidn de quimioterapia e inmunoterapia,
nivolumab con el esquema Folfox, en primera linea de cancer gastrico
metastasico con expresion de PDL1-CPS mayor a cinco. En este
subgrupo de pacientes se objetivo una supervivencia global de catorce
meses, con una diferencia estadisticamente significativa frente al
brazo control de quimioterapia estandar(39).

1.4. MICRORNAS Y CANCER GASTRICO

La carcinogenesis se desarrolla a través de diferentes etapas
originadas por factores ambientales, alteraciones genéticas y
epigenéticas (40). A nivel genético se producen mutaciones,
inserciones-delecciones y reordenamientos; por otra parte, a nivel
post-transcripcional destacan la metilacion del DNA (inestabilidad de
microsatélites) y la regulacion de genes por RNA no codificante
(microRNA) (41).
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1.4.1. RNA no codificante: generalidades y microRNAs.

El dogma de la teoria evolucionista clasica afirma que el cddigo
genético esta formado principalmente por DNA codificante a través
del cual se transmite la informacion unidireccionalmente desde el
DNA a las proteinas mediante el RNA (42). Sin embargo, el DNA
codificante forma Unicamente el 2% del genoma humano(43). En los
altimos afios, los estudios sobre las zonas de DNA no codificante
Ilamadas intrones han demostrado un papel fundamental en funciones
bioldgicas clave (44). Estas areas de DNA contienen informacion de
RNA no codificante de proteinas (ncRNA), el cual tiene un papel
relevante en la regulacion de la expresion de genes relacionados con la
carcinogénesis(45). Han sido descritos varios tipos de ncRNA:

= RNA de interferencia (iRNA o siRNA): formado por 20-25
pares de bases, se encuentra en las regiones de doble cadena
de las moléculas de RNA. El mecanismo de accion se basa en
la interferencia en la traduccién del RNA mensajero a través
de la degradacion de este Ultimo mediante un emparejamiento
completo, permitiendo el silenciamiento de genes con una
gran especificidad(46).

= RNA nuclear pequefio (SNnRNA): formado por 150 pares de
bases, se localiza en el nlcleo de la célula y actta a nivel de
pre-RNA mensajero mediante la regulacion de la RNA
polimerasa Il. Tiene un papel relevante en la sintesis de
ribosomas y se relacionan con enfermedades hereditarias y la
carcinogénesis(47).

= RNA asociado a Piwi (piRNA): formado por una secuencia
de 26 a 31 pares de bases. Son las moléculas de ncRNA mas
frecuentes en animales. Su accién afecta a distintos procesos
bioldgicos como la regeneracion celular, la funcion de las
celulas madre y la carcinogénesis(48).
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= RNA largo no-codificantes (IncRNAs): moléculas de RNA
no codificante de mas de 200 pares de bases. Presentan
capacidad de autorregulacion y su funcién se ejerce a traves
de la activacion de la transcripcion en la expresion génica.
Algunos de los INCRNA estan implicados en la regulacion de
la diferenciacion tisular(49).

= MicroRNAs (miRNAs) son oligémeros (18-24 nucle6tidos)
de RNA monocatenario no codificante. EI mecanismo de
accion se basa en la regulacion de la expresion de genes a
través de la degradacion o inhibicién del RNA mensajero
(mRNA), es decir, a nivel post-transcripcional.

Se estima que afecta a la expresion del 30-60% de genes
codificantes de proteinas del genoma (50). Cada miRNA
puede regular mdaltiples genes y diferentes vias de
sefializacion por lo que desempefian un papel importante en
enfermedades cardiovasculares, infecciosas, inflamatorias y
tumorales (51). Desde el punto de vista de la carcinogénesis,
los miRNA contribuyen a la regulacion de los procesos de
diferenciacion, proliferacion, migracién y angiogénesis
tumoral a través de la modulacion de la expresion de
oncogenes 0 genes supresores de tumores(52). En base a lo
anterior, el perfil molecular de expresion de los miRNAs ha
sido investigado como posible biomarcador tumoral(53).

1.4.2 Biogénesis de los miRNA y mecanismo de accion.

En 1993 fue identificado el primer miRNA, una molécula de RNA
de 22 nucleotidos llamada lin-4 necesaria para el control del desarrollo
de la Caenorhabditis elegans (54,55). Posteriormente, hasta 2654
formas maduras de miRNA en humanos han sido identificadas segun
la version 22.0 (mirbase.org). Ademas estan presentes en un amplio
rango de especies tanto en plantas como en animales.
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El 40% de los genes de miRNA estan localizados en intrones. Los
mMiRNA se transcriben a partir de genes de ADN pero no se traducen a
proteinas, lo que se denomina genes no-codificantes.

Los loci de miRNA se encuentran proximos en el genoma por lo
que se transcriben en clusters a través de la RNA polimerasa Il o Il
para generar transcritos primarios policistronicos, los pri-miRNAs. Los
pri-miRNAs son secuencias de nucleotidos cubiertos en el extremo 5™ y
poliadenilados en las regiones 3terminal, posteriormente forman
estructuras secundarias en horquilla y son procesados mediante la
proteina Drosha y su cofactor DGCRS8. El pre-miRNA resultante es
exportado al citoplasma mediante la exportina 5 (Figura 8).

Nicleo (pnn:: Citoplasma
Pre- Exportin 5
O =

e, o)

- inhibicién de la traduccién
- degradacion del RNA mensajero

Figura 8. Biogénesis y supresion post-transcripcional de miRNAs. Reproducido con
el permiso de Gallardo E. y Cousillas A. “Vitamin D modulation and microRNAs in
gastric cancer : prognostic and therapeutic role” Translational Cancer Research.
Vol 10, n°6, Junio 2021.
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En el citoplasma el pre-miRNA se procesa a miRNA de doble
hebra maduro por la ribonucleasa 111 endonucleasa Dicer. El miRNA
maduro se asocia con el complejo efector RISC (RNA-induced
silencing complex). Durante el ensamblado de RISC, el miRNA
maduro se separa en dos hebras, cada hebra puede ser degradada o
incorporada a complejo efector RSIC produciendo la inhibicion de la
traduccién o la degradacion del RNA mensajero(56).

Los miRNAs actuan mayoritariamente en la region 3’UTR del
RNA mensajero produciendo una inhibicién en la expresion de genes;
aunque se han identificado algunos miRNAs cuya diana es la region
5'UTR del mRNA.

Esta inhibicidon se lleva a cabo mediante la degradacion de mRNA
cuando el acoplamiento entre las hebras es completo; sin embargo,
cuando la complementariedad no es perfecta, la unién provoca el
blogueo de la traduccién de mMRNA del gen diana.

La alteracion en la expresion de los miRNAs desencadena una
inactivacion de los genes supresores de tumores o bien una activacion
de los oncogenes dependiendo del mMRNA diana(57). Los mecanismos
que producen esta pérdida de regulacion no han sido claramente
identificados, las principales hipétesis incluyen mutaciones en el
procesamiento de los miRNAs, la alteracién epigenética mediante
hipermetilacion y la amplificacién o pérdida de regiones gendémicas
que codifican miRNAs. En cancer gastrico, la modificacion en la
expresion de Dicer y Drosha esta asociado con una alteracion en la
expresion del perfil de miRNAS en tejidos tumorales comparado con
tejidos sanos(58).

La transcripcion de genes que codifican miRNAs pueden ser
modificados por la alteracion en los factores de transcripcion, al igual
que los genes que codifican proteinas. Por otra parte, la metilacion de
DNA vy la desacetilacion de histonas pueden producir el
silenciamiento de genes que codifican miRNAs.
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1.4.3 miRNAs y cancer: genes supresores de tumores y
oncogenes.

Por lo tanto, el miRNA efector actia como supresor o promotor
de la oncogénesis en base al mMRNA diana. En general los miRNAS
supresores de tumores (miRs supresores) bloguean oncogenes y por lo
tanto, su hiporregulacion por los mecanismos previamente descritos,
promueven la tumorigénesis. Por otra parte, los miRNAs oncogénicos
(oncomiRs) hiperregulados silencian genes supresores de tumores, lo
cual conduce a la pérdida de supresion y promocién de la progresion
tumoral(59). Las alteraciones en la via antiapoptotica desencadenan
una proliferacién celular clave en la progresion del tumor. Los
oncomiRs promueven la proliferacion celular e inhiben la apoptosis
mediante el silenciamiento de genes supresores de crecimiento(60). La
pérdida de expresion de miRNAs supresores conduce a la pérdida de
inhibicidn de oncogenes, progresion en el ciclo celular por ausencia de
inhibicion en por genes de arresto celular(61).

El papel central de los miRNAs en la regulacién génica nos indica
su importancia en el desarrollo tumoral. A nivel del ciclo celular, la
alteracion en la expresién de miRNAs promueve la progresion del
ciclo celular, a través de la regulacion de quinasas dependientes de
ciclinas y sus moduladores. Una parte clave en la progresion tumoral
es la inhibicion de la apoptosis por las células tumorales, miembros de
la familia de bcl-2 regulan este proceso. La pérdida de regulacion de
miRNAs reduce las sefiales relacionadas con la apoptosis a través de
la alteracion de bcl-2, PTEN, y PI3K-AKT, promoviendo por lo tanto
la proliferacion celular ilimitada.

Otra fase importante en la carcinogénesis y progresion tumoral es
la invasion y metéastasis. Diferentes genes relacionados con este
proceso han sido descritos como dianas de miRNAs. El gen CDH1,
diana de miR-92, codifica la e-cadherina una molécula clave en la
adhesion celular.

56



1. Introduccién

La relacion entre perfiles especificos de miRNAs y los diferentes
subtipos tumorales, asi como la diferencia de expresion en tejidos
tumorales y sanos, ha dirigido el reciente desarrollo de su
investigacion como biomarcadores en el diagndstico y progresion de
la enfermedad (53).

1.4.4 miRNAsy cancer gastrico.

Los miRNAs regulan el 30% de los genes y cada uno de ellos
puede llegar a controlar cientos de genes diana. Mas del 50% de estos
miRNAs se localizan en regiones cromosomicas fragiles y regiones de
deleccion o amplificacion que pueden estar alteradas en diferentes
tumores (62,63).

A continuacion se describe la relacion de miR-145, miR-143,
miR-125b, miR-338, miR-223, miR-99b-3p, miR-498, miR-22, miR-
181, miR-106b y miR-532-3p con el cancer gastrico:

e miR-145:

El miR-145 se localiza en el cromosoma 5 (5032-33) y fue
descubierto en el afio 2002, desde entonces diversos estudios han
analizado su papel en la supresion de genes que actdan promoviendo
la progresion tumoral; es por tanto un miR-supresor.

La regulacion de la expresion de miR-145 se produce a través de
varios mecanismos como alteraciones a nivel de la cromatina en el
gen de miRNA, delecciones, mutaciones e hipermetilacion del
promotor, regulacion post-transcripcional mediante modificaciones en
el procesamiento y estabilidad del miRNA y regulacién en la
transcripcion a través de factores de unién a DNA como p53, c-myc,
FOXO1, FoxO3y RRBEL.
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En el estudio publicado por Gao y cols. (64) analizaron el papel
del miR-145 en la inhibicién de la invasion y migracion celular en
cancer gastrico. Los investigadores presentaron los resultados
obtenidos in vitro de cuatro lineas celulares e in vivo en ratones. En
primer lugar se comparo la expresion de miR-145 en células sanas y
tumorales en cuatro lineas celulares asi como en ratones. Se observo
una expresion 32 veces inferior en las lineas celulares y tejido tumoral
gastrico. In vitro, los investigadores realizaron una transferencia de
pre-miR-145 observando un aumento de los niveles de expresion del
mismo Yy, secundariamente, una reduccién en la migracion e invasion
estromal estadisticamente significativo, p<0.001.

Posteriormente transfirieron anti-miR-145 con la consiguiente
pérdida de funcion de este miRNA y un aumento de la capacidad de
invasion y migracion celular.

In vivo, se implantaron células con produccion ectopica de miR-
145 en ratones, objetivandose la aparicion de enfermedad metastasica
pulmonar en los controles, con niveles normales de miR-145, en
comparacion con la ausencia de metastasis en los ratones con
sobreexpresion de miR-145. Por otra parte, no se observé una relacién
significativa entre el crecimiento tumoral y el indice de proliferacion
tumoral, Ki 67.

El mecanismo de accién de miR-145 en la inhibicion de la
migracion e invasion tumoral se lleva a cabo a través de la expresion
proteica de la N-cadherina segun lo descrito en el presente estudio.

Por lo tanto, los investigadores demuestran el papel supresor de
miR-145 en la invasion, migracion y metastasis a través de N-
cadherina en cancer gastrico.

El papel oncosupresor de miR-145 también fue descrito en el
estudio de Wang y cols. (65) En este trabajo se demuestra que la
sobreexpresion de miR-145 inhibe el crecimiento en lineas celulares
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de origen gastrico mediante la induccion de apoptosis y detencién del
ciclo celular en fase G1.

Los investigadores realizaron una comparacion entre células
transferidas con un analogo de miR-145, con un inhibidor de miR-145
y con vector de control negativo. Se observo que, en las células
transferidas con un andlogo de miR-145 se produjo una
sobreexpresion, el cual se relaciond de forma estadisticamente
significativa, con una inhibicion de la proliferacion celular y un
aumento en la apoptosis a través de la supresion del pro-oncogeén c-
myc.

Ademas de observarse una supresion de la invasion y metastasis
en células tumorales géastricas a través de la regulacion de la
metaloproteinasas MMP2 y MMP9, en el estudio se demostrd una
infraexpresion de miR-145 en células de cancer gastrico en
comparacion con células sanas, p<0.001.

La via PIBK/AKT regula el crecimiento celular, la supervivencia,
proliferacion, apoptosis, angiogénesis y migracion celular.

En las lineas celulares con aumento de miR-145 se observéd una
infraexpresion proteica en esta via con la secundaria inhibicion de la
cascada de sefializacion. Estos resultados sugieren posibles oncogenes
diana regulados por miR-145, asi como el papel fundamental en la
oncogénesis del cancer gastrico (65).

En las células tumorales gastricas, la expresion de miR-145 se
encuentra significativamente disminuida comparacion con células
sanas produciendo por tanto una sobreexpresion de los oncogenes
descritos(66).

La relacion de miR-145 y la vitamina D se describe en el estudio
de Chang et. al (67); en este estudio la adicion de vitamina D produjo
una inhibicién significativa del crecimiento celular a través de la
sobreexpresion de miR-145 in vitro.
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Se han descrito alteraciones en la expresion de otros genes
implicados en la invasién, migracion y metastasis, asi la disminucion
en la expresion de MYO6 (66), la Fascina 1 (FSCN1) (68), ZEB2 (69)
y la metaloproteinasa 11 (MMP-11) (70), Spl (71) por miR-145
produce una inhibicién en la migracion celular y metéstasis.

e mMirR-143:

Los resultados en cancer de pulmon (72) y cancer colorrectal (73)
demostraron que la pérdida de expresion de miR-143 aumentaba la
incidencia de estos tumores. Los resultados en cancer gastrico
demostraron una infraexpresion de miR-143 en células tumorales(74),
asi como en estadios metastasicos en comparacién con estadios
precoces(75).

El miR-143 es un anti-oncomir que regula la expresién de genes a
través de maltiples mRNA diana codificantes de proteinas implicadas
en la proliferacion celular, diferenciacion, supervivencia y apoptosis;
entre ellas se incluyen COX-2, KRAS, Bcl-2, PAI-1, MYO6, MMP-
13, citosina-5, DNMT3A y ELK1 (76).

MiR-143 presenta una infraexpresion en tejidos tumorales entre los
que se encuentra el cancer gastrico y, de forma mas significativa, en
cancer gastrico metastasico. Entre los genes diana de miR-143 destaca
COX-2 por su asociacion con el crecimiento tumoral y metastasis,
inhibicion de la apoptosis y modificacion en la adhesion celular.

En un estudio previo se observo una sobreexpresion de COX-2 en
cancer gastrico, asi como una reduccion en la proliferacion y
metastasis tras reducir su expresion. Los autores concluyen que COX-
2 presenta un papel relevante en cancer gastrico. (30).

El mecanismo a través del cual miR-143 actia sobre COX-2 y la
proliferacion tumoral en este tipo de tumor se analiz6 en el estudio de

60



1. Introduccién

Wu y cols. (76). En este trabajo desarrollado en seis lineas celulares
de cancer gastrico se objetivd una infraexpresion de miR-143 y un
aumento de COX-2en células tumorales.

En el estudio se realizé la transferencia de miR-143-5p y miR-
143-3p con la consiguientes reduccion en la viabilidad celular
(p<0.05), aumento de apoptosis (p<0.05) y disminucion del nimero de
células viables (p<0.05). En todos los casos miR-143-5p presentd
mayor efecto inhibitorio que miR-143-3p. Los resultados demostraron
que s6lo miR-143-5p presenta una secuencia de union en 3"-UTR del
MRNA de COX-2, siendo por tanto miR-143-5p el Unico que produce
un efecto inhibitorio sobre COX-2.

En este trabajo se demuestra la existencia de diferentes dianas
entre miR-143-5p y 3p, los cuales son el resultado de una escision del
mismo pre-miRNA dado lugar a dos miRNA maduros con diferentes
secuencias y, por lo tanto dianas.

En el estudio de Takagi y cols. (62) describen una cohorte de 43
pacientes diagnosticados de cancer gastrico, las muestras procedian
del tumor primario y se incluyeron pacientes con cancer gastrico
localizado y metastasico. Se observd una infraexpresion de ambos
mMiRNAs, miR-143 y miR-145, en 27 de las 43 muestras en
comparacion con las muestras pareadas sanas, ratio de 0.67. No se
observo relacion entre la expresion de estos miRNAs y caracteristicas
clinico-patologicas de los pacientes. Realizaron ademés la
transferencia de miR-143 y miR-145 a dos lineas celulares cultivadas
observandose una inhibicion en el crecimiento celular de forma dosis-
dependiente, de la misma forma la inhibicion de estos dos miRNAs
condujo a un aumento en la proliferacion celular. En ambos cultivos
celulares el efecto inhibitorio tras la transferencia fue mayor en el caso
de miR-145. Los investigadores demostraron ademas el efecto aditivo
en la inhibicion celular tras la transferencia conjunta de ambos
miRNAs de forma no dosis-dependiente, ya que no se observaron
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diferencias entre la adicion de ambos a dosis de 20 nM o a 40 nM. Las
diferencias en el crecimiento celular se observaron en comparacion
con la transferencia de miR-143 solo, aunque no hubo variacién en la
comparacion con miR-145. Se analiz6 ademas un aumento en la
sensibilidad al tratamiento de quimioterapia 5-FU con la
sobreexpresion de miR-143 o miR-145.

e mMiR-125b:

Se encuentra regulado en diferentes tipos de tumores. Se ha
analizado la hipotesis que sugiere que su funcion depende de los
niveles de expresion de su gen diana.

En el estudio de Mohri y cols. (77) demuestran que miR-125b
inhibe los efectos antiproliferativos de la vitamina D a través de la
regulaciéon post-transcripcional del receptor de vitamina D (VDR).
Ademas, en estudios posteriores observaron una hiporregulacién
progresiva desde la mucosa gastrica normal, a lesiones premalignas y
finalmente adenocarcinoma de tipo intestinal (78). Los niveles de
expresion de miR-125b fueron inversamente correlacionados con la
expresion de HER2, siendo mas bajos en pacientes con positividad
HER2. En células tumorales gastricas HER2 actia como diana de
miR-125b. La sobreexpresion de miR-125b inhibe la proliferacion |,
migracion e invasién in vitro e in vivo asi como aumenta la
sensibilidad a farmacos quimioterapicos como el cisplatino (79).

Los pacientes con sobreexpresion de miR-125b presentan mejor
supervivencia libre de progresion y global.

En el estudio de Wu y cols. observaron que los niveles de miR-
125b se correlacionaron inversamente con la profundidad en la
invasion tumoral, estadio clinico y afectacion ganglionar metastasica.
Los tumores iniciales con infraexpresion de miR-125b presentaron un
supervivencia libre de enfermedad y global mas corta (80).
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e miR-338:

El miR-338 actlia como supresor tumoral en cancer gastrico (81).
La infraexpresion produce la pérdida de inhibicion sobre oncogenes
relevantes en la proliferacion tumoral.

La normalizacién en la expresion de miR-338 inhibe la vias de
oncogeénesis, por lo que tiene un papel importante a nivel prondstico y
terapéutico.

En el trabajo de Peng y cols. (81) se analizaron 41 muestras de
tejido tumoral gastrico, 24 muestras de tejido sano como control y
fueron cultivadas 5 lineas celulares tumorales del mismo origen.

Se observo una infraexpresion significativa de miR-338 en las
lineas celulares y tejido tumoral géstrico.

Por otro lado, el anélisis del efecto de la sobreexpresion de miR-
338, realizado mediante la transferencia de LV-hsa-mir-338, indico
una reduccidn significativa en la migracion, invasion, proliferacion y
un aumento de apoptosis en las lineas celulares tumorales.

El mecanismo de accion de produce a través de la inhibicion de la
expresion de NRP1 vy, secundariamente, inhibe EMT o transicion
epitelio-mesénquima.

Ademas en el trabajo de Guo y cols. (82) demuestran que miR-
338 se encuentra frecuentemente silenciado en cancer gastrico a través
de la hipermetilacion de su promotor. Ademas concluye que miR-338
inhibe la migracion e invasion de las células tumorales actuando en la
via de sefializacion de N-cadherina y Hhat-MMP in vitro.

e MiR-223:

El papel de miR-223 ha sido descrito en diferentes estudios en
cancer gastrico, en los que se demuestra una sobreexpresion en
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comparacion con tejido sano, se corresponde por lo tanto de un
oncomiR (83).

e miR-99b-5p:

En céncer gastrico, se han estudiado otros miRNAs cuya
alteracion en la expresion se relaciona con el proceso de
diferenciacion y proliferacion celular a traves de sus genes diana.

La relacion entre el nivel de expresion del miR-99b-5p (y miR-
203a-3p) y su funcidn en la proliferacion celular fue analizada en el
estudio de Wang y cols (84). En este trabajo realizaron una
comparacion entre la expresion en tejido tumoral gastrico, procedente
de la pieza quirdrgica de pacientes, y el tejido sano obtenido al menos a
cinco 5¢cm del margen tumoral. Se observo una infraexpresion de miR-
99b-5p en el tejido tumoral en comparacién con el tejido sano.
Posteriormente, las células tumorales fueron transfectadas con
plasmidos, pre-miR-99b o pre-miR-203a, o controles.

Los resultados demostraron que la sobreexpresion de miR-99b-5p
produce el arresto del ciclo celular en G1-S en células con cancer
gastrico in vitro a través de un gen diana, IGF-1R.

Por lo tanto, en el estudio se concluye el posible papel de miR-99b
y miR-203a como miRsupresores en cancer gastrico.

e MiR-498:

En este estudio en cancer de ovario observaron que la vitamina D
induce la expresion de miR-498 a través de su union a VDRE
localizado en la region reguladora 5 del gen de miR-498 (85).

En céancer gastrico, la sobreexpresion de miR-498 inhibe la
invasién, proliferacion y revierte la resistencia a cisplatino in vitro e in
vivo (86).
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e miR-22:

La vitamina D induce la expresion de mi miR-22 en céncer de
colon de una forma dependiente del receptor de vitamina D (87). En
cancer gastrico miR-22 se encuentra hiporregulado comparado con
controles sanos y estad asociado a un fenotipo mas agresivo y peor
supervivencia (88).

e mMiR-181b:

La sobreexpresion descrita en cancer gastrico se relaciona con
peor supervivencia y caracteristicas clinico-patoldgicas mas agresivas
(89). En otros estudios publicados describen un posible papel como
supresor de tumores y se ha descrito significativamente disminuido en
células tumorales gastricas (90).

e miR-106b:

En cancer gastrico miR-106b se encuentra sobreexpresado en
comparacion con celulas tumorales sanas, lo cual produce el
acortamiento de la fase GO/G1 y peor supervivencia (91).

e mMiR-532-3p:

En el estudio de Guo y cols. describieron la hiporregulacion en
cancer gastrico (92). En contraste, Dai y cols. demostraron que miR-
532-30 se encuentra sobreexpresado en células tumorales géastricas en
comparacion con células sanas (93).
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1.5. VITAMINA D: METABOLISMO Y MECANISMO DE ACCION
1.5.1 Sintesis y metabolismo de vitamina D.

Histéricamente se consider6 que la vitamina D formaba parte del
grupo de vitaminas al igual que la vitamina A, E y B entre otras. Sin
embargo, fue en la segunda mitad del siglo XX cuando se demostro
que la vitamina D es una hormona esteroidea liposoluble con un
amplio espectro de efectos fisiologicos.

Esta hormona interviene en mecanismos de diferenciacion celular,
homeostasis del calcio, regulacién el crecimiento y modulacion del
esqueleto (94).

- .
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Figura 9. Estructura bioquimica y formacion de la vitamina D.

El concepto vitamina D esta representada por dos compuestos, la
vitamina Ds (calciol o colecalciferol) en el caso de los animales y la
vitamina D: (ercaldiol o ergocalciferol) en los vegetales. ESstas
moléculas derivan del 7-deshidrocolesterol en el caso de los animales
o del ergosterol en el caso de los vegetales (figura 9). Tras exposicion
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a radiacion ultravioleta se transforman a vitamina D3 o calciol y
vitamina D2 o ercalciol respectivamente. La vitamina D3 puede por lo
tanto originarse en la piel tras recibir radiacion ultravioleta o ingerirse
en la dieta mediante su absorcién en el intestino delgado.

La activaciéon ocurre a través de dos pasos de hidroxilacion, el
primero de ellos es una 25-hidroxilacién producida en el higado a
través de una enzima 25-hidroxilasa cuyo resultado es el calcidiol o
25-hidroxivitamina D3 [25(OH)D3] (ver figura 10).

El segundo paso se produce a nivel renal mediante una
hidroxilacion catalizada por la enzima lalfa-hidroxilasa (CYP27B1)
dando lugar a la forma bioldégicamente activa, el calcitriol o 1-alfa,25
dihidroxicolecalciferol, 1,25-(OH)2D3.

Finalmente, la enzima -catalitica 24-hidroxilasa (CYP24A1l)
convierte el 25(OH)D3 y 1,25-(OH)2D3 en moléculas sin actividad
bioldgica regulando asi los niveles de vitamina D y evitando un estado
de hipervitaminosis (95).

La sintesis de vitamina D esta regulada ademas por la hormona
paratiroidea (PTH) que aumenta la sintesis a través de la lalfa
hidroxilasa, y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF23) que
suprime la actividad de la vitamina D activando la enzima catalitica
24-hidroxilasa (CYP24A1) y suprimiendo al 1-alfahidroxilasa (96).

La regulacion de las enzimas encargadas del metabolismo del
calcitriol varia en funcion del tipo de tejido (97).

La CYP27B1 se expresa también en tejidos fuera del rifion, por
ejemplo en colon, cerebro, pancreas y piel; y su actividad permite el paso
a la forma biol6gicamente activa de la vitamina D. Se observé una
sobreexpresion de esta enzima (CYP27B1) en carcinomas bien
diferenciados de mama, prostata y etapas precoces de cancer colorrectal.
Sin embargo, su expresion esta reducida en tumores de colon pobremente
diferenciados, limitando asi los niveles de vitamina D circulante (98).
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Figura 10. Metabolismo de vitamina D. Fuente: Modificado de “Vitamin D and Gl
cancers: shedding some light on dark diseases”. Hargrove y cols. Annals
Translational Medicine 2014;2(1):9.

Por otra parte, la expresion de mRNA de CYP24A1 (codifica 24-
hidroxilasa encargada de la inactivacion del calcitriol) se encuentra
hiperregulado en tejido tumoral, disminuyendo por tanto los niveles de
vitamina D (98).

En el estudio de Cross y cols. (99) se demuestra la hiperregulacién
de CYP24Aly CYP27B1 en cancer de colon de alto grado.

Por lo tanto, el metabolismo/catabolismo de la vitamina D encargado
de regular los niveles de la misma sugiere una actividad tumoral. En lo
sucesivo, el concepto de vitamina D se referird al metabolito activo
resultante del proceso de sintesis y activacion.

La cuantificacion de la vitamina D se realiza a través de la
medicion del calcidiol [25(OH)D3] o el calcitriol [1,25-(OH)2D3],
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aunque este dltimo, a pesar de ser la forma mas activa, presenta
concentraciones picomolares y una vida media mas corta por lo que no
constituye el indice mas fiable. En base a las guias de préactica clinica de
la Sociedad de Endocrinologia podemos establecer el déficit de
vitamina D en 10 ng/mL.

1.5.2 Mecanismo de accion de la vitamina D.

La vitamina D interviene en diferentes procesos celulares
relacionados con la carcinogénesis y la progresiéon tumoral a través de
la regulacion en la expresion de genes. Esta accion es llevada a cabo
mediante mecanismos epigenéticos como la metilacion del DNA,
modificacion de histonas y la regulacion de nc-RNA (96,97).

1.5.2.1. Papel del receptor de vitamina D (VDR).

La accién de la vitamina D se ejerce a través del receptor de
vitamina D (VDR), el cual forma parte de una familia de receptores
nucleares reguladores de transcripcion que incluyen a los receptores
de hormonas tiroideas, receptores de hormonas esteroideas, receptores
de acido retinoico y receptores X retinoide (RXR).

El receptor de vitamina D se divide en varios dominios,
aminoterminal de funciones poco conocidas, C o de union al DNA de
unos 70 aminodacidos, D o de region puente de unos 40 aminoacidos, E
o carboxiloterminal de union al ligando de 293 amino&cidos.

El VDR es codificado por un gen localizado en el cromosoma 12
formado por 14 exones con dos regiones promotoras. Este receptor
regula la expresion de genes de forma ligando-dependiente.

El calcitriol es transportado en el torrente sanguineo mediante la
proteina de unién de la vitamina D (DBP) (figura 11). En la union de
este ligando con el extremo carboxilo-terminal del receptor VDR, se
produce un cambio conformacional y la formacién de un heterodimero
con el receptor de acido retinoico RXR, posteriormente este complejo
VDR-RXR es traslocado nucleo. Es en el nacleo celular en donde se
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une a los elementos de respuesta de la vitamina D del DNA (VDRES)
localizados en los promotores de los genes diana o en las zonas distales,
esto conduce al reclutamiento de coactivadores y correpresores que
regulan la transcripcion de genes implicados en vias que regulan la
homeostasis del calcio, vias celulares tumorales, procesos relacionados
con el ciclo celular, crecimiento, invasion, apoptosis, diferenciacion y
metastasis (100). EI VDR presenta un papel fundamental en la via de
sefializacion de la vitamina D y es un paso crucial en la respuesta
celular. El efecto antitumoral se reduce en los casos con ausencia o
disminucion de expresion del VDR, incluso en pacientes con valores
elevados o en rango de normalidad como veremos mas adelante.

Circulacién
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Figura 11: La vitamina D, interiorizacion celular y su funcion en el nicleo celular.
La vitamina D circula en sangre unida a la proteina de union de la vitamina D (DBP)
y se interioriza en la célula a través del receptor VDR. A través de la union con el
receptor se une al complejo RXR y forma un heterodimero que ejerce su funcion en
el nlcleo celular mediante los elementos de respuesta de vitamina D (VDRE). Como
resultado, se induce o suprime la expresion del gen diana.
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Recientemente se han publicado datos sobre el papel de la
vitamina D como factor prondstico en varios tipos de tumores, entre
ellos destaca su actividad en cancer de colon, mama, prostata y
géstrico(101-103).

1.5.2.2. Efectos antiproliferativos, antiangiogénicos y
proapoptaticos de 1,25(0OH),D3 en cancer

A continuacion se describen los efectos de la vitamina D en
cancer (figura 12) y mas concretamente en cancer gastrointestinal
(figura 13).

Efecto antiproliferativo(96,97,104):

e Detencion del ciclo celular en fase GO/G1 mediante la
expresion de ciclinas dependientes de quinasas. (97)

e Inhibicion de sefiales de crecimiento como las producidas por
IGF-1y EGFR (105)

e Modulacién de la via quinasa intracelular y represion del
onocogén MYC.

Induccidn de la apoptosis:

e Supresion de genes como BCL2 y estimulacion de genes
proapoptoéticos como BAX Y BAK (este efecto no ocurre en
todos los tejidos tumorales) (106).

e Estimulacién dela diferenciacion.

e Mecanismos especificos de cada poblacion celular, a través de
la regulacion de betacateninas.

e Inhibicion de la actividad de la telomerasa reduciendo la
expresion de la transcriptasa inversa telomerasa (TERT), la
cual induce apoptosis (107) .

71



ANTIA COUSILLAS CASTINEIRAS

72

Inhibicion de la invasion y metastasis:
e Disminuye la expresion de integrinas.
e Aumenta la expresién de E-cadherina (108)

e Regula la expresion de componentes del sistema activador del
plasmindgeno e inhibe metaloproteinasas de la matriz MMP2 y
MMP9 (109).

e Incrementa los inhibidores de TIMP-1y catepsina (109)

Inhibicidn de la angiogénesis:

e Supresion de la expresion de VEGF (a través de la inhibicion
en la transcripcion de HIF1A)

e Accion antiproliferativa directa sobre las células endoteliales.

Efectos inflamatorios:

e Inhibicion de la expresion de COX2, receptores de
prostaglandinas.

e Inhibe acciones protumorales de los fibroblastos del estroma
asociados a tumor (CAFs) a través de la inhibicion de NF-Kb
(110)



1,25(0H)2D3
(calcitriol)

L

1. Introduccion

Proliferacién:
*  Aumento expresion en p21y p27
*  Disminucién expresian CDKs, MYC y RB.

Apoptosis:

* Aumento en BAX.

* Disminucién en BCL-2

* Aumento sensibilidad a radioterapia y quimioterapia

Diferenciacién:
* Diferenciacién células mieloides a monocitos.
* Aumento expresion de factores de diferenciacién.

Inflamacion:
* Aumento expresion en 15-PGDH y MAPKPS.
* Disminucidn expresion COX, receptores PG y NF-Kb

Invasiéon y metastasis:
*  Aumento expresion TIMP1 y e-cadherina.
* Disminucidn expresion MMP9.

Angiogénesis:
*  Disminucién expresion HIF-alfa, VEGF, IL-8, tenascina
Cy PGE2.

Figura 12: Mecanismo de accion del calcitriol a través del VDR y efecto

antineoplasico.
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Eséfago:
* Reduce IL-6
+  Alteracién via NF-Kb

Gastrico:

* Control apoptosis.

* Regulacién via Hedgehog

* Disminucién expresién mRNA antiapoptdticos.
¢ Sinergismos con quimioterapia

Higado:
* Aumento expresion de TFGb
* Inactivacién de b-catenina

Pancreas:

* Induccién de inhibidores de quinasas
dependiente de ciclinas

* Estimulacion de apoptosis dependiente de
caspasas.

* Sinergismos con quimioterapia

Colon y recto:

* Induccién de inhibidores de quinasas
dependiente de ciclinas

* Sobreexpresion de VDR con mutacién en KRAS

Figura 13. Efecto antitumoral de la vitamina D en cancer gastrointestinal.

1.5.2.3 Evidencia de la actividad de 1,25(OH),Ds3 in vitro en
cancer gastrico.

Los niveles bajos de vitamina D séricos se han relacionado con un
incremento en la incidencia de cancer gastrointestinal, asi como en
cancer de mama y prostata. El efecto en la regulacion de genes
implicados en proliferacion celular, apoptosis y angiogénesis en
ratones sugieren una asociaciébn entre la vitamina D vy
carcinogenesis(111,112).

74



1. Introduccién

En el trabajo publicado por Baek y cols. (112) se demuestra el
efecto en la viabilidad celular tras la adicion de calcitriol en lineas
celulares. En 96 placas se cultivaron células gastricas tumorales y se
afiadio vitamina D en diferentes concentraciones; tras cuatro dias, se
determind el porcentaje de células viables. El resultado fue una
inhibicion dosis dependiente, especificamente a una concentracion de
10 micromolar de vitamina D, la viabilidad celular se habia reducido
un 80%.

En un segundo tiempo se afiadié vitamina D con agentes
quimioterapicos, paclitaxel, adriamicina y vinblastina, de forma
conjunta. En el andlisis de viabilidad celular tras dos dias, se observé
una reduccion del 57% y 41% en ambas muestras tras adicion de
vitamina D; ademads, la tasa de supervivencia de las células tumorales
se redujo mas de un 70% al afiadir Vitamina D y quimioterapicos de
forma conjunta.

En el estudio de Bao y cols. (111) se publicaron resultados
similares; en dicho estudio se objetivd un efecto pro-apoptético del
calcitriol en lineas celulares de cancer gastrico a través de la via de
activacion de caspasa 3, de la regulacion de la expresion proteica de
BAX, de la inhibicion de p-AKT y la activacion de ERK 1/ 2. El
efecto antiproliferativo fue fundamentalmente a través del arresto de la
célula en fase G1.

1.5.2.4 Evidencia de la actividad de 1,25(OH),D3 in vivo en
cancer gastrico(113).

En el estudio de Ren y cols. (113)se incluyeron 197 pacientes
diagnosticados de cancer gastrico que recibieron tratamiento con
quimioterapia entre el aflo 2002 y 2006. Previamente al inicio del
tratamiento se realizO una determinacion de los niveles séricos de
vitamina D. El 57% de los pacientes presentaban un déficit de vitamina
D (<50nmol/L) y un 37% se encontraban en rango de insuficiencia (50-
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75 nmol/L). El estadio clinico y la afectacion ganglionar fueron
inversamente asociados con los niveles de vitamina D. En el andlisis
univariante los pacientes con niveles elevados de vitamina D
(>50nmol/L) presentaron un aumento de supervivencia global a 5 afios
comparado con aquellos que presentaban unos niveles inferiores a
50nmol/L (p= 0.0018). La tasa de supervivencia a 5 afios fue de 57.8%
versus 43% (la mediana de supervivencia fue de 63.7 meses versus 54
meses). El analisis multivariante determiné la validez de la vitamina D
como factor prondstico independiente en cancer gastrico (p=0.0019).

Ademas en el estudio de Durak y cols (114) los pacientes con un
déficit grave de vitamina D (<10ng/mL) presentaban cuatro veces mas
riesgo de cancer gastrico.

1.5.2.4 Mecanismo de accion a nivel epigenético: 1,25(0OH);,Ds,
VDR, miRNA.

Un 3-5% de genes son regulados por 1,25(0OH),D; directa o
indirectamente, estos genes incluyen miRNAS (RNA no codificante
dirigido a la inhibicion o desestabilizacion del mRNA) con funcion
como oncogenes 0 genes supresores de tumores en la carcinogénesis.

La vitamina D regula la transcripcion de miRNAs a través de la
union del VDR a las secuencias del promotor de los genes de miRNA
diana, ademas regula los genes implicados en su maduracién como
Drosha o Dicer, y altera la estabilidad del miRNAs mediante su
degradacion.

Algunos estudios exploraron el papel de los miRNAs en el
mecanismo de accién antitumoral de la vitamina D.

El trabajo de Chang y cols. (67) analizo la relacion entre la
vitamina D y miR-145. EIl andlisis de la expresion de miRNA tras la
adicion in vitro de vitamina D demostré el incremento significativo
del nivel de expresion de miRNA-145. Ademas, tras la inactivacion

76



1. Introduccién

del receptor de vitamina D, los niveles de miR-145 descendieron. Se
observo también una infraexpresion de miR-145 en tejidos tumorales
que en tejidos sanos.

Cuando miR-145 fue inhibido, el efecto antiproliferativo de la
vitamina D disminuyd bruscamente con el consiguiente aumento del
tamaiio tumoral. Por lo tanto, en el estudio se concluye que miR-145
es activado a través del receptor de vitamina D y el cual es critico para
la accion de 1,25(0OH),Ds.

Para investigar la funcién de miR-145 se transfirio activado a una
linea celular y bloqueado en la siguiente. Los resultados demuestran
una inhibicion significativa del crecimiento celular en la muestra con
miR-145 activado causando la detencion del ciclo celular en fase S.

Los autores del estudio concluyen que la vitamina D ejerce su
funcion antiproliferativa a través de un receptor de membrana que se
traslada al nucleo y regula genes diana a través de miR-145 y
secundariamente la inhibicion (hiporregulacion) de E2F3 y CDKG6.

Por lo tanto, el déficit de vitamina D se relaciona in vitro con peor
prondstico en el céancer gastrico, a través de su papel en la
inflamacién, angiogénesis, proliferacion tumoral, metastasis e
inhibicion de la apoptosis.

En Abril de 2019 el mismo grupo de investigacién liderado por
Chang y cols. (115) publico los resultados de otro miRNA
relacionado con la vitamina D y la proliferacion celular en cancer
gastrico, miR-99b-3p.

En este estudio demostraron una disminucion en los niveles de
expresion del receptor de vitamina D en células tumorales gastricas en
comparacion con tejido normal.

Tras la administracion de 1,25(0OH2)3 a dosis de 100 y 200 nM el
analisis PCR en tiempo real mostro un incremento de miR-99b-3p de
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40 veces. Posteriormente, realizaron de nuevo la adicion de
1,25(0H2)3 en células transferidas con plasmidos sh-VDR, en este
caso los niveles de miR-99b-3p se redujeron a la mitad. En cuanto al
mecanismo de accién antitumoral de la vitamina D a través de miR-
99b-3p, se observd un aumento en la viabilidad tumoral cuando se
inhibe este MIRNA, indicando por lo tanto su papel como
miRNAsupresor. Ademas se demuestra un menor efecto
antiproliferativo de la vitamina D con esta inhibicion.

En este estudio en linea celular de cancer gastrico se demuestra el
mecanismo antitumoral de la vitamina D mediado por el receptor de
vitamina D y miR-99b-3p.

1.6. PROTEINAS REPARADORAS DEL ADN (MMR): INESTABILIDAD DE
MICROSATELITES

Las proteinas reparadoras son un mecanismo de reparacion de
errores en la duplicacion del ADN. La falta de expresion de estas
proteinas (fundamentalmente por alteraciones epigenéticas que
producen una inactivacion de la transcripcion a través de la
hipermetilacion del promotor islas CpG), produce la pérdida en la
capacidad de reparacion durante la duplicacion del DNA vy, por lo
tanto, el acumulo de un alto nimero de mutaciones en zonas del
cromosoma con alta tasa de replicacion (microsatélites). Esto es lo que
se conoce como inestabilidad de microsatélites (MSI) o déficit de
proteinas reparadoras (dAMMR) (116).

Debido a la pérdida de los mecanismos de reparacion, este tipo de
tumores presentan una mayor carga mutacional (10-100 veces mayor)
y un aumento en el numero de antigenos presentados, lo que le
confiere una mayor activacion de la respuesta inmune y una mejor
respuesta a la inmunoterapia (117).
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Los hallazgos de infiltrados inflamatorios y citoquinas asociadas a
linfocitos T en el tejido tumoral de pacientes con MSI, asi como los
estudios en cancer de pulmoén y melanoma en los que se establecié una
relacion directa entre la alta carga tumoral y la respuesta inmune,
apoyan la idea de que un mayor nimero de antigenos presentados
induce una mayor respuesta inmune y un mejor prondstico. En
pacientes con estabilidad de microsatélites (MSS) el infiltrado
linfocitario en el microambiente tumoral es drasticamente inferior que
en pacientes MSI (118).

En 2014 el grupo investigador The Cancer Genome Atlas (20)
present6 una division del cancer gastrico en cuatro grupos atendiendo
a su perfil molecular: VEB+, MSI, GS o genéticamente estable y CIN
0 tumores con inestabilidad cromosémica. El grupo MSI o tumores
con inestabilidad de microsatélites conforma un 22% y se observa méas
frecuentemente en mujeres y ancianos (media de 72 afios). Este grupo
se caracteriza por una pérdida o déficit de expresion de las proteinas
reparadoras MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, lo cual, se asocia con un
mejor prondstico en algunos tumores como cancer colorrectal E.II,
cancer de ovario y cancer gastrico (119); asi como una falta de
respuesta a tratamiento adyuvante de quimioterapia con esquema 5FU
en cancer colorrectal en estadio I1.

En cancer gastrico se han publicado dos estudios retrospectivos en
los que se analiza el impacto en supervivencia en pacientes con MSI o
MSS tratados con cirugia (sola o con quimioterapia) (31,32)

El primero de los trabajos es un andlisis retrospectivo del estudio
MAGIC (31): estudio multicéntrico fase Il en el que se comparaba el
esquema de quimioterapia perioperatoria (cisplatino, epirrubicina y
5Fluorouracilo- administrados tres ciclos antes y después de la
cirugia) con cirugia de entrada y posterior seguimiento. El objetivo
inicial de dicho estudio fue la supervivencia global, demostrando un
menor riesgo de muerte a los 5 afios del 36% vs 23% con una HR de
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0.75; IC 95% (0.60-0.93) P = .009. En el estudio retrospectivo se
analizaron un total de 303 pacientes; el grupo con inestabilidad de
microsatélites (20 pacientes) presentd un mejor pronéstico cuando
recibian cirugia como Unico tratamiento (supervivencia global, SG: no
alcanzada versus 20.5 meses, p=0.09), sin embargo presento un peor
pronostico cuando recibian tratamiento con cirugia y quimioterapia
complementaria (SG 9.6 meses versus 19.5 meses, HR, 2.18; 95% ClI,
1.08-4.42; P = .03). Por lo tanto, en el estudio se observa el efecto
perjudicial de la quimioterapia en pacientes con inestabilidad de
microsatélites en cancer gastrico resecado de manera retrospectiva.

El otro trabajo que analiza el pronostico y efecto de la
quimioterapia es este grupo de pacientes, es el analisis retrospectivo
del estudio CLASSIC (32) presentado en el Congreso Americano
Anual de Oncologia en 2017 (ASCO). Los pacientes con MSI
presentaron mayor tasa libre de enfermedad a 5 afios que los pacientes
MSS: HR 0.244 (95% IC, 0.069-0.867); p = 0.0292; sin embargo
entre los pacientes MSI la quimioterapia adyuvante no se relacion6
con mayor supervivencia libre de enfermedad (SLE): HR 0.561 (95%
IC, 0.190-1.654); p = 0.2946. Los estudios descritos son analisis
retrospectivos con todas las limitaciones que implica por lo que son
necesario estudios prospectivos de validacion de hipotesis.

1.7. EL PAPEL DE LA INFLAMACION EN LA CARCINOGENESIS

La relacion entre inflamacion y cancer ha sido motivo de
controversia y estudio en las ultimas décadas. La primera hipdtesis fue
descrita por el aleman R.Virchow a mediados del siglo XIX tras
observar infiltrados inflamatorios y zonas de inflamacién cronica en
biopsias de tejido tumoral.

Casi cincuenta afios mas tarde, en 1909, Paul Ehrlich introdujo la
idea de que el sistema inmune tenia la capacidad para contrarrestar el
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crecimiento tumoral. Posteriormente, F. Burnet en 1957 consideraba
qgue los neoantigenos especificos de las células tumorales podrian
producir una reaccién inmunolodgica que detendria el desarrollo de los
tumores.

Estudios epidemioldgicos demuestran la relacion entre
inflamacion cronica y céncer. La presencia de determinadas
infecciones aumenta el riesgo de cancer, como es el caso de bacterias
(H. pylori: riesgo de desarrollar cancer gastrico)(9), virus (virus
Epstein Barr, virus de la hepatitis C y hepatocarcinoma, virus del
papiloma humano en cancer de cérvix)(11), enfermedades
autoinmunes e inflamaciones cronicas como la enfermedad
inflamatoria intestinal(120).

La presencia de celulas inflamatorias, mediadores inflamatorios,
remodelacion tisular y angiogénesis en el microambiente tumoral son
similares a las observadas en la reparacion tisular e inflamacion
cronica; ademas se encuentran presentes en la mayoria de tumores
independientemente de la causa de la carcinogénesis(121). La
inflamacién innata en tejido normal es un proceso limitado. Sin
embargo, la inflamacién que se observa en tejidos tumorales se
autoperpetia a través de mediadores autocrinos y paracrinos,
produciendo un aumento en el riesgo de cancer(122).

Se han descrito dos vias sobre el papel de la inflamacion vy el
cancer. La via extrinseca, se caracteriza por un aumento del riesgo de
desarrollar cancer debido a un estado inflamatorio previo (enfermedad
inflamatoria intestinal, pancreatitis...) 0 a una infeccion (H.pylori,
VEB, HPV...). Por otra parte, el paso principal en el origen del tumor
en la via intrinseca es una alteracion genética (activacion de
oncogenes, reordenamiento cromosémico 0 inactivacion de genes
supresores de tumores) que provoca que las células mutadas induzcan
un microambiente tumoral similar al observado durante la
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inflamacion. Por lo tanto, no sélo la inflamacion causa cancer, sino
también el cancer causa inflamacion (121).

Tanto la via extrinseca con un origen infeccioso o inflamatorio,
como la via intrinseca cuyo origen es una alteracion genética, van a
generar un microambiente inflamatorio en el tejido tumoral debido a
la activacion de factores de transcripcion como NF-Kb (factor nuclear
-Kb) y STAT3 (sefial activadora de transcripcion 3) que activan la
expresion de genes que codifican la produccion de citoquinas
inflamatorias (por ejemplo: TNF alfa, 1L-6,CCL2, IL-8), moléculas
relacionadas con la adhesion celular (CXCR4, CXCL12, L-selectina)
enzimas relacionados con la via de las prostaglandinas como COX-2,
factores angiogeénicos, factores de crecimiento (G-CSF, GM-CSF, M-
CSF) y mediadores inflamatorios que inducen el reclutamiento de
células inflamatorias (macréfagos, eosinofilos, mastocitos, neutrofilos
y células superiores derivadas de los mielocitos) (121). Estas células
van a producir mas citoquinas proinflamatorias que aumentan el
reclutamiento y amplifican el estado inflamatorio en el tejido tumoral.
Esta situacion inflamatoria tiene un efecto protumoral promoviendo la
proliferacion, la supervivencia tumoral (NF-Kb induce la expresion de
genes de supervivencia y antiapoptosis como BCL2) y la estimulacion
de la transicion epitelio-mesenquima, angiogénesis, migracion celular,
invasion y metastasis (a través de citoquinas como CXCR4). Asi
como una inhibiciéon de la respuesta inmune (inducida a través de
STAT3) (122,123).

Por lo tanto, el infiltrado inflamatorio tiene un papel doble, por un
lado induce una respuesta antitumoral y por otro, promueve la
carcinogénesis e inactivacion de la respuesta inmune.

Desde principios del siglo XX se han descrito diferentes hipotesis
que establecen un vinculo entre el tumor y la respuesta desencadenada
a nivel inmune. Los estudios llevados a cabo en ratones con
inmunodeficiencias, en los que se comparaba la inmunogenicidad de
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los tumores derivados de ratones inmunocompetentes versus tumores
inmunodeficientes (124), demuestran el papel de la inmunidad innata
y adaptativa en la vigilancia y eliminacion en los estadios tempranos
del tumor. Los resultados apoyaban por lo tanto la hipotesis de
inmunovigilancia del cancer postulada previamente. En el afio 2002 y
2004 Dunn y cols. (125), complementaron esta hip6tesis con el papel
de la inmunidad innata y especifica en lo que se conoce como
“inmunoedicion del cancer”. Este nuevo concepto se refiere a un
proceso dinamico que refleja la relacion entre el tumor y el sistema
inmune en tres pasos: eliminacion (o el concepto clasico de
inmunovigilancia) equilibrio y escape. Es un proceso en el cual la
respuesta del sistema inmune esta influida por el origen de las células
tumorales, la localizacion anatomica, el modo de transformacion
tumoral, la respuesta del estromal, el perfil de citoquinas liberadas y la
inmunogenicidad inherente(125). Es dificil determinar si la
inmunovigilancia de todos los tejidos del cuerpo es similar o varia
localmente.

La respuesta innata, la cual se manifiesta como inflamacion, es
crucial en el inicio de la respuesta inmune adaptativa, por lo que los
efectos divergentes de la inflamacion y la inmunoediciéon son una
paradoja(121).

La inmunoedicion del cancer representa diferentes fases entre el
tumor y el sistema inmune. En una primera fase o eliminacion, las
células de la inmunidad innata y adaptativa producen una supresion y
eliminacién del tumor, este proceso representa el clasico concepto de
inmunovigilancia. Sin embargo, si esta fase no se completa y el tumor
no es erradicado con éxito, las células tumorales entran en una fase de
equilibrio o inmunotolerancia variable en el tiempo. Posteriormente se
encuentra la fase de escape en la que las células tumorales desarrollan
mecanismos de evasion del sistema inmune y conduce la proliferacion
tumoral (125).
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En los ultimos afios, la investigacion en cancer se ha centrado en
el estado inflamatorio inducido por el tumor y la respuesta inmune del
paciente. Ademaés, diferentes farmacos dirigidos a “desbloquear” el
sistema inmune han sido estudiados en este contexto, la mayoria de
ellos aportan un aumento de la supervivencia con un mejor control de
la enfermedad, beneficios clinicos y con un buen perfil de tolerancia
(126,127).

Este estado proinflamatorio podria tener marcadores que nos
permitieran identificar y clasificar a los pacientes en funcion del
riesgo. Las clasificaciones moleculares o firmas genéticas (TCGA) no
han sido trasladadas a la practica diaria. Entre las limitaciones para su
implementacion destaca el elevado coste de la tecnologia necesaria
para realizarlas y su interpretacion. Por tanto, su utilizacion se limita
al campo de la investigacién y ensayos clinicos. Por otro lado, se han
descrito diferentes marcadores clinicos de practica diaria que reflejan
el estado inflamatorio o inmune del paciente mediante variaciones de
sus niveles en sangre y en funcion de la respuesta inflamatoria
generada en el microambiente tumoral.

1.7.1 Neutrofilos y ratio neutrofilo-linfocito, estado
proinflamatorio/estado inmune.

Recientemente, la investigacion en cancer se ha centrado en la
respuesta inmune y en el efecto de un estado proinflamatorio. Varios
estudios han determinado la relacion entre marcadores inflamatorios y
prondsticos en cancer gastrico, asi como en otros tumores sélidos
(128-130). Diferentes células del sistema inmune participan en esta
respuesta, la cual es un proceso dindmico que podria ser modificado
mediante tratamientos dirigidos(127).

Existen ademés de los linfocitos T, diferentes células del sistema
inmune participan en este escenario dinamico (células tumorales -
sistema inmune del huésped). Los neutrdfilos tienen un papel
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importante en la carcinogénesis y estudios recientes demuestran su
funcién durante la progresién tumoral. Como participan en estos
procesos no estd completamente identificado. Los neutréfilos son
atraidos al microambiente tumoral a través a través de la via CXCR2,
mediante los ligandos CXCL1, CXCL2 y CXCL5. El paso inicial
puede ser promovido por especies de nitrégeno y oxigeno reactivos
(ROS, RNS) y factores antiangiogénicos como MMP9, los cuales son
liberados por los neutrofilos (131).

Ademas, los neutrofilos pueden inducir proliferacion tumoral a
través de la inhibicion de la respuesta de los linfocitos T CD8+. Los
neutrofilos tienen un papel importante en la cascada metastasica para
la extravasacion y formacion del nicho premetastasico (acumulacion
de neutrofilos en drganos viscerales antes de la llegada de las células
metastasicas)(132,133). Los tumores pueden inducir la produccion de
citoquinas que promueven la liberacion de neutréfilos inmaduros
desde la médula o6sea. Estos neutréfilos inmaduros podrian tener un
fenotipo (N1/N2 polarizacién) y comportamiento diferente a la de los
neutrofilos maduros en la carcinogénesis. Publicaciones recientes han
descrito funciones antagonicas de los neutréfilos, pudiendo inhibir el
proceso de formacion de metéstasis. Esta diferencia de funcion puede
ser explicada por las diferentes de subpoblaciones de neutréfilos
existentes (134,135).

Por lo tanto el ratio compuesto por los neutrdfilos y linfocitos
(NLR) hallado mediante la division de la poblacion total de
neutrofilos entre la poblacién de linfocitos en sangre periférica, podria
representar el balance entre el estado proinflamatorio tumoral y el
estado inmune antitumoral. Este marcador ha sido estudiado como un
marcador personalizado para la estratificacion de pacientes en funcion
del riesgo (132)(129,136-139). Ademas, el NLR ratio es un analisis
de bajo coste, facilmente extrapolable a la practica diaria mediante el
analisis en sangre periférica. Debido a esto, ha sido varios los estudios
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publicados en tumores solidos y hematoldgicos que describen su
relaciéon con el prondstico. La mayoria estan centrados en una
determinacion basal; sin embargo, la evolucion del tumor es un
proceso dindmico que puede variar en funcion de los tratamientos
recibidos, por lo tanto el aumento o descenso del ratio podria
aumentar la informacion a nivel pronostico e incluso predictivo.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El cancer gastrico es la quinta neoplasia mas frecuente en la
actualidad con una supervivencia a 5 afios inferior al 26% en
Europa(8). El diagndstico en estadios avanzados y la alta tasa de
recidivas precoces tras un tratamiento radical le confieren al cancer
gastrico una historia natural corta. A pesar de los grandes avances en
el conocimiento molecular del cancer, asi como en las estrategias de
diagnostico precoz y la aprobacion de nuevos farmacos, en la practica
clinica no disponemos de mas herramientas que el TNM, la expresion
de HER2 y PDL-1 para seleccionar el tratamiento mas adecuado en
cancer gastrico.

Esta alta tasa de recaida incluso en estadios precoces justifica el
interés en estudiar marcadores prondsticos de supervivencia y
recidiva, asi como marcadores de respuesta Yy resistencia a
tratamientos que nos permita un mejor enfoque terapéutico en cancer
gastrico localizado y metastasico.

2.1. COHORTE DE CANCER GASTRICO LOCALIZADO

2.1.1. Hipdtesis.

- EIl déficit en los niveles séricos de vitamina D medidos al
diagndstico distingue un grupo de pacientes con mayor riesgo
de recaida y peor supervivencia global.
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El déficit de vitamina D esta relacionado con alteraciones de
miRNASs que marcan un prondstico diferente y resistencia a la
quimioterapia.

Un estado proinflamatorio medido a través de parametros
clinicos y bioquimicos en céncer géstrico en estadios
localizados distingue grupos con una diferente supervivencia y
respuesta a tratamiento.

2.1.2 Objetivos.

Determinar los niveles de vitamina D al diagndstico y analizar
la relacion con el evento recaida, el tiempo hasta la recaida,
supervivencia global y respuesta a la quimioterapia
neoadyuvante.

Encontrar diferencias en los niveles de expresion de miRNAs
entre las muestras pareadas de tejido gastrico tumoral y el
tejido normal adyacente al tumor obtenido en el acto
quirdrgico.

Analizar si existe relacion entre los niveles de expresion de los
miRNAs y los niveles de vitamina D al diagnostico, asi como
su relacion con la respuesta al tratamiento, el evento recaida y
el tiempo hasta la recaida.

Estratificar en grupos de riesgo a los pacientes a través de
parametros clinicos y bioquimicos.

Analizar la relacion del tiempo hasta la recaida y supervivencia
global con otros parametros inflamatorios y nutricionales: ratio
neutrofilo-linfocito basal y diferencial, indice prondstico de
Glasgow (GPS) y el indice pronéstico internacional (PNI).



2. Hipotesis y Objetivos

2.2. COHORTE DE CANCER GASTRICO METASTASICO

2.2.1 Hipdtesis.

Un estado proinflamatorio medido a través de parametros
clinicos y bioguimicos en cancer gastrico en estadios
avanzados distingue grupos con una diferente supervivencia y
respuesta a tratamiento.

El déficit en los niveles séricos de vitamina D medidos al
diagnostico distingue un grupo de pacientes con mayor riesgo
de recaida y peor supervivencia global.

2.2.2 Objetivos.

Determinar los niveles de parametros inflamatorios y
nutricionales: ratio neutréfilo-linfocito basal (bNLR) vy
diferencial (cCNLR), indice prondstico de Glasgow (GPS) vy el
indice prondstico internacional (PNI) y analizar su relacion
con la supervivencia global.

Relacionar el ratio neutrofilo-linfocito diferencial y basal con
la respuesta a la quimioterapia.

Examinar los niveles de vitamina D en el momento del
diagnostico y establecer la relacion entre este valor y la
supervivencia global.

Estratificar en grupos de riesgo y relacionarlo con respuesta a
tratamiento y supervivencia global.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. DISENO DE LA INVESTIGACION

Estudio observacional, ambispectivo y multicéntrico con dos
cohortes. La cohorte de pacientes de cancer gastrico localizado y la
cohorte de pacientes con cancer gastrico metastasico.

En la cohorte de cancer gastrico localizado los pacientes fueron
incluidos en el momento del diagndstico y los datos fueron recogidos
de forma prospectiva. En la cohorte de cancer gastrico metastasico se
realizd6 un estudio ambispectivo con datos retrospectivos vy
prospectivos. La division en las dos cohortes del estudio se basa en la
diferencia en el prondstico de ambas poblaciones. Ademas las
medidas de efecto que se llevaron a cabo difieren en funcion del
estadio de la enfermedad. En el caso de la enfermedad localizada el
evento esperado es la recaida y la respuesta al tratamiento; en el caso
de la cohorte metastasica el evento es la supervivencia.

La inclusion de sujetos en la cohorte de cancer gastrico localizado
se inicid en Octubre 2015 hasta el Agosto de 2019, el periodo de
seguimiento se completdé hasta el Octubre de 2021. La fecha de
recogida de datos y fin del estudio fue Octubre de 2021.

En la cohorte de cancer gastrico metastasico, la inclusién de
pacientes se inicié en Marzo de 2009 hasta Junio de 2019, el periodo
de seguimiento se completd hasta Noviembre de 2019. La fecha de
recogida de datos y fin del estudio fue Noviembre de 20109.

En el momento del cierre del estudio los sujetos que no
presentaron el evento fueron censurados.
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Este estudio ha sido realizado en los hospitales del Sistema
Publico de Salud de Galicia (los cuales se detallan a continuacién) y
patrocinado dentro del Grupo Gallego de Investigacion en Tumores
Digestivos (GITuD).

3.2. POBLACION DEL ESTUDIO

La poblacion del estudio corresponde a pacientes de la
Comunidad Auténoma de Galicia diagnosticados de cancer gastrico
localizado o metastdsico que cumplian los criterios de inclusion y
fueron tratados y seguidos en los hospitales del Sistema Publico de
Salud de esta comunidad, concretamente en el Complejo Hospitalario
Universitario de Pontevedra, Complexo Hospitalario
Universitario de Ourense, Hospital Universitario Lucus Augusti y el
Complejo Hospitalario Universitario de Ferrol. El estudio esta
dividido en dos cohortes en base al estadio del cancer gastrico al
diagnostico.

El seguimiento de los pacientes en la cohorte de cancer gastrico
localizado, se realiz6 con visitas previas a cada ciclo de quimioterapia,
previamente y posteriormente a la cirugia y a continuacion en el
seguimiento habitual de consultas con controles radiologicos,
bioquimicos y clinicos cada 3-4 meses. En la cohorte de céancer
gastrico metastasico, el seguimiento se realiz6 con consultas previas a
cada ciclo de quimioterapia con periodicidad dependiente del esquema
utilizado y con controles radioldgicos, bioquimicos y clinicos cada
tres meses hasta el fin del estudio.

En el periodo del estudio fueron seleccionados un total de 279
pacientes, de los cuales cuarenta y nueve no recibieron un minimo de
dos ciclos de quimioterapia en estadio metastasico y se realizo
tratamiento exclusivamente sintomatico (figura 14); ademas doce
pacientes no recibieron un minimo de dos ciclos de guimioterapia en
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estadio localizado con tratamiento perioperatorio por edad, estado
general o comorbilidades. En el caso de veinticinco pacientes
presentaban datos bioguimicos incompletos o historia inaccesible.

Finalmente, se analizaron un total de 193 pacientes, setenta y siete
en estadio localizado y ciento dieciséis en estadio metastasico.

N= 279 pacientes seleccionados
con cancer gastrico.

N= 49 no recibieron un minimo de dos ciclos de quimioterapia
en estadio metastasico.
N= 12 no recibieron un minimo de dos ciclos de quimioterapia
en estadio localizado con tratamiento perioperatorio.

N= 218 iniciaron tratamiento de
quimioterapia o quirurgico.

N= 25 no analizados por historia
inaccesible o incompleta.

N= 193 fueron incluidos y
analizados.

N= 77 pacientes cohorte cancer

gastrico localizado.

N= 116 pacientes cohorte cancer

gastrico metastasico.

Figura 14. Diagrama de flujo.
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3.2.1 Criterios de inclusion globales:

e Pacientes mayores de 18 afios diagnosticados de cancer

géstrico mediante confirmacion histologica.

e Los pacientes deben haber leido y firmado el consentimiento

informado (anexo 1) en el que se autoriza el acceso a su
historia clinica a través de IANUS o en formato papel.

3.2.2 Criterios de inclusion especificos en la cohorte

localizada:

Pacientes sin evidencia de enfermedad metastasica en los
estudios de extension.

Pacientes diagnosticados de cancer géstrico localizado, es
decir, estadio I, 11 y 111 segun la clasificacion TNM 82 edicion.

Pacientes propuestos para tratamiento con intencion curativa,
bien con tratamiento quirurgico de entrada o bien que hayan
recibido quimioterapia perioperatoria con al menos dos ciclos
de tratamiento previo a la intervencion.

Pacientes de los que se disponga de los datos analiticos,
anatomopatoldgicos, moleculares, radiolégicos y clinicos
necesarios para el estudio.

3.2.3 Criterios de exclusion especificos en la cohorte

localizada:

e Pacientes que no hayan completado al menos dos ciclos de

tratamiento de quimioterapia en el grupo de tratamiento
perioperatorio.

e Pacientes de los que no dispongamos de datos analiticos,

anatomopatologicos, moleculares, radiolégicos y clinicos
necesarios para el estudio.
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e Diagndstico no confirmado histologicamente.

e Que rechacen la participacion en el estudio o sin seguimiento
posterior.

e Pacientes en curso de tratamiento con corticoides a altas dosis
0 con una infeccidn activa en el momento de la inclusién en el
estudio.

e Pacientes en los que se objetivé enfermedad metastasica en los
estudios de extension.

3.2.3 Criterios de inclusion especificos en la cohorte
metastasica:

e Pacientes con enfermedad a distancia o metastasica, estadio IV
segun la clasificacion TNM con lesiones medibles
radiol6gicamente.

e Pacientes de los que se disponga de los datos bioquimicos,
anatomopatoldgicos, moleculares, radiolégicos y clinicos
necesarios para el estudio.

e Pacientes con una supervivencia esperada mayor o igual a 3
meses y con planificacion de recibir al menos dos ciclos de
quimioterapia.

3.2.4 Criterios de exclusion especificos en la cohorte
metastéasica:

¢ Diagnostico no confirmado histologicamente.

e Que rechacen la participacién en el estudio o sin seguimiento
posterior.

e Paciente en curso de tratamiento con corticoides a altas dosis o
con una infeccion activa en el momento de la inclusién en el
estudio.
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e Pacientes de los que no dispongamos de datos analiticos,

anatomopatoldgicos, moleculares, radiolégicos y clinicos
necesarios para el estudio.

e Pacientes que finalmente no recibieron al menos dos
ciclos de quimioterapia 0 en los que el tratamiento fue
exclusivamente sintomatico: radioterapia hemostatica o
analgesica, tratamiento de soporte nutricional o aquel dirigido
a paliar exclusivamente sintomatologia secundaria.

3.3. RECOGIDA Y FUENTES DE DATOS

El cribado de los pacientes y la inclusion, asi como la obtencién
del consentimiento informado se realizaron en la consulta de los
servicios de Oncologia de cada hospital. Los datos se obtuvieron del
programa publico de salud, IANUS, mediante el acceso codificado y
con el consentimiento de cada paciente. Este programa recoge el
historial médico en formato electrénico de cada usuario.

Las variables incluidas en este estudio son las siguientes:

100

Sexo definido como hombre o mujer.

Edad definida como el intervalo desde la fecha de nacimiento
hasta el momento del diagnostico.

Edad categorizada: mayores y menores de 65 afios.

Comorbilidad definida como presencia de mas de uno de los
siguientes antecedentes personales: diabetes mellitus mal
controlada, aclaramiento renal menor a 30ml/min, fibrilacién
auricular o cardiopatia estructural con FEVI1<55%.

Localizacién de la enfermedad: tumor localizado en la unién
gastroesofagica, cuerpo o antro gastrico.
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- TNM al diagndstico segun la 8%dicion: estadio tumoral basado
en el tamafio tumoral (T), afectacién ganglionar (N) y
afectacion metastasica (M).

- Estadiaje tras neoadyuvancia: ypTNM en la intervencion
quirdrgica: estadio tumoral basado en el tamafio tumoral (T),
afectacion ganglionar (N) y afectacién metastéasica (M) en el
acto quirdrgico tras tratamiento de quimioterapia preoperatoria.

- Estado general clinico o Performance Status medido mediante
la escala ECOG, la cual define el estado general del paciente
mediante una puntuacion del uno al cuatro:

Tabla 2. Descripcion de la escala ECOG.

Puntuacion . .,
Descripcion de la puntuacion
escala

0 Asintomatico. Actividad normal sin restriccion ni ayuda.

1 Presenta sintomas que le impiden desempefar trabajos arduos
pero realiza trabajos diarios ligeros. Permanece en cama solo
durante las horas de suefio.

2 No puede desempefar trabajos diarios. Presenta sintomas que
le obligan a permanecer en cama durante menos del 50% de las
horas del dia. Autonomo para sus necesidades personales.

3 Precisa estar en cama mas de la mitad del dia. Necesita ayuda
para alguna de sus necesidades personales, por ejemplo,
vestirse.

4 Permanece en cama el 100% del dia. Necesita ayuda para todas

las necesidades personales, por ejemplo, alimentarse.

- Grado de diferenciacion: se define como el nivel en el que se
encuentra diferenciado el tumor, bien, moderadamente o
pobremente diferenciado.

- Histologia: definido como adenocarcinoma de subtipo
intestinal, tipo difuso o mixto.

101



ANTIA COUSILLAS CASTINEIRAS

102

Invasion linfovascular: presencia o0 ausencia de invasion
linfovascular en el tumor.

Invasién perineural: presencia 0 ausencia de invasién
perineural en el tumor.

Tejido tumoral: tejido formado por células tumorales.

Tejido normal adyacente al tumor (NAT): tejido
histoldgicamente no tumoral adyacente al tejido tumoral.

Tratamiento inicial del tumor en la cohorte de cancer gastrico
localizado: quirdrgico o quimioterapico.

Esquema perioperatorio: en pacientes sometidos a tratamiento
de quimioterapia perioperatoria reciben un esquema de
quimioterapia FLOT (5Fluorouracilo, Leucovorin, Oxaliplatino
y Docetaxel), ECX (Cisplatino, antraciclina, capecitabina) u
otros esquemas.

Déficit de expresion de proteinas reparadoras: definido como
la pérdida de expresion de al menos una de las proteinas
reparadoras estudiadas mediante técnicas de
inmunohistoquimica: MLH1, MSH2, MSH6, PMS2.

Niveles de expresion miRNAs realizados en muestras pareadas
de tejido tumoral de céncer géastrico y tejido normal adyacente
al tumor en la cohorte localizada.

Determinacion de HER2: expresion por inmunohistoquimica
de la proteina HER2 segun criterios del estudio TOGA en la
cohorte de cancer gastrico metastasico (33).

Receptor de vitamina D: expresion por inmunohistoquimica
definido a través la intensidad de tincion 1+ /2+/3+.

Déficit grave de vitamina D: valor categorizado de vitamina D
inferior a 10 ng/mL.
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Insuficiencia de vitamina D: valor categorizado de vitamina D
inferior a 30 ng/mL.

Albumina: cifra sérica de albimina, categorizada como menor
0 mayor a 3.5 g/dL.

Antigeno Carcinoembrionario o CEA: niveles CEA en sangre,
categorizado como mayor o menor de 5 ng/mL.

Proteina C reactiva o PCR: niveles de PCR en sangre,
categorizada como elevacion de la proteina C reactiva sérica
>1.00 mg/L o normal con valores inferiores a 1.00 mg/L.

Lactato deshidrogenasa o LDH: niveles de PCR en sangre,
categorizada como mayor o menor de 420 UI/I.

Respuesta completa (RC): Variable de respuesta definida segun
criterios RECIST 1.1 como desaparicion de lesiones diana.

Respuesta parcial (RP): Variable de respuesta definida segun
criterios RECIST 1.1 como reduccion de al menos un 30% en
la suma del diametro mayor de las lesiones diana tomando
como referencia la medida basal, en ausencia de aparicion de
nuevas lesiones.

Enfermedad estable (EE): Variable de respuesta definida segun
criterios RECIST 1.1 como aquellas lesiones que no cumplen
una reduccion suficiente para calificarlo como respuesta ni un
aumento para clasificarlo como progresion.

Progresion de la enfermedad (PD): variable de respuesta
definida segun criterios RECIST 1.1 como el aumento > 20% de
la suma del diametro de todas las lesiones diana tomando como
referencia la suma mas pequefia de didmetros desde el inicio del
tratamiento o aparicion de una o mas lesiones nuevas.
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Tiempo hasta la recaida (TTR) fue definido como el tiempo
desde el inicio de tratamiento de quimioterapia neoadyuvante o
la cirugia hasta la aparicion de enfermedad objetivada
radioldgica o histoldgicamente en el caso de la cohorte de
cancer gastrico localizado.

Supervivencia global: definida como el tiempo desde el inicio
de tratamiento de quimioterapia neoadyuvante o cirugia en la
cohorte localizada hasta la fecha de fallecimiento de paciente o
fecha de dltimo contacto. En la cohorte de cancer gastrico
metastasico fue definida como el tiempo desde el inicio
quimioterapia hasta la fecha de fallecimiento de paciente o
fecha de ultimo contacto.

Grado de respuesta a tratamiento neoadyuvante, definido como
respuesta radioldgica tumoral cuando existe una reduccion
tumoral tras tratamiento de quimioterapia previa a la cirugia o
no respuesta cuando presenta estabilidad o aumento tumoral.

Ratio neutréfilo-linfocito basal o bNLR: definido como el ratio
entre la cifra de neutrofilos y linfocitos mayor o menor a 3.96
al inicio del tratamiento.

Ratio plaqueta-linfocito o PLR: definido como el ratio entre
plaquetas y linfocitos mayor o menor a 150.

indice pronostico nutricional o PNI: calculado mediante la
formula: PNI= (10 x albdmina sérica g/dL) + (0.005 x
linfocitos/uL), se considera un PNI elevado aquel mayor a 43.5.

Glasgow Prognostic Score o GPS en el que se categoriza a los
pacientes en funcion a la alteracion en los niveles de dos
parametros: albumina y proteina C reactiva sérica. La
alteracion de ambos indica dos puntos, la alteracién de uno de
los parametros indica un punto, y la ausencia de alteracion
indica cero puntos tal y como se indica en la tabla 3.
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Tabla 3. Definicion de la puntuacion del Glasgow Prognostic Score.

albimina <3.5 g/dL y PCR >1 2 punto
albimina <3.5 g/dL o PCR >1 1 punto
albimina >3.5 g/dL o PCR <1 0 puntos

Ratio neutrofilo-linfocito diferencial (cNLR): se define como
la variacion del ratio entre la determinacion basal y tras dos
ciclos (tabla 4). Cuando esta variacion ocurre hacia un
incremento del ratio lo definimos como NLR diferencial
positivo, en el caso de que ocurra un descenso del mismo lo
definimos como NRL diferencial negativo. En el caso de
ausencia de variacion entre la determinacion basal y tras la
quimioterapia, se define como NLR neutro.

Tabla 4. Definicion del ratio neutrofilo-linfocito diferencial.

NLR diferencial (cNLR) Calculo:

Aumento o cNLR + NLR tras 2 ciclos mayor a NLR basal

Descenso o cNLR - NLR tras 2 ciclos menor a NLR basal

DScore: se define como la combinacion del valor del ratio
basal junto con la elevacién o descenso de este tras dos ciclos
de tratamiento (tabla 5):

Tabla 5. Definicion de la escala de combinacion de ratios.

NLR basal < 3.96 y desciende (cNLR-) 1 punto: grupo A
NLR basal > 3.96 0 aumento (cNLR+) 2 puntos: grupo B
NLR basal > 3.96 y asciende (cNLR+) 3 punto: grupo C
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- Escala PALV: basado en las variables relacionadas con
parametros nutricionales, inflamatorios y situacion clinica:
albumina, proteina C reactiva, vitamina D y performance
status 0 ECOG, otorgando un punto a la alteracion de cada una
de ellas. Posteriormente, el grupo A con cero o un pardmetros
alterados, grupo B con dos o tres parametros alterados y grupo
C con todos los parametros con valores anémalos.

3.4, TRATAMIENTO DE MUESTRAS ANALITICAS DE SANGRE Y
ANATOMOPATOLOGICO

Este estudio analiza los resultados de intervenciones realizadas de
rutina en cualquier paciente en la misma situacion clinica. Los
estudios bioguimicos y radioldgicos recogidos forman parte de la
actitud diagndstica habitual.

Las variables extraidas del hemograma y bioquimica del analisis
sangre se realizaron de forma previa al inicio del tratamiento, tras la
intervencion y en la recaida en la cohorte de cancer gastrico. La
extraccion de sangre en la cohorte metastasica se realizé previamente
al inicio del tratamiento de quimioterapia, tras la recuperacion
hematoldgica después de dos ciclos de tratamiento y a la recaida.
Estos parametros fueron medidos en analitica de sangre segin los
valores de referencia del laboratorio. En el caso de la vitamina D el
analisis se realizo en suero a través de la determinacion bioquimica de
25-OH vitamina D (D2+D3) en el laboratorio mediante
inmunoensayo competitivo de deteccion quimioluminiscente
(LIAISON). Los niveles de referencia se describen en la pagina 105.

Las variables radioldgicas recogidas fueron el TNM segun la
AJCC medido en la tomografia computarizada (TC) al diagnostico y
en el momento de la recaida o progresién. Las reevaluaciones
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mediante TC fueron realizadas cada tres meses. El informe
radiologico fue realizado en el Servicio de Radiologia de cada centro.

Las muestras histoldgicas quirdrgicas era muestras parafinadas de
tejido tumoral y tejido normal adyacente al tumor pareadas. En un primer
paso, se realiz una seleccion de los bloques tumorales adecuados para
realizar las técnicas de inmunohistoquimica. Se seleccionaron aquellas
muestras con mayor componente tumoral y en el tejido pareado sano
aquellas con mejor calidad tisular, evitando zonas con hemorragia o
necrosis. Estas muestras fueron codificadas mediante un numero de
registro. En las muestras de tejido gastrico tumoral en parafina se realizd
el estudio inmunohistoquimico del estado de expresion de las proteinas
reparadoras y la determinacion de la proteina HER2 en el servicio de
Anatomia Patoldgica de cada centro participante en el estudio como parte
de la rutina asistencial. La evaluacion de expresion de HER2 se realiz6
mediante el Kit HerceptestTM (Dako, Carpinteria, California USA)
aprobado para la determinacion por la FDA. Los casos fueron divididos
en 4 grupos en funcion de la extension e intensidad de la expresion: 0
como la ausencia de tincion o positividad en la tincion en <10% de las
células, 1+ se corresponde con una tincion débil de membrana, casi
imperceptible en al menos el 10% de las células, 2+ positividad
moderada de membrana moderada en al menos el 10% de las células, 3+
es corresponde con la tincién intensa 0 completa de membrana en > 10%
de las células. Los casos con determinacion 0 o +1 fueron considerados
negativos, aquellos casos con 2+ como equivocos y se consideraron
positivos aquellos casos con tincion 3+.

El analisis inmunohistoquimico de las proteinas reparadoras se
realizd en muestras de tejido gastrico tumoral en parafina. Se
analizaron cuatro proteinas reparadoras segun el protocolo establecido
MLH1, PMS2, MSH2 y MSH6. Se utilizé el anticuerpo MLH1 clon
ESO05, el anticuerpo PMS2 clon EP51, el anticuerpo MSH2 clon
79H11 y el anticuerpo MSH6 clon EP49 (Leica Biosystems,
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Barcelona, Spain) el procesador utilizado fue Leica ASP6025 (Leica
Biosystems, Barcelona, Spain). La pérdida completa de expresion de
alguna de las cuatro proteinas fue catalogado como muestra con
déficit de proteinas reparadoras.

El anélisis inmunohistoquimico del receptor de vitamina D fue
realizado en muestras de tejido gastrico tumoral y pareado sano ambos
fijados en parafina en el servicio de Anatomia Patoldgica del
Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela. En
el andlisis se utiliz el anticuerpo monoclonal D-6 (sc-13133, Santa
Cruz Bio-Technology). En funcién del nivel de tincion nuclear y de
membrana de las células tumorales se otorg6 la siguiente puntuacion:
1+ aquellas muestras con un nivel de tincion débil, 2+ con un nivel de
tincion moderado y 3+ en las muestras con una tincién intensa celular.

Se realiz6 una seleccion de miRNAS en base a su posible relacion
con la vitamina D previamente descritos en la bibliografia. Las
muestras fueron enviadas al laboratorio del Servicio de Anatomia
Patoldgica de la Universidad de Barcelona de forma codificada y en
transporte especializado para la adecuada conservacion de las mismas.

El RNA total fue purificado de muestras tumorales fijadas en parafina
segun el método descrito (140). EI RNA total fue extraido utilizando
RecoverAll Total NucleicAcid Isolation Kit (Ambion, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) segun protocolo del mismo.

La determinacion de los miRNAs miR-22, miR-125b, miR-143,
miR-145, miR-181a-5p, miR-181b-5p, miR-181c-5p, miR-181d-5p,
miR-498, miR-532, miR 99b-3p, miR-106b se realizd utilizando la
prueba comercial (TagMan MicroRNA assays, ThermoFisher Scientific)
en un sistema Step One Real-Time PCR (ThermoFisher Scientific).

Los controles negativos correspondientes fueron realizados en cada
reaccion. La cuantificacion relativa fue calculada utilizando 222, El
RNUG6B se usdé como normalizador y la media de los niveles de miRNA
en tejido normal como calibrador.
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Las medidas adoptadas para afrontar fuentes potenciales de sesgo
fueron las siguientes: la medicion de la vitamina fue realizada al
diagnostico ya que los niveles de este pardmetro podrian verse
alterados por la suplementacion por via oral a lo largo del tratamiento.
En la cohorte de cancer gastrico metastasico el tratamiento
concomitante con corticoides o con infeccion activa en el momento de
la determinacion podria alterar el valor de los neutrofilos, por este
motivo dichos pacientes fueron excluidos del estudio. De la misma
forma que el tratamiento de quimioterapia puede disminuir la cifra de
neutrofilos como efecto secundario, por lo que la determinacion de los
mismos se realizo tras la recuperacién hematoldgica.

3.5. TAMANO MUESTRAL

El tamafo muestral ha sido calculado teniendo en cuenta los datos
de prevalencia, incidencia y mortalidad descritos por el Observatorio
de la Asociacion Espafiola Contra el Cancer (AECC) en Galicia y la
SEER(14). El error tipo | asumido para dicho célculo ha sido del 5%
con un nivel de significacion estadistica del 95%. El poder estadistico
ha sido del 80%. Teniendo en cuenta una tasa de mortalidad del 12% y
una tasa de incidencia anual 19%, el tamafio muestral estimado fue de
148 pacientes. Si asumimos un 5% de porcentaje de pérdidas el
tamafio muestral sera de 156.

En el nimero estimado de sujetos a incluir en el estudio debemos
tener en cuenta las limitaciones de la propia enfermedad, esto es, un
porcentaje de estos pacientes no llegara recibir tratamiento de
quimioterapia por su situacion clinica, por sus antecedentes personales
0 incluso por una mala tolerancia la tratamiento que implicard una
suspension del mismo. Por lo tanto, el nimero real de pacientes con
criterios de inclusién para analizar en este trabajo difiere con respecto
al nimero estimado tedrico por la propia evolucion y limitaciones de
la patologia.
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3.6. METODO ESTADISTICO

Las variables fueron definidas y categorizadas segun los rangos de
normalidad descritos en la bibliografia o aportados por el laboratorio
en el caso de variables analiticas. El punto de corte del ratio neutrofilo-
linfocito basal o b-NLR fue estimado mediante las curvas ROC. Las
curvas ROC fueron utilizadas para identificar miRNAs que
clasificasen a los pacientes acorde con el evento recaida.

Inicialmente, se realizd un andlisis descriptivo de las variables
cualitativas a través de la determinacion de frecuencias y porcentajes;
asi como un analisis descriptivo de las variables cuantitativas del
estudio mediante el determinacion de medias, medianas y desviacion
estandar. La comparacion entre variables cualitativas independientes
se realizo a través de test Chi-cuadrado o test de Fisher en funcion del
tamario de los subgrupos. En el caso de las variables cuantitativas, se
realiz6 el test t-student para la comparacion de dos grupos con
distribucion normal, en los casos que no siguiesen una distribucion no
normal se utilizo el test de Mann—Whitney. En el andlisis comparativo
de mas de dos grupos con distribucién normal se utiliz6 el test
ANOVA vy el test de Kruskall-Wallis en aquellos con una distribucion
no normal. La correlacion de Pearson fue utilizada para cuantificar la
asociacion estadistica entre dos variables continuas con distribucion
normal, en caso de no seguir una distribucion normal fue utilizada la
correlacion de Spearman.

El tiempo hasta la recaida (TTR) fue calculado como el intervalo
de tiempo entre el inicio de tratamiento y la recaida de la enfermedad
o fecha del dltimo contacto. La supervivencia global (SG) fue
calculada como el tiempo transcurrido desde el inicio del primer
tratamiento hasta el fallecimiento por cualquier causa o fecha del
ultimo contacto.
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Un total del veinticinco pacientes presentaron datos incompletos
para el seguimiento y andlisis de la supervivencia global o tiempo
hasta la recaida debido a la imposibilidad de acceso a la historia
clinica por lo que excluyeron del estudio. Las caracteristicas de estos
pacientes en cuanto a los criterios de inclusion y exclusion no diferian
del resto pacientes que fueron analizados.

Los andlisis de supervivencia fueron realizados utilizando el
método de Kaplan-Meier y comparadas a traves del test long-rank.

El punto de corte Optimo para el andlisis del impacto de los
miRNASs analizados en tiempo hasta la recaida y supervivencia global
fue identificado utilizando X-Tile v.3.6.1 (Yale University 2003-2005)
(141) y validado por el test de Kaplan-Meier.

Para el analisis multivariante se utilizd el modelo de regresion de
Cox, método enter, incluyéndose en este analisis las variables que
habian mostrado tendencia a la significacion estadistica en el analisis
univariante. Las variables independientes introducidas en el modelo
fueron categorizadas y se tomé como categoria de referencia la ultima
introducida. Los resultados se expresaron mediante el hazard ratio
(HR) y su intervalo de confianza al 95% (IC 95%). Se definié como
estadisticamente significativa una p < 0.05.

El andlisis estadistico fue realizado utilizando SPSS Statistics v26
(IBM), SPSS v20.0 (IBM), GraphPad Prism 9.1.0 and R v4.1.1
(RStudio 2021.09.0).

3.7. ASPECTOS ETICO-LEGALES

El estudio no supone ningln perjuicio ni beneficio para el
paciente, ya que la recogida de datos se produce después y en el
protocolo del acto asistencial. El estudio fue aprobado por el Comité
de Etica de la Investigacion de Pontevedra-Vigo-Ourense y por la
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Gerencia de Xestion Integrada Pontevedra-Salnés con fecha 22 de
Noviembre de 2016 con cddigo de registro 2016/324. Posteriormente
se realizaron dos modificaciones de protocolo para ampliar el namero
de centros participantes en el estudio, ambas fueron aprobadas por el
Comité de Etica de la Investigacion de Pontevedra-Vigo-Ourense. La
primera de ellas fue aprobada con fecha 21 de marzo de 2017 y la
segunda con fecha 20 de marzo de 2018.

El estudio cumple con la Declaracion de Helsinki y con la Ley
14/2007, de 3 de julio, de investigacion biomedica. Se respetara la
voluntad del paciente y sus derechos asistenciales conforme a la Ley
41/2002, de 14 de noviembre, béasica reguladora de la autonomia del
paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion y
documentacién clinica; y la ORDEN SC0/256/2007, de 5 de febrero,
por la que se establecen los principios y las directivas detalladas de
buena préctica clinica y los requisitos para autorizar la fabricacion o
importacion de medicamentos en investigacion de uso humano.

Puesto que en el estudio se empled la historia clinica del paciente
en formato electronico IANUS, se realizd0 con las condiciones
recogidas en la Ley 3/2005, de 7 de marzo, modificacion de la Ley
3/2001, del 28 de mayo, reguladora del consentimiento informado y
de la historia clinica de los pacientes. Asi como segun la ley de
proteccion de datos de 3/2018. Ademas se entreg0 a cada paciente un
consentimiento informado cuyo contenido se describe en el Anexo 1.
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4. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS EN LA COHORTE DE CANCER GASTRICO LOCALIZADO

En el analisis descriptivo de los 77 pacientes incluidos en la
cohorte de cancer gastrico localizado observamos que la mediana de
edad fue de 73afios (36-90), y el 33.8% fueron mujeres. En lo que
refiere al estado general, el 73.6% presentaron un Performance Status
0 ECOG de 0 01y el 63.6% no tenian comorbilidades relevantes. En
el estudio fueron incluidos tres pacientes con un performance status o
ECOG de 3 los cuales no fueron candidatos a quimioterapia de
entrada por estado general y se realiz0 cirugia. En cuanto a las
caracteristicas del tumor el 50% se hallaban en el cuerpo gastrico
presentando un tamafo T3-4 segun la clasificacion TNM en un 80.5%
de los casos, la afectacion ganglionar NO-1 fue del 70.1% y el grado
de diferenciacion mas frecuente fue el indiferenciado en un 54.5% de
los pacientes (tabla 6).

El tratamiento con quimioterapia previa y posterior a la
intervencion, esquema perioperatorio, fue realizado en un 59.7% de
los pacientes; por otra parte, un 40.3% fueron intervenidos de entrada.

Entre los pacientes tratados con un esquema perioperatorio, un
41.7% recibieron quimioterapia con ECX, el esquema FLOT fue
administrado en un 37.0% y un 21.7% restante, recibieron otros
esquemas de tratamiento. En este grupo, un total de tres pacientes no
fueron finalmente resecables por lo que continuaron con tratamiento
quimioterapico. Ademas, un 30.0% no finalizaron la parte de
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quimioterapia tras la cirugia. En el caso de pacientes intervenidos de
entrada, un 64.0% no recibieron tratamiento adyuvante.

Entre los pacientes intervenidos se practico una gastrectomia total
en el 52.6% y fue subtotal en el 43.5% de los casos.

Las caracteristicas quirdrgicas mas frecuentes fueron la reseccion
completa 0 RO en el 87.0% de los casos y la linfadenectomia D2 en el
80.5% (Tabla 6).

Histologicamente, la mitad de los pacientes incluidos presentaron
un subtipo difuso, siendo el subtipo intestinal menos prevalente en un
38.4% de los pacientes, ademas pudimos observar en un 11.0% de
pacientes una histologia mixta. La invasion linfovascular estaba
presente en el 37.7% y la invasion perineural en el 29.9% de los casos.

El receptor de vitamina D estudiado mediante inmunohistoquimica
presento expresion conservada 1+ en un paciente, 2+ en cinco pacientes
y 3+ en doce pacientes. En las siguientes imagenes podemos observar el
patron de tincion (figura 15-17).
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Figura 15. ,Microfotograﬁa de adenocarcinoma gastrico localizado con una
inmunotincion nuclear y citoplasmatica correspondiente a receptor de vitamina D
(VDR) VDR 3+ (Aumento original, 20x).

Figura 16. Adenocarcinoma gastrico localizado con positividad moderada para
receptor de vitamina D (VDR) 2+. Aumento original, 20x.
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Figura 17. Tejido normal de mucosa gastrica (derecha) y metaplasia intestinal
(izquierda). Se observa que la expresion del receptor de vitamina D es mucho mas
intensa en la metaplasia que en el tejido normal. Aumento original, 20x.

Se analiz6 sobreexpresion HER2 en dieciocho pacientes, seis
pacientes fueron positivos, siendo doce negativos para dicha
mutacion. La pérdida de expresion de proteinas reparadoras estaba
presente en un paciente de los 36 analizados.

Destaca la alta frecuencia de insuficiencia severa de vitamina D
(medida a nivel sérico) en un 31.2% de los pacientes, asi como un
déficit de albimina en el 22.1% de los casos. El indice pronéstico
nutricional (PNI) presentd un valor inferior a 43.5 en un 22.1% de los
pacientes y el antigeno carcinoembrionario se encontraba elevado en
un 15.6%. En la escala de GPS, el 10.4% presentaron una puntuacion
méaxima de dos y el 53.2% de cero.
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En la evolucion de la enfermedad el 55.0% de los pacientes
habian presentado el evento recaida en el momento de finalizacién del
estudio, siendo la recaida a distancia un 37.7% de los pacientes. El
evento fallecimiento se produjo en el 55% de los casos. La mediana de
tiempo de seguimiento del estudio fue de 37.7 meses (5.3-71.9 meses).

Tabla 6. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la cohorte de cancer gastrico
localizado.

Caracteristicas clinico-patolégicas Namero de pacientes (%)

(n=77)

Edad (33-86 afios)

<65 19 (24.7%)

> 65 58 (75.3%)
Sexo

Hombre 51 (66.2% )

Mujer 26 (33.8%)
Comorbilidad

Si 28 (36.4%)

No 49 (63.6%)
Performance Status

0-1 56 (73.6%)

2-3 18 (23.3%)

Desconocido 3 (3.1%)
Localizaciéon tumor

UGE 14 (18.2%)

Cuerpo 39 (50.6%)

Antro 24 (31.2%)
Tamaiio del tumor (T)

T1-2 11 (14.3%)

T3-4 62 (80.5%)

Desconocido 4 (5.2%)
Afectacion ganglionar (N)

NO-1 54 (70.1%)

N2-3 16 (20.8%)

Desconocido 7 (9.1%)
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Caracteristicas clinico-patologicas

Numero de pacientes (%)

(n=77)
Histologia
Difuso 37 (50.7%)
Intestinal 28 (38.4%)
Mixto 8 (11.0%)
Desconocido 4 (5.2%)
Grado diferenciacion
Bien diferenciado 3 (3.9%)
Moderado 26 (33.8%)
Indiferenciado 42 (54.5%)
Desconocido 6 (7.8%)

Tratamiento inicial
Perioperatorio
Quirdrgico

46 (59.7%)
31 (40.3%)

Esquema perioperatorio

ECX 19 (41.7%)

FLOT 17 (37.0%)

Otros 10 (21.7%)
Tipo de intervencion

Total 40 (52.6%)

Subtotal 34 (43.5%)

Irresecable 3 (3.9%)
Nivel de reseccion

RO 67 (87.0%)

R1 4 (5.2%)

Desconocido 6 (7.8%)
Linfadenectomia

D1 10 (13.0%)

D2 62 (80.5%)

Desconocido 5 (6.5%)

Invasion linfovascular
Si
No
Desconocido

29 (37.7%)
25 (32.5%)
23 (29.9%)
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Caracteristicas clinico-patolégicas Namero de pacientes (%)

(n=77)
Invasion perineural
Si 23 (29.9%)
No 30 (39.0%)
Desconocido 24 (31.2%)
Grado regresion Mandard
TRG 1-2 8 (10.4%)
TRG 3 8 (10.4%)
TRG 4-5 2 (2.6%)
Desconocido 59 (76.6%)
Her 2
Mutado 6 (7.8%)
No mutado 12 (15.6%)
Desconocido 59 (76.6%)
Ratio neutroéfilo-linfocito basal
(0.15-10.30)
<3.96 64 (83.1%)
> 3.96 12 (15.6%)
Desconocido 1(1.3%)
Ratio plaquetas-linfocito (11.59-460)
<150 48 (62.3%)
150-300 20 (25.0%)
> 300 9 (11.8%)
NLR diferencial (cNLR)
Descenso 48 (62.3%)
Ascenso 25 (32.5%)
Desconocido 4 (5.2%)
DScore
A: NLR < 3.96 y cNLR desciende 38 (49.4%)
B: NLR > 3.96 o cNLR asciende 33 (42.9%)
C: NLR > 3.96 y cNLR asciende 2 (2.6%)
Desconocido 4 (5.2%)

121



ANTIA COUSILLAS CASTINEIRAS

Caracteristicas clinico-patologicas

Numero de pacientes (%)

(n=77)
Glasgow Prognostic Score
0 41 (53.2%)
1 19 (24.7%)
2 8 (10.4%)
Desconocido 9 (11.7%)
indice Pronéstico Nutricional (28.5-175)
<43.5 17 (22.1%)
> 43.5 55 (71.4%)
Desconocido 5 (6.5%)

Antigeno Carcinoembrionario (0.4-72 ng/mL)

<5 50 (64.9%)

>5 12 (15.6%)

Desconocido 15 (19.5%)
Proteina C reactiva (0.01-47 mg/L)

<1 49 (63.6%)

>1 23 (29.9%)

Desconocido 5 (6.5%)
Nivel de albumina (2.4-4.6 g/dL)

<3.5 17 (22.1%)

>3.5 55 (71.4%)

Desconocido 5 (6.5%)
Nivel de LDH (139-558 UI/l)

<420 54 (70.1%)

> 420 7 (9.1%)

Desconocido 16 (20.8%)
Localizacion de recaida

Local 5 (6.5%)

A distancia 29 (37.7%)

Ambas 9 (11.7%)

Desconocido 34 (44.2%)

Proteinas reparadoras
Expresa
No expresa
Desconocido

35 (45.5%)
1(1.3%)
41 (53.2%)
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Caracteristicas clinico-patolégicas Namero de pacientes (%)

(n=77)
Niveles de vitamina D (5 -50 ng/mL)
<10 24 (31.2%)
> 10 51 (66.2%)
Desconocido 2 (2.6%)
PALYV score
PALV A (bajo riesgo) 47 (61.0%)
PALV B (moderado riesgo) 13 (16.9%)
PALV C (alto riesgo) 4 (5.2%)
Desconocido 13 (16.9%)

UGE: union gastroesofagica; NLR: ratio neutréfilo-linfocito; LDH: lactato
deshidrogenasa. ECX: epirrubicina, cisplatino, capecitabina, FLOT: 5fluorouracilo,
oxalipaltino, docetaxel.

4.1.1 Resultados en tiempo hasta la recaida en la cohorte de
cancer gastrico localizado.

En el analisis univariante se observd que los pacientes con
respuesta al tratamiento neoadyuvante presentaron un mayor tiempo
hasta la recaida estadisticamente significativo frente a los paciente que
no respondieron al tratamiento neoadyuvante (NA vs. 12.84 meses)
p=0.004 (tabla 7).

Observamos el evento recaida en 43 pacientes de los 77
analizados.

El performance status o ECOG fue la variable relacionada con las
caracteristicas del paciente que presentd un mayor valor prondéstico de
forma estadisticamente significativa, asi el tiempo hasta la recaida fue
de 45.89 meses entre los pacientes con un ECOG de 0 6 1 frente a
8.27 meses en los pacientes con ECOG 2 o 3. La edad, sexo o
comorbilidad no mostraron diferencias significativas, aunque si se
observé una tendencia positiva en aquellos menores de sesenta y cinco
afos, varones y sin comorbilidad.
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En el analisis objetivamos un menor tiempo hasta la recaida en
pacientes con un déficit de vitamina D grave medido de forma basal.
Los pacientes con unos niveles inferiores a 10 ng/mL presentaron un
tiempo menor hasta la recaida de 15.83 meses frente a mediana no
alcanzada en aquellos con una determinacion mayor a diez, p = 0.098
(tabla 7).

No se observé una relacion estadisticamente significativa entre el
déficit grave de vitamina D y la respuesta al tratamiento.

Por otra parte, el perfil nutricional del paciente analizado a través
del indice Prondstico Nutricional basal demostr6 un impacto
significativo en el intervalo de tiempo hasta la recaida. Asi, los
pacientes con un valor inferior o igual a 43.51 presentaron una
mediana de 7.32 meses en comparacion con los 45.89 meses de
aquellos casos con un indice Prondstico Nutricional (PNI) superior a
43.51, p=0.001. En el caso de la albumina basal la diferencia fue
notable aungue sin lograr significacion estadistica, 8.57 meses en los
pacientes con valores inferiores a 3.5 g/dL y mediana no alcanzada en
pacientes con valores normales, p=0.058.

La combinacién de parametros nutricionales e inflamatorios
basales a través del Glasgow Prognostic Score (GPS) demostrd
asimismo un impacto significativo en el tiempo hasta la recaida. Los
pacientes se agruparon segun puntuacion de 0, 1 y 2 con un tiempo
hasta la recaida de mediana no alcanzada en el primer grupo, 11.49
meses en el segundo y 6.99 meses en el tercero (tabla 7).

Los pacientes con niveles de CEA inferior o igual a 5 ng/mL
presentaron un tiempo hasta la recaida de mediana no alcanzada
versus 12.72 meses en los pacientes con un CEA mayor de cinco con
significacién estadistica. Asi como la proteina C reactiva con 11.49
meses en aquellos pacientes con un valor superior a 1 y no alcanzaron
la mediada aquellos con una puntuacion inferior, p<0.001.
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Los resultados obtenidos con la variable ratio neutréfilo-linfocito,
el diferencial del ratio neutrofilo-linfocito o cNLR, la expresion de
receptor de vitamina D o la sobreexpresion de HER2 no demostraron
una variacion significativa en el tiempo hasta la recaida.

La pérdida de expresion de proteinas reparadoras fue un factor
prondstico negativo en cuanto tiempo hasta la recaida. Observamos
que aquellos pacientes con expresion conservada presentaron un
tiempo hasta la recaida mayor que aquellos con un déficit del mismo,
14.85 vs NA, p = 0.002. Debemos tener en cuenta que tan sélo un
paciente presentaba dicho déficit de expresion.

El tipo de reseccion realizada mostré que aquellos pacientes con
una gastrectomia total presentaba un intervalo libre de recaida mayor
que aquellos con una intervencion subtotal o no intervenidos, 32.59 vs
28.15 vs 1.90 meses, p<0.001. Las variables relacionadas con el tipo
de tratamiento, quirdrgico frente a quimioterapia neoadyuvante, el
esquema de tratamiento quimioterapico o el tipo de linfadenectomia
no presentaron diferencias significativas.

Aqguellos pacientes con un estadio avanzado (ypTNM IIl) en la
pieza quirdrgica tras tratamiento neoadyuvante presentaron un menor
tiempo libre de enfermedad que aquellos pacientes con un estadio
precoz o con respuesta completa, p = 0.001.

Realizamos un estratificacion de pacientes que denominamos
PALV en base a las variables relacionadas con parametros
nutricionales, inflamatorios y situacion clinica; albumina, proteina C
reactiva, vitamina D y performance status o ECOG, otorgando un punto
a la alteracion de cada una de ellas. Posteriormente, el grupo A con cero
0 un parametros alterados, grupo B con dos o tres parametros alterados
y grupo C con todos los parametros con valores andmalos. La
supervivencia libre de recaida no alcanzo la mediana en el grupo A, fue
de 14.81 meses en el grupo B y 6.76 meses en el grupo C, p<0.001.
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4.1.2 Resultados en supervivencia global en la cohorte de
cancer gastrico localizado.

En el andlisis univariante realizado mediante, el déficit grave de
vitamina D < 10 ng/mL fue un factor pronostico negativo (27.89 meses
vs 54.63 meses, p= 0.043), asi los pacientes con un déficit grave
presentaron una supervivencia global significativamente peor (figura 18).

Otras variables como el Performance Status 2 vs 0-1 (20.30 meses vs
50.04 meses, p = 0.004), presencia de invasion linfovascular (26.18
meses vs NA, p= 0.007), proteina C-reactiva >1 mg/L (25.88 vs 54.63
meses, p=0.014), valores de albumina < 3.5 g/dL (20.40 meses vs 48.13
meses, p=0.013) fueron también factores prondsticos negativos (tabla 7).

Vitamina D

—Menor de 10
TMayor de 10
~+= censurado
= censurado

1,04

0,8

0,671

Supervivencia

0,44

0,0

1 I 1 1 T
Rilv] 20,00 40,00 60,00 20,00
Meses

Figura 18. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia global en base a los niveles de
Vitamina D.
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Las variables edad, sexo, comorbilidad, localizacion de tumor,
tamafo del tumor y afectacion ganglionar, esquema de quimioterapia,
tipo de tratamiento inicial, la sobreexpresion de HER2, la expresion de
proteinas reparadoras y valor de CEA no fueron relacionados de forma
estadisticamente significativa con una peor supervivencia global.

Los pacientes con respuesta al tratamiento neoadyuvante
presentaron una mayor supervivencia global (no alcanzada vs 29.53,
p= 0.004).

Ademas, las variables relacionadas con el perfil nutricional e
inflamatorio tumoral se objetivaron como factores prondsticos, asi un
valor PNI < 43.5 (21.68 meses vs 50.04 meses, p=0.004) y Glasgow
Prognostic Score 2 en relacién a valores GPS 1 o 0 (13.66 meses,
25.88 meses, 59 meses, p= 0.006) presenta una peor supervivencia
(tabla 7).

Aquellos pacientes con un estadio avanzado post-neoadyuvancia
(ypTNM 111) en la pieza quirdrgica tras tratamiento neoadyuvante
presentaron una peor supervivencia global que aquellos pacientes con
un estadio precoz o con respuesta completa, p = 0.001.

En el anélisis univariante observamos ademas el valor pronostico
del score PALV basado en la combinacion de variables de la vitamina
D, albumina, Performance Status y proteina C-reactiva. Los pacientes
de grupo A o0 de bajo riesgo presentaron una mediana de
supervivencia no alcanzada, asi el grupo B o riesgo intermedio de
28.15 meses y el grupo C o de riesgo alto de 8.67 meses, p <0.001
(figura 19).
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PALV
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Figura 19. Curva de Kaplan-Meier de supervivencia global en base a la escala PALV.

Las variables clinicamente relevantes fueron incluidas en el andlisis
multivariante de supervivencia. Dicho analisis demostré que el grupo de
bajo riesgo PALV A (HR: 0.37, 95% CI: 0.004 — 0.356, p= 0.004) y el
de moderado riesgo PALV B (HR: 0.45, 95% CI: 0.003 — 0.594, p=
0.019) presentan un mejor pronostico comparado con el grupo de riesgo
alto PALV C, ajustados por sexo, invasion linfovascular, CEA basal y
tipo de tratamiento.
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Tabla 7. Analisis univariante del tiempo hasta la recaida y supervivencia global en
cancer gastrico localizado (n=77) mediante Kaplan-Meier y comparacion con test

log-rank.
Variables analizadas TTTC(?;ZeS) va;or SGI C(n;g;oes) va;or
Edad
< 65 afos NA 0.530 36.50 (10.63-62.36) 0.947
> 65 anos 24.31(2.56-46.09) 43.86 (26.82-60.90)
Sexo
Hombre 45.89 (33.28-58.56) 0.160 50.00 (35.56-64.44) 0.084
Mujer 13.27 (7.85-18.69) 25.88 (16.77-35.00)
Comorbilidad
Si 15.17(4.59-25.67) 0.368 32.32 (14.09-50.56) 0.644
No 34.66 (5.30-63.54) 48.13 (30.24-66.01)
Performance Status
0-1 45.89 (34.70-57.08) 0.011 50.04 (33.77-66.23) 0.004
2 8.27 (2.82-12.71) 20.30 (12.99-27.61)
Localizacion tumor
UGE NA 0.294 NA 0.116
Cuerpo 21.35 (2.27-40.30) 37.29 (25.51-49.01)
Antro 15.83 (23.67-45.08) 29.53 (1.42-57.65)
Tamarfno del tumor
(T) 0.509 0.097
T1-T2 NA NA
T3-4 24.31(5.07-43.50) 37.29 (21.96-52.61)
Afectacion
ganglionar (N) 0.263 0.107
NO-1 NA NA
N2-3 13.76 (8.13-18.56) 28.15 (12.65-43.66)
Histologia
Difuso 21.35 (0.54-42.31)  0.278 32.75 (21.43-44.07) 0.075
Intestinal NA NA
Mixto 15.83 (2.04-28.13) 27.89 (1.71-54.07)
Grado
diferenciacion 0.278 0.674
Bien NA NA
Moderado 28.15 (10.24-48.76) 50.04 (43.10-65.90)
Pobremente  12.09 (2.28- 29.13) 36.50 (22.52-50.47)
Tipo de reseccion
Total 32.59 (10.23-54.32) <0.001 43.86 (24.48-63.23) 0.063
Subtotal 28.15 (14.22-42.08) 54.63 (28.98-80.28)
Irresecable 1.90 (0.91-3.11) 21.68 (19.79-23.57)
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Variables analizadas 'I'I'Ilkc(rgn;;)es) va;or SGI ((:rr;esi/oes) va;or
Nivel de reseccion
RO 32.59 (5.00-60.17)  0.187 48.13 (31.56-64.70) 0.076
R1 8.27 (4.70-11.85) 10.31 (5.64-14.98)
Variacién de NLR
Descenso 32.59 (18.01-47.17)  0.532 41.26 (24.47-58.05) 0.750
Ascenso 28.15 (9.54-46.76) 48.13 (18.74-77.51)
Glasgow Prognostic
Score 0.004 0.006
0 NA 59.00 (43.10-74.91)
1 11.49 (8.66-14.33) 25.88 (17.17-34.06)
2 6.99 (4.90-9.03) 13.66 (7.47-19.86)
indice  Pronéstico
Nutricional 0 .001 0.004
<43.5 7.32 (4.81-9.83) 21.68 (7.05-36.31)
>43.5 45.89 (34.27-57.51) 50.04 (32.82-67.18)
Antigeno
Carcinoembrionario 0.043 0.162
(Hg/L)
<5 NA 50.00 (30.74-69.26)
>5 12.71 (8.17-17.25) 23.88 (19.20-28.56)
Proteina C-reactiva
(mg/L) 0.024 0.014
<1 NA 54.63 (40.44-68.82)
> 1 11.49 (8.57-14.42) 25.88 (16.89-34.88)
Albumina (g/dL)
<3.5 8.57 (6.12-11.02) 0.058 20.40 (11.12-29.67) 0.031
>3.5 NA 48.13 (29.43-66.82)
Tratamiento inicial
Perioperat. 32.59 (9.61-55.57)  0.924 48.13 (32.59-63.67) 0.673
Quirdrgico 28.15 (0.14-67.17) 38.30 (21.63-54.98)
Linfadenectomia
D1 21.35 (1.75-40.95)  0.694 32.75 (17.51-47.99) 0.550
D2 32.59 (2.38-62.79) 43.85 (29.22-58.49)
Estadio post-
neoadyuvancia 0.006 0.001
RC NA NA
| NA NA

41.49 (33.97-59.00)
13.27 (9.27-17.27)

54.63 (44.38-64.88)
26.57 (21.12-32.03)
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Variables analizadas TTTC(?;ZeS) va;or SGI ((:rr;esi/oes) va;or
Esquema
perioperatorio 0.989 0.794
ECX 32.59 (6.51-58.68) 48.13 (31.11-65.14)
FLOT 21.35 (0.15-52.37) NA
Otros NA 26.57 (15.43-37.72)
Lactato
deshidrogenasa 0.964 0.436
(UI/L)
<420 32.59 2.43-62.75) 48.13 (30.22-66.03)
> 420 NA 27.89 (16.50-39.28)
Receptor de
vitamina D 0.725 0.240
1+ NA NA
2+ 17.97 (1.67-34.26) NA
3+ 15.83 (0.12-45.39) 48.09 (29.11-67.08)
Ratio plaquetas-
linfocito 0.306 0.150
<150 NA NA
150-300 21.35 (7.90-34.81) 36.50 (16.67-56.32)
> 300 13.27 (2.61-23.98) 37.29 (5.99-68.58)
Ratio neutrofilo-
linfocito basal 0.091 0.344
<3.96 34.66 (21.39-47.93) 48.13 (27.08-69.18)
> 3.96 8.57 (0.15- 17.21) 37.29 (28.36-46.21)
Respuesta a
neoadyuvancia 0.002 0.004
Respuesta NA NA
No resp. 12.84 (7.63-18.05) 29.53 (18.85-40.22)
PALV
Grupo A NA <0.001 NA <0.001
Grupo B 14.85 (0.40-40.30) 28.15 (16.50-39.80)
Grupo C 6.76 (4.82-9.05) 8.67 (3.84-13.50)
Niveles de vitamina
D (ng/mL) 0.098 0.043
<10 15.83 (4.48-27.18) 27.89 (18.23-37.54)
>10 NA 54.63 (35.70-73.56)
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Variables analizadas ﬂllkc(;n;;)es) va;or SGI ((:rr;esi/oes) va;or

Proteinas

reparadoras 0.002 0.697
Expresa 14.85 (3.30-26.39) NA
No expresa NA NA

Invasion

linfovascular 0.018 0.007
Si 13.27 (10.38-16.16) 26.18 (21.44-30.92)
No NA NA

Invasion perineural
Si 11.66 (10.17-13.15)  0.140 26.57 (13.31-39.84) 0.198
No 28.15 (8.27-48.03) 50.04 (28.85-71.15)

Her 2
Expresa NA 0.134 26.57 (25.75-27.40) 0.641
No expresa 7.32 (2.74-11.89) 32.32 (20.09-44.55)

TTR: tiempo hasta la recaida, SG: supervivencia global; NA: mediana no alcanzada;
UGE: unidn gastroesofagica; PNI: indice prondstico nutricional; CEA; antigeno

carcnoembrionario;

RC:

respuesta completa;

ECX:

epirrubicina,

capecitabina, FLOT: 5fluorouracilo, oxalipaltino, docetaxel.
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miRNA expression

4. Resultados

4.1.3 Perfil de miRNA en cancer gastrico localizado.

En el trabajo analizamos las diferencias en la expresion de
microRNAS entre muestras pareadas de tejido tumoral y tejido normal
adyacente al tumor de veinte pacientes (un total de cuarenta muestras,
veinte de tejido tumoral y veinte de tejido normal adyacente al tumor)
procedentes de las piezas quirdrgicas. Entre los miRNAs analizados,
miR-22, miR-99b-3p, miR-106b, miR-125b, miR-181, miR-498, miR-
532 estaban mas frecuentemente sobreexpresados en tejido tumoral
comparado con tejido normal adyacente al tumor (NAT). Esta
sobreexpresion fue estadisticamente significativa en el caso de miR-
106b (p<0.05), miR-181a-5p (p<0.05), MiR-181b-5p (p<0.001) y
miR-181d-50 (p<0.05)

De forma interesante, miR-143 y miR-145 se encontraban mas
frecuentemente infraexpresados en tejido tumoral (figura 20).
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Figura 20: Comparativa entre la expresion de miRNAs entre tejido tumoral (TT) y
tejido normal adyacente al tumor (NAT). * p<0.05, ** p<0.001.
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En estas muestras pareadas de tejido tumoral y tejido normal
adyacente al tumor (NAT) observamos diferencias significativas entre
la expresion de los diferentes miRNAs y algunas caracteristicas
clinicas de los pacientes.

Asi, los pacientes mayores de 65 afios presentaron infraexpresion
de miR-22, miR-145, miR-181b-5p y miR-181d-5p (p<0.05) en
comparacidn con pacientes mas jovenes en tejido normal adyacente al
tumor (NAT).

La diferencia de expresion también la observamos en relacion al
sexo, asi las mujeres presentaron infraexpresion de miR-22 en tejido
normal adyacente al tumor (NAT), p=0.0134.

En relacion con la histologia, en el estudio objetivamos una
infraexpresion de miR-125b en tumores difusos en comparacion con
el subtipo intestinal o mixto, p=0.0174.

En los casos con un tamafio tumoral mas avanzado al diagnostico,
T3-T4, el nivel de expresion de miR-532 en tejido NAT se hallaba
significativamente reducido en comparacion a los pacientes con un
tumores mas pequefios, T1-T2 (p=0.0368). Ademas, en tejido tumoral
observamos una infraexpresion de este miRNA (miR-532) en tumores
con afectacion ganglionar mas avanzada N2-N3 (p<0.0254).

De forma interesante, objetivamos infraexpresion de miR-532 en
NAT en los pacientes con persistencia de tumores avanzados a pesar
de tratamiento neoadyuvante (ypT3-4 vs ypT1-2, p= 0.005; ypTNM
estadio Il vs Il vs I, p=0.002). Por lo tanto, observamos que la
infraexpresion de miR-532 se relacionan con tumores mas avanzados
a nivel local tanto al diagndstico como tras la neoadyuvancia.

Los microRNAs miR-125b y miR-181d-5p se encontraron asi
mismo infraexpresados en tejido normal adyacente al tumor (NAT) en
pacientes con estadios avanzados tras la neoadyuvancia, p=0.035 y
p=0.024.
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Analizamos la relacion entre la expresion de miRNAs y la
respuesta a la quimioterapia neoadyuvante. Los pacientes sin
respuesta a dicho tratamiento presentaron una infraexpresion de miR-
106b en tejido NAT, p<0.05 (figura 21A); lo que podria indicar una
resistencia al tratamiento en este tipo de pacientes.
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Figura 21: Infraexpresion de miR-106b en pacientes sin respuesta a tratamiento
neoadyuvante (A) y presencia de recaida (B).

Observamos que aquellos pacientes con un marcador tumoral
basal CEA elevado, presentaron infraexpresion de miR-106b en tejido
NAT, p=0.0432. A su vez en aquellos con unos niveles de LDH
elevado, mayor de 420, observamos una infraexpresion de miR-145,
p=0.028.

Los pacientes con insuficiencia de vitamina D (niveles menores a
30 ng/mL) presentaron infraexpresion de miR-145 en tejido normal,
p=0.0286 (figura 22A). Ademas, el menor nivel de expresiéon de VDR,
2+ vs 3+, se relaciond con una infraexpresion de miR-498 en tejido
NAT, p= 0.033 (figura 22B).
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Figura 22. (A) Infraexpresion de miR-145 en pacientes con niveles bajos de
vitamina D. (B) Infraexpresion de miR-498 en pacientes con expresion VDR 2+,

En el andlisis de los miRNAs relacionados con la existencia de
recaida observamos que aquellos pacientes con infraexpresion en
tejido normal adyacente al tumor (NAT) de miR-106b (figura 21B),
miR-181b-5p y miR-181c-5p presentan mayor probabilidad de recaida
(p=0.0033, p=0.0273, p=0.0383).

En cuanto a la localizacion de la recaida, la infraexpresion en
tejido NAT de miR-498, miR-181a-5p, miR-181a-5p y miR-181d-5p
se relacionaron con mayor recaida distal (p=0.0084, p=0.0052,
p=0.0161, p=0.0417).
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Figura 23. Curva de Kaplan-Meier. Tiempo hasta la recaida: miR-22(superior-
izquierda), miR-106b (superior-derecha), miR-125b (inferior-izquierda) y miR-181b-
5p (inferior-derecha).

La infraexpresion de miR-22, miR-125b, miR-181a-5p, miR-
miR-99b-3p y miR-106b
presenta un menor tiempo hasta la recaida en tejido normal adyacente
al tumor (NAT) y tejido tumoral (figura 23).

181b-5p,

miR181c-5p,

miR-181d-5p,
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Por otra parte, la infraexpresion miR-143 se relaciona
exclusivamente con un menor tiempo hasta la recaida en tejido NAT,
y miR-145, miR-498 y miR-532-3p en tejido tumoral.

En el andlisis de supervivencia observamos que los casos con
infraexpresion de miR-125b, miR-181b-5p, miR181c-5p, miR-181d-5p
en ambos tejidos (tumoral y NAT) se relacionaron con un menor tiempo
de supervivencia global de forma estadisticamente significativa (figura
24).

La infraexpresion de miR-143, miR-145, miR-498 y miR 532 en
tejido tumoral se relaciona con menor supervivencia global. Por otra
parte, la infraexpresion miR-99b-3p y miR-106b en tejido normal
adyacente al tumor (NAT) se relaciona con menor supervivencia global.
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Figura 24. Curva de Kaplan-Meier. Supervivencia global: miR-125b (izquierda)y
miR-181b-5p (derecha).

En el analisis multivariado observamos que miR-181b-5p en
tejido normal adyacente al tumor (NAT) es una variable pronostica
independiente, junto con el estadio, el Performance Status y la
respuesta a tratamiento neoadyuvante.
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4.2. RESULTADOS EN LA COHORTE DE CANCER GASTRICO METASTASICO

Un total de 116 pacientes con cancer gastrico metastasico
confirmado histolégicamente fueron elegibles para el analisis. En esta
cohorte el 66% de los pacientes eran varones con una mediana de edad
de 68.7 afios.

El 58% de los pacientes tuvieron un PS 0-1 y 55.2% presentaban
enfermedad metastasica en dos o mas localizaciones. La mayoria de
los pacientes (66.4%) tuvieron un bNLR inferior a 3.96. EI cNLR o
ratio diferencial fue evaluado en 110 pacientes y descendio en el
745% de los pacientes, mientras que el 25.5% tuvieron un
incremento, cCNLR>O0.

El anélisis de las caracteristicas clinico-patologicas en funcién del
aumento o descenso del cNLR revelaron diferencias no significativas
entre los pacientes (tabla 8).

Tabla 8. Caracteristicas clinico-patoldgicas de 116 pacientes con cancer gastrico
metastasico en funcion de la variacion del ratio neutroéfilo-linfocito (cNLR).

cNLR (N=110)  Ascenso

e, NS ) becenso @3
(74.5%) N= 82 N= 28
Edad (38-87 afos) 0.511
<65 37 (33%) 29 (35%) 8 (29%)
>65 75 (67%) 53 (65%) 20 (71%)
Sexo 0.511
Mujer 39 (34%) 29 (36%) 8 (28%)
Hombre 77 (66%) 53 (64%) 20 (72%)
Performance Status 0.070
0-1 67 (58%) 52 (70%) 12 (57%)
2 36 (31%) 22 (28%) 12 (37%)
Desconocido 13 (11%) 8 (2%) 4 (6%)
Localizacion 0.450
UGE 25 (22%) 16 (21%) 8 (29%)
Cuerpo 56 (50%) 43 (53%) 11 (42%)
Antro 32 (27%) 21 (26%) 8 (29%)
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cNLR (N=110)  Ascenso
Descenso (25.5%)
(74.5%) N= 82 N= 28

P-
valor

Caracteristicas N pacientes (%)
clinico-patologicas (n=116)

Subtipo 0.366

Intestinal 52 (45%) 39 (48%) 10 (36%)
Difuso 37 (32%) 24 (29%) 11 (39%)
Mixto 14 (12%) 11 (14%) 2 (7%)
Desconocido 13 (11%) 8 (9%) 5 (18%)
Metastasis Viscerales 0.179
Si 65 (56%) 50 (61%) 13 (46%)
No 51 (44%) 32 (39%) 15 (54%)
Metastasis peritoneales 0.749
Si 54 (47%) 38 (46%) 12 (43%)
No 62 (53%) 44 (54%) 16 (57%)
Metastasis adenopaticas 0.980
Si 69 (59%) 50 (61%) 17 (60%)
No 47 (41%) 32 (39%) 11 (40%)
CEA (0.40-2660 ng/mL) 0.785
<10 70 (60%) 48 (59%) 17 (65%)
>10 43 (37%) 32 (38%) 10 (33%)
Desconocido 3 (3%) 2 (2%) 1(2%)
NLR basal (0.64-18.8) 0.006
<3.96 77 (66%) 52 (63%) 23 (82%)
>3.96 39 (34%) 30 (37%) 5 (18%)
Esquema de 0.066
quimioterapia
Cisplatino -docetaxel 36 (32%) 30 (36%) 5 (18%)
Basado en 5FU 76 (68%) 52 (64%) 23 (82%)
LDH (99-6173 UI/L) 0.824
<450 73 (63%) 52 (71%) 18 (76%)
>450 27 (23%) 18 (18%) 7 (16%)
Desconocido 16 (14%) 15 (11%) 4 (8%)

UGE: unidn gastroesofagica; CEA; antigeno carcinoembrionario; NLR: ratio
neutrofilo-linfocito; LDH: lactato deshidrogenasa.
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La mediana de tiempo de seguimiento fue de 8.70 meses (95%ClI
7.08-10.33). Observamos el evento fallecimiento en 101 pacientes de
los 116 analizados.

En el andlisis univariante, cNLR y bNLR fueron ambos factores
prondsticos negativos (tabla 9). EI NLR basal >3.96 (5.97 vs 10.87
meses, p=0.001) y cNLR >0 (6.63 vs 10.34 meses, p=0.021) (figura 25).

Fueron ambos relacionados con peor supervivencia, mientras que
rozaba la significacion estadistica la lactato deshidrogenasa o LDH
>450 UI/L (5.02 vs 9.52, p= 0.052) con peor supervivencia.
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Figura 25. Supervivencia global en pacientes con cancer gastrico metastasico en
funcion de: A) Ratio neutrofilo-linfocito basal (bNLR) > 3.96 vs <3.96 fue de 5.97 vs
10.87 meses, respectivamente (p=0.001). B) Ratio neutrofilo-linfocito diferencial
(cNLR): aumento vs descenso fue de 6.63 vs 10.34 meses, respectivamente

(p=0.021).
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Otras variables como el CEA >10 (5.91 vs 10.34 meses, p=
0.011), sexo: hombre vs mujer (7.68 vs 12.09 meses, p = 0.048) y
Performance Status 2 vs 0-1 (4.63 vs 10.87 meses, p= 0.001) fueron
también factores prondsticos negativos.

Las variables de expresion de proteinas reparadoras, Indice
Prondstico Nutricional (PNI), Glasgow Prognostic Score (GPS), edad,
esquema de quimioterapia, localizacién de la enfermedad e histologia
no fueron significativamente relacionadas con la supervivencia (tabla
9)

Las variables clinicamente relevantes con significacion estadistica
fueron incluidas en el analisis multivariante. Aumento de cNLR (HR=
2.36, 95%Cl: 1.35 — 4.13, p=0.003) y NLR basal elevado (HR=2.16,
95% CI: 1.29 — 3.61, p=0.003) fueron factores prondsticos negativos
para supervivencia global, ajustados por sexo, Performance Status y
CEA basal.

Tabla 9. Analisis univariante de la supervivencia global en cancer gastrico
metastasico (n=116) mediante Kaplan-Meier y comparacion con test log-rank.

Caracteristicas clinico-patolégicas SG (meses) 95%Cl Valor p
Edad (afios) 0.419
<65 8.41 6.09 - 10.72
>65 9.65 7.47 - 11.84
Sexo 0.048
Mujer 12.09 9.42 - 14.75

Hombre 7.68 5.80 - 9.57
Performance Status 0.001
0-1 10.87 8.29 - 13.46

2 4.63 0.00 - 9.42
Localizacién tumor 0.180

UGE 5.81 4.51 - 7.11

Cuerpo 9.65 6.74 - 12.57

Antro 9.13 5.79 - 12.47

143



ANTIA COUSILLAS CASTINEIRAS

Caracteristicas clinico-patolégicas SG (meses) 95%Cl Valor p
Subtipo 0.152
Intestinal 10.51 5.67 - 15.35

Difuso 6.63 5.33-7.93
Mixto 8.70 5.96 - 11.44
Desconocido 9.65 6.92 - 12.39
Metastasis viscerales(pulmén/higado) 0.101
Si 9.65 7.54 - 11.77
No 8.01 5.31-10.72
Metastasis peritoneales 0.730
Si 9.13 7.27 - 10.99
No 8.50 5.67 - 11.34
Metastasis adenopaticas 0.138
Si 8.50 6.52 - 10.49
No 11.20 5.25-17.15
Lactato deshidrogenasa (UI/L) 0.052
<450 9.52 7.12-11.93
>450 5.02 0.00 - 0.76
Antigeno carcinoembrionario (pg/L) 0.011
<10 10.34 7.87 -12.82
>10 5.91 3.16 - 8.66
Ratio neutroéfilo-linfocito basal (bNLR) 0.001
<3.96 10.87 8.26 - 13.48
>3.96 5.97 4.29 - 7.66
Esquema quimioterapia 0.197
Cisplatino -docetaxel 9.65 7.87 - 11.44
Basado en 5FU 8.18 5.18 - 11.17
NLR diferencial (cNLR) 0.021
Descenso 10.34 7.14 - 13.55
Ascenso 6.63 2.37 - 10.90
Vitamina D (ng/mL) 0.975
<10 8.93 3.42 - 14.45
>10 11.95 6.48 - 17.43
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Caracteristicas clinico-patologicas SG (meses) 95%Cl Valor p
PLR basal 0.421
<160 9.65 7.46 -11.85
>160 8.01 4.79-10.83
Proteinas reparadoras 0.402
Expresa 18.89 10.88-26.89
No expresa 3.02 1.05-20.34
indice Pronéstico Nutricional 0.546
<43.5 6.83 4.84-8.86
>43.5 9.65 7.82-11.49
Glasgow Prognostic Score 0.524
0 8.50 1.29-15.72
1 13.17 1.31-25.03
2 6.83 0.01-13.79

SG: supervivencia global; Cl: intervalo de confianza; UGE: union gastroesofagica;
NLR: ratio neutrofilo-linfocito; 5FU: 5-fluorouracilo; PLR: ratio plaqueta-linfocito.
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La combinacion de ratios o DScore fue calculado en base al cNLR
y NLR basal. Los pacientes con unos valores de NLR basal elevados
(> 3.96) y un aumento de cNLR fueron asignados a una puntuacion de
2. Los pacientes con alteracion de unos solo de los pardmetros fueron
asignados a una puntuacion de 1. Aquellos pacientes sin ningun
parametro alterado, NLR basal bajo y descenso de cNLR, recibieron
una puntuacién de cero. (Tabla 10).

Los pacientes con un score de 0 fueron definidos como DScore de
bajo riesgo (44.8%), riesgo intermedio o DScore 1 (44.8%) y alto
riesgo o DScore 2 (4.31%).

El marcador fue analizado mediante un andlisis univariante. La
mediana de supervivencia fue de 12.74 meses, 7.68 meses y 2.23 meses
en estos tres grupos respectivamente, p<0.001, (Tabla 10, figura 26)

o I Y Bajo riesgo, Dscore 0 ==
‘1{ Riesgo intermedio, Dscore 1
i Riesgo alto, Dscore 2 mmm
0,8 Y
IL*[ P<0.001
0,61 ‘1\
0,44 T‘
lLL

0,24 ! -'11 L'k
0,04

1 Ll 1 T 1 T

0 20 40 60 80 100

Supervivencia global

Figura 26. Supervivencia global en pacientes con cancer gastrico metastasico en
funcién de DScore 0, 1 and 2 fueron 12.74, 7.68 and 2.43 meses respectivamente
(p<0.001) mediante el método de Kaplan-Meier.
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Tabla 10. Supervivencia global de los diferentes grupos de riesgo en base al DScore
mediante el método de Kaplan Meier y comparacion por test log-rank.

DScore Pacientes, n SG, meses P valor

DScore 0 o Bajo riesgo:

52 12.74
- bNLR <3.96 y cNLR <0

DScore 1 o Riesgo intermedio:
- bNLR 23.96 y cNLR < 0 52 7.68 <0.001
- bNLR <3.96 y cNLR >0

DScore 2 o Alto riesgo:

5 2.43
- bNLR 23.96 y cNLR>0

SG: supervivencia global; bNLR: ratio neutrofilo-linfocito basal; cNLR: ratio
neutréfilo-linfocito diferencial.

El andlisis multivariante demostr6 que comparado con el grupo
DScore 0 (bajo riesgo), los pacientes en el grupo DScore 1 (HR: 1.83,
95% CI: 1.14-2.94, p=0.012), Dscore 2 (HR 9.62, 95% ClI: 3.09-29.98,
p<0.001) tuvieron peor pronostico, ajustados por sexo, Performance
Status y CEA basal. Ademas, el 71.2% de los pacientes
correspondientes al grupo de bajo riesgo DScore 0 (NLR basal bajo y
descenso de cNLR) respondieron al tratamiento de quimioterapia; sin
embargo, la progresion de la enfermedad se observo en el 100% de los
paciente de alto riesgo DScore 2 (NLR basal elevado y ascenso de
cNLR), (Chi?=10.26 p=0.006; Tabla 11).

Tabla 11. Relacion entre puntuacion DScore y respuesta radioldgica a
quimioterapia.

DScore CR + PR +SD PD X2 P valor
DScore 0: Bajo riesgo 37 (71%) 15 (29%)
DScore 1: Riesgo intermedio 31 (59%) 22 (41%) 10.264 0.006
DScore 2: Alto riesgo 0 (0%) 5 (100%)

CR: respuesta radiologica completa; RP: respuesta radioldgica parcial; SD:
estabilizacion radiologica de la enfermedad, PD: progresion radiologica de la
enfermedad; X2: Chi-cuadrado valor.
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5. DISCUSION

Los sistemas de clasificaciobn pronostica tradicionales se han
centrado exclusivamente en el analisis de las caracteristicas propias
del tumor, ya sean las anatomicas, histologicas o moleculares. Sin
embargo el estado inmune en el que se desarrolla el tumor y el estado
inflamatorio previo del paciente tienen una gran relevancia en la
evolucion del cancer y en el prondéstico de la enfermedad (142).

En nuestro estudio seleccionamos parametros relacionados con
dicho estado proinflamatorio del paciente a nivel sistémico basal y en
el microambiente peritumoral y los relacionamos con el prondstico de
la enfermedad.

Estos pardmetros incluyen la vitamina D, asi como su relacién con
la expresion de miRNAs en el microambiente peritumoral normal y su
funcién a través del receptor de vitamina D (VDR), el ratio neutrofilo-
linfocito y dos escalas de riesgo (una en cohorte localizada y otra en
cohorte metastasica) que incluyen marcadores de estado funcional e
inflamacién a través de parametros analiticos medidos en analitica de
sangre y nutricionales del paciente.

Hemos estudiado los valores de la vitamina D a nivel sérico dado
su posible papel en la iniciacion y progresion tumoral. La variacion en
los niveles de vitamina D se traducen en una modulacion de la
inflamacién en el microambiente actuando no solo en las células
tumorales sino también en las células estromales e inmunes (143,144) a
través de la regulacion de citoquinas, prostaglandinas, modulacion de

151



ANTIA COUSILLAS CASTINEIRAS

respuesta de células T helper a través del balance entre Th1/Th2 (145) e
induccion de células T reguladoras (146).

En la literatura se han descrito diferentes escalas estratificacion de
riesgo en base al contexto inmune en el microambiente, una de las
mas relevantes es el Immunoscore; la cual refleja la interaccion entre
las células tumorales y el sistema inmune a través de la cuantificacion
de los linfocitos T CD3+ y CD8+ en el margen de invasion y en la
zona central del tumor. Se observé que aquellos pacientes con cancer
colorrectal localizado y una alta infiltracion de linfocitos (puntuacion
Immunoscore alta) tenian menor probabilidad de recaida y mayor
supervivencia (147).

En nuestro estudio observamos un peor pronostico en aquellos
pacientes con un déficit grave de vitamina D, definido como los
valores séricos de 25 (OH)D inferiores a 10 ng/mL. Asi los pacientes
con unos niveles bajos presentaron una peor supervivencia de forma
significativa. Estos resultados se encuentran en la misma linea que los
estudios publicados en otros tumores hasta el momento en los que se
relaciona el déficit de vitamina D con un peor prondstico de la
enfermedad. Ren y cols. (113) observaron una menor supervivencia en
aquellos pacientes diagnosticados de cancer gastrico con insuficiencia
de vitamina D y en el trabajo de Durak y cols. (114) los pacientes con
un déficit grave <10ng/mL presentaban un mayor riesgo de cancer
gastrico. En nuestro analisis no observamos diferencias significativas
en el tiempo hasta la recaida en los pacientes en rango de insuficiencia
(<30ng/mL). Una posible explicacion a estos hallazgos es el tipo de
molécula utilizada en el andlisis de sangre y el método empleado.
Otras causas serian las posibles diferencias en la distribucion de datos
demogréficos y geogréaficos, asi como nuestro tamafio muestral.

A lo largo del metabolismo de la vitamina D nos encontramos con
diferentes metabolitos que pudieran ser medidos en sangre: 25(OH)D
y lalfa,25(0OH)2D3, siendo el primero de ellos el mas frecuentemente
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analizado. A pesar de que no es biologicamente el mas activo ya que
se encuentra en el paso anterior al metabolismo renal, sus niveles
persistentes en sangre durante dos o tres semanas lo convierten en el
mas estable, ademas se encuentra en su préctica totalidad en la
circulacion sistémica con un porcentaje mas bajo en tejidos. Por otra
parte, los niveles séricos no se ven afectados por la ingesta oral,
ejercicio, esto sumado a lo anterior, lo convierten en el principal
metabolito que define los niveles de vitamina D en cada paciente.

En cuanto al método de andlisis de 25(OH)D en sangre, éste se
corresponde con la practica estandar, existiendo en la actualidad
métodos cromograficos e inmunoquimicos, siendo estos ultimos los
mas automatizados y que ademds, han demostrado una buena
correlacion entre ellos.

Sin embargo, debemos tener en cuenta que no estamos midiendo
la forma activa de la vitamina D, aquella que se une al receptor de
vitamina D para ejercer su accion; sino que, por el contrario, es
preciso un ultimo paso renal para su activacion. Esto implica que un
déficit enzimatico a ese nivel (CYP27B1) pudiera producir unos
niveles séricos normales de 25(OH)D con un déficit de la forma
bioldgicamente activa.

La siguiente razon por la que podriamos explicar la variabilidad
de resultados con los diferentes niveles en sangre de vitamina D, seria
plantear si los niveles séricos traducen de forma eficaz la accion de la
vitamina D en los genes diana. Para esto debemos tener en cuenta que
el paso principal para llevar a cabo la accién de la vitamina D, es la
unién con el receptor de vitamina D (VDR). Este receptor tiene como
funcién la internalizacion del calcitriol a la célula y su transporte hasta
el nacleo, siendo el mediador exclusivo de los efectos fisioldgicos de
la vitamina D; es por esto que el gen VDR se encuentra expresado en
mas de la mitad de los 400 tejidos celulares humanos (148). En
nuestro trabajo realizamos un estudio inmunohistoquimico para
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analizar la posible pérdida de expresion de dicho receptor y que, de
este modo, la alteracién de la funcion de la vitamina D pudiera ser
independiente de sus niveles séricos. Sin embargo, no observamos
diferencias significativas de expresion relacionadas con el pronostico
ni con los niveles de vitamina D. En los trabajos de Yin y cols (149),
Cong y cols (150) se describe presencia de polimorfismos en el gen
VDR relacionados con el cancer gastrico. Esto es, determinadas
variaciones genéticas como polimorfismos (SNPs, single nucleotide
polymorphism) podrian alterar la funcion del receptor con la
consiguiente pérdida de union con la vitamina D, alteraciéon de la
actividad transcripcional, unién con VDREs y finalmente modular o
inactivar la accién de la vitamina D en sus genes diana.

La regulacion post-transcripcional de la funcion de la vitamina D
a través de la accion de los miRNAs en el VDR fue descrita en el
estudio de Mohri y cols (77), en el que demuestran que miR-125b
inhibe los efectos antiproliferativos de 1,25-alfa(OH)2D a través de la
regulacion post-transcripcional de VDR. En los trabajos publicados
previamente en la literatura, se describe la relacién entre la vitamina
D, el VDR y la expresién de miR-125b en tejido tumoral.

De forma novedosa en nuestro estudio, seleccionamos nueve
microRNAs en base a su posible relacion con la vitamina D(151) y
analizamos la diferencia en la expresion y valor pronostico de cada
microRNA entre tejido tumoral y el tejido normal adyacente al tumor
(NAT) del paciente. En el trabajo observamos una implicacion
prondstica y una asociacion en la alteracion de la expresion de
microRNAs con variables clinico patologicas en tejido normal
adyacente al tumor. ElI microambiente del tejido normal adyacente al
tumor (NAT) no se corresponde con tejido verdaderamente sano, sino
que en dicho microambiente existen cambios moleculares tal y como
describe B. Kim en su trabajo (152), definiéndolo como un
microambiente histopatolégicamente normal pero con alteraciones
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genéticas o epigenéticas no visibles. En dicho articulo se demuestra
una alteracion en la expresion de miRNAs en tejidos adyacentes al
tumor y su posible utilizacibn como biomarcador para distinguir
“ambientes tumorales propensos 0 cancer-prone environments”. En
esta direccion el programa en marcha Pre-Cancer Genome Atlas
(PCA) (153) analiza las alteraciones genéticas (entre ellas, asociacion
con la expresion de miRNAS) en lesiones premalignas y
microambientes propensos para una deteccion precoz y prevencion.
En el trabajo publicado en 2019 de Pereira y cols. (154) hace
referencia a este concepto ‘“cancer-prone environments o field
cancerization” analizando la expresion de diferentes miRNA en tejido
tumoral, tejido adyacente y tejidos controles de pacientes sanos. En
este trabajo se observO una expresion alterada en tejido tumoral y
adyacente en comparacion con los controles. Los hallazgos
observados en nuestro estudio confirman la presencia de estas
alteraciones en el tejido adyacente tumoral.

En el andlisis de expresion de miRNA en dicho tejido normal
adyacente al tumor y su relacién con la vitamina D, observamos una
relacion significativa entre la infraexpresion de miR-498 con un
menor nivel de expresién de VDR (2+ versus 3+). Por lo tanto,
aquellos pacientes con infraexpresion de miR-498 en tejido NAT
presentaron una menor expresion de VDR.

Por otra parte, la adicion de vitamina D produce una inhibicion
significativa del crecimiento celular a traves de la sobreexpresion de
miR-145 in vitro tal y como se describe en el estudio de Chang et. al
(67). En el mismo sentido que el trabajo descrito, en nuestro estudio
observamos una infraexpresion de miR-145 en tejido NAT en aquellos
pacientes con unos niveles de vitamina D menores a 30 ng/mL
(p=0.0286). En el analisis prondstico los pacientes con infraexpresion
de miR-145 presentaron una peor supervivencia global.
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La infraexpresion de miR-125b, miR-181b-5p, miR181c-5p, miR-
181d-5p en tejido NAT se relaciona con peor supervivencia global de
forma estadisticamente significativa. También observamos una peor
supervivencia global, aunque no significativa, en los pacientes con
infraexpresion de miR-99b-3p y miR-106b en tejido normal adyacente
al tumor (NAT).

La asociacién con caracteristicas clinico-patolégicas objetiva una
relacion con determinados perfiles de expresion.

Asi, la infraexpresion de miR-532-3p en tejido NAT se relaciona
con tumores con un tamafio y afectacion ganglionar mayores (T3-4,
N2-3) al diagnostico y tras la neoadyuvancia.

Ademas podemos observar que una infraexpresion de miR106b en
tejido tumoral es mas frecuente en pacientes mayores de 65 afios, y en
tejido normal adyacente al tumor (NAT) en aquellos que han sufrido
una recaida y en los que no han respondido a tratamiento
neoadyuvante lo que podria indicar una resistencia al tratamiento en
este tipo de pacientes. En este sentido, el estudio publicado por Fang y
colaboradores (155) demuestra que una alteracion en los niveles de
miR-106b se relaciona con resistencia a tratamiento de quimioterapia
con Cisplatino.

Por otra parte, también se ha relacionado la expresion de
determinados miRNAs con la regulacion de factores claves en la
respuesta a farmacos de inmunoterapia, como es el caso de la
regulacion de expresion de PD-L1 por miR-200 en cancer de pulmon
(156).

La resistencia a tratamiento también fue descrita en pacientes con
déficit de proteinas reparadoras en el contexto de quimioterapia
adyuvante tras intervencion (157). Por lo tanto, en nuestra cohorte de
cancer gastrico estadio localizado analizamos el valor predictivo y
pronostico del déficit de expresion de proteinas reparadoras. Este
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analisis fue realizado en cuarenta y un pacientes, presentando un
déficit de expresion (dAMMR) en tan solo uno de ellos por lo tanto las
conclusiones que podemos extraer son exclusivamente hipdtesis. Este
paciente presentd un tiempo hasta la recaida y una supervivencia
inferior a los pacientes con expresion conservada. Hemos analizado
este caso y se trata de un paciente que recibié tratamiento
neoadyuvante con quimioterapia y posteriormente fue intervenido. En
el andlisis de evaluacion de respuesta no observamos ninguna
modificacion tras el tratamiento. Los datos de nuestro estudio no nos
permiten extraer conclusiones, aunque esta falta de respuesta
observada en nuestro paciente y una peor supervivencia va en relacion
a los resultados prospectivos del estudio de Kim S. vy
colaboradores(32), en cuyo trabajo se demuestra una mejor
supervivencia en pacientes MSI/dAMMR en estadio Il y 11l cuando son
tratados con cirugia exclusivamente en comparacion con una peor
supervivencia en aquellos con cirugia y quimioterapia adyuvante. Los
autores describen que este efecto pronostico positivo se pierde cuando
reciben quimioterapia, concretamente y de una forma mas relevante en
pacientes con un subtipo difuso como es el caso de nuestro paciente.
Esta misma hipdtesis se describe en el trabajo de Smyth y cols. (157)
en el que realizan una andlisis restrospectivo de la cohorte de
pacientes del estudio MAGIC (analiza beneficio de quimioterapia
perioperatoria versus cirugia). Los autores describen un efecto
deletéreo en este tipo de paciente con déficit de expresion. Finalmente,
en el metaanalisis de Pietrantonio y colaboradores (158) recomiendan
continuar la investigacion a través de estudios prospectivos tras
obtener los mismos resultados.

Analizamos ademas otras variables con valor prondstico en esta
cohorte de cancer gastrico localizado, asi observamos que aquellos
pacientes que presentaron respuesta al tratamiento neoadyuvante
obtuvieron un tiempo libre de enfermedad significativamente mas
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largo. Ademas aquellos pacientes con buen estado general (PS 0-1) y
con valores de marcador tumoral CEA bajos al diagnostico
presentaron un tiempo hasta la recaida mayor. Estos resultados estan
en relacién a los publicados anteriormente en la bibliografia, ya que el
Performance Status nos permite clasificar a los pacientes en funcion
de su estado general, para de esta forma, adecuar el enfoque
terapéutico y la agresividad de los tratamientos. Por otro lado, el
marcador tumoral CEA es un biomarcador conocido en cancer
gastrico aunque no especifico de este tipo de tumor, su elevacion
puede estar presente en otros tumores como el cancer colorrectal.

En nuestro estudio observamos que el estado nutricional de los
pacientes impacta de forma significativa en el tiempo libre de
enfermedad, asi aquellos con unos valores mayores de 43.5 (funcion
nutricional conservada) presenta un tiempo hasta la recaida de 45.89
meses en comparaciéon con 7.32 meses en aquellos pacientes con un
peor estado nutricional. Este biomarcador ya ha sido analizado en
otros estudios (159) con unos resultados similares a los obtenidos en
nuestro trabajo. Ademas, otro parametro interesante que combina los
valores de albumina con la proteina C reactiva es el Glasgow
Prognostic Score (GPS), el cual de forma también muy interesante
demuestra que aquellos pacientes con valores bajos de albumina y
PCR elevada presentan un tiempo hasta la recaida de 6.99 meses en
comparacion con la mediana no alcanzada en los pacientes con valores
conservados, p= 0.004.

Los resultados de supervivencia global en nuestra cohorte apoyan
el valor pronéstico de estos parametros, observandose una mayor
supervivencia en paciente con un PS 0-1, un buen perfil nutricional
(PNI>43.5), valor GPS bajo (PCR <1 mg/L y albimina > 3.5 g/dL) y
de forma muy importante en aquellos que obtuvieron respuesta al
tratamiento neoadyuvante.
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Hemos propuesto una escala de riesgo denominada PALV
teniendo en cuenta los resultados de los parametros individuales en los
analisis de supervivencia y atendiendo a que la combinacién de
marcadores puede aproximarnos de una manera mas eficaz al
prondstico de la enfermedad.

Asi en la escala PALV incluimos parametros que reflejan el
estado nutricional, inflamatorio y clinico del paciente: albumina,
proteina C reactiva, vitamina D y performance status o ECOG,
otorgando un punto a la alteracién de cada una de ellas. De esta forma,
el grupo A de bajo riesgo presenta cero o un parametro alterado, grupo
B de riesgo intermedio con dos o tres parametros alterados y grupo C
de alto riesgo con todos los pardmetros con valores anémalos.

A través de esta escala de riesgo PALV podemos clasificar a los
pacientes en funcién del riesgo para asi poder orientar el tratamiento.
Los resultados muestran una diferencia importante de casi cuarenta
meses entre el grupo de alto y bajo riesgo, siendo asi la supervivencia
libre de recaida de 45.8 meses, 14.8 y 6.76 meses en los grupo de
bajo, intermedio y alto riesgo consecutivamente, p<0.001 con una
diferencia muy importante entre los distintos pacientes. Observamos
una diferencia entre grupos de 51 meses en la supervivencia global.
Los pacientes con un score PALV de bajo riesgo o grupo A
presentaron una mediana de 59 meses y aquellos de alto riesgo de 8.67
meses, p<0.001. Esta escala precisaria una validacion en otra cohorte
con mayor nimero de pacientes, sin embargo no se ha llevado a cabo
por la dificultad de reclutamiento.

Realizamos una analisis multivariante en el que se incluyeron
otras variables relevantes en cancer gastrico como fueron el tipo de
tratamiento inicial (quimioterapia perioperatoria o cirugia de entrada),
la invasion linfovascular, el valor del marcador tumoral CEA al
diagndstico y el sexo. Observamos que comparado con el grupo C de
alto riesgo, los grupos Ay B tienen menos riesgo y mejor pronostico
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de forma estadisticamente significativa y se confirma como marcador
prondstico independiente.

Por lo tanto, en base al analisis de nuestro estudio, la combinacion
de la vitamina D, albumina, PCR y estado general por Performance
Status nos permite clasificar a los pacientes en tres grupos que se
relacionan de forma independiente con la supervivencia global. Esto
lo convierte en una herramienta importante al diagndstico en cancer
gastrico localizado y una via de investigacion en futuros estudios
prospectivos con mayor nimero de pacientes; ya que una de las
limitaciones de nuestro estudio es el escaso tamafio muestral.

Por otra parte, parametros como la expresién de HER2, la
expresion del receptor de vitamina D, y el ratio neutréfilo-linfocito no
fueron relacionados con peor supervivencia.

Observamos una discordancia entre los resultados del ratio
neutrofilo-linfocito basal y cNLR en cancer gastrico localizado y
metastasico, probablemente debido al distinto papel de los neutrofilos
en los diferentes estadios, asi como diferencias en el estado
proinflamatorio en la evolucion de la enfermedad. De esta forma en
estadios localizados este estado puede que por si mismo no presente
tanto impacto prondstico y sea méas determinante la combinacion con
otros factores (nutricional, estado general, vitamina). En otras
neoplasias como en cancer colorrectal, el cambio en el valor de NLR
en el contexto adyuvante se relaciono con la supervivencia global
(160). En nuestro estudio no hemos podido encontrar esta asociacion
en cancer gastrico localizado.

En cuanto al anélisis del estado inmune en estadios avanzados, en
nuestro estudio analizamos el impacto prondstico y predictivo del
estado proinflamatorio en la cohorte de cancer gastrico metastasico a
través de parametros analiticos como el ratio neutréfilo-linfocito, la
proteina C reactiva y la albumina. En este contexto existe también una
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interrelacion con el microambiente tumoral ya que la alteracion en la
expresion de diferentes miRNAs pueden alterar la maduracion,
funcién y desarrollo de células inmunes como los linfocitos T y los
neutréfilos.

En el caso de miR-125a, Quin y colaboradores (161) demuestran
en su estudio el papel modulador de este miRNA sobre los neutréfilos
a través de la estimulacion de la granulopoyesis. Por otra parte el miR-
181a regula la sensibilidad del receptor de la célula T en el
reconocimiento de antigenos presentados por el complejo mayor de
histocompatibilidad (162) y, en el caso de miR145 su inhibicion
produce una menos diferenciacién en la maduracion de los neutrofilos
(163).

El papel pronostico de los ratios fue analizado en la cohorte de
cancer gastrico metastasico y encontramos que el NLR basal y cNLR
son factores pronésticos independientes para supervivencia global en
pacientes con quimioterapia paliativa. Combinando ambas medidas,
también observamos la relacion entre DScore con el prondstico y
respuesta radiologica.

En los ultimos afios, investigaciones recientes se han centrado en
el estado inflamatorio del paciente y en la respuesta inmune,
representando una nueva caracteristica del cancer. Varios estudios han
establecido la relacion entre marcadores inflamatorios y prondstico en
cancer gastrico y otros tumores solidos (127-130,164). Las células
inmunes participan en esta respuesta, la cual es un proceso dindmico
que puede ser modificado por el tratamiento. Sin embargo, el papel
principal de los neutrofilos es la carcinogénesis no estd
completamente claro.

El NLR basal refleja el balance entre la respuesta inmune del
paciente y la reaccion inflamatoria tumoral en una punto estatico de la
enfermedad, el cual tiene un valor prondstico en nuestro estudio. En
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base a nuestros datos, un NLR basal elevado (>3.96) fue un marcador
prondstico negativo (5.97 vs 10.87 meses, p=0.001) acorde con los
datos publicados en la literatura (165,166). En el analisis
multivariante, NLR basal también fue relacionado con supervivencia
global (HR=2.16, 95% CI: 1.29- 3.61, p=0.003).

En base a este escenario dindmico, una determinacion puntual de
NLR podria no informar de forma adecuada sobre las modificaciones
fisiolégicas producidas por la quimioterapia en el tiempo, por lo tanto
definimos el cNLR.

El Ratio neutréfilo-linfocito diferencial (CNLR) después del
tratamiento es un factor importante a determinar porque podria reflejar
una variacion en el tumor y en las células inmunes después de la
quimioterapia.

Por consiguiente, nuestra hipdtesis esta basada en que la relacion
entre el cambio en NLR despues de dos ciclos tiene valor pronostico
en términos de supervivencia global. Nuestro estudio mostré que el
incremento en el NLR después de dos ciclos de quimioterapia en
primera linea (c(NLR>0) fue significativamente relacionado con una
peor supervivencia global (HR=2.36, 95%CI: 1.35-4.13, p=0.003) en
pacientes con cancer gastrico metastasico, apoyando que un cambio en
NLR tiene un valor prondstico significativo con mayor valor que una
Unica determinacion basal.

Combinamos ambas medidas, bNLR y cNLR, en DScore. Los
pacientes fueron categorizados en tres grupos. El grupo de alto riesgo
0 DScore 2 presentd una supervivencia significativamente peor (diez
meses) que el grupo de bajo riesgo 0 DScore 0 (mediana 2.43 vs 12.74
meses, p<0.001). El grupo de riesgo intermedio o DScore 1 presentd
una mediana de supervivencia global de 7.68 meses.

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que un pardmetro
dinamico, mas que un valor puntual, podria tener mayor valor
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prondstico en términos de supervivencia global y predecir la respuesta
tumoral de forma eficaz.

Ademés de lo anteriormente descrito, analizamos el valor
predictivo de DScore. ElI grupo de alto riesgo o DScore 2 fue
relacionado con peor respuesta a quimioterapia (x*=10.26, p=0.006),
mientras que el bNLR de forma aislada no fue relacionado con la
respuesta, demostrando que esta determinacion refleja solo el estado
puntual basal y no la evolucién tras el tratamiento. Esta clasificacion
nos ofrece un potencial método que nos permita una identificacion
temprana (tras dos ciclos) de los pacientes que se podrian beneficiar
de un tratamiento quimioterdpico y distinguirlos de aquellos que
podrian no beneficiarse. Entonces, DScore podria ser considerado un
factor de estratificacion en futuros ensayos clinicos.

Podemos concluir que el estado inmune del paciente influye de
forma significativa en el pronostico del cancer gastrico. Tanto a nivel
postranscripcional, como bioquimico y clinico, la combinaciéon de
parametros nos permite categorizar el riesgo de los pacientes y
orientar la estrategia terapéutica.

5.1. LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO

La limitaciones del estudio pueden afectar a la validez interna y
externa del estudio. En el caso de la primera se incluyen los sesgos de
confusion, seleccion, medicion y analisis.

En lo que refiere al sesgo de confusion, este puede afectar en
estudios que investiguen una causalidad entre la exposicion y el
efecto, produciendo asi una distorsion de los resultados. En el caso de
la cohorte de cancer gastrico localizado, el parametro de la vitamina D
podria verse alterado por la suplementacion de la misma por via oral a
lo largo del tratamiento, por este motivo, la medicion de la vitamina
fue realizada al diagndstico. En la cohorte de céncer gastrico
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metastasico el principal factor de confusidn que podria alterar el valor
de los neutrofilos (y asi variar el ratio neutrofilo-linfocito) seria el
tratamiento concomitante con corticoides o con infeccion activa en el
momento de la determinacién, por este motivo dichos pacientes fueron
excluidos del estudio. Ademas debemos tener en cuenta que el
tratamiento de quimioterapia puede tener como efecto secundario la
neutropenia (niveles de neutréfilos por debajo de la normalidad), para
evitar este factor de confusion, la determinacion de neutrofilos tras
dos ciclos de tratamiento se realiz0 tras la recuperacion hematoldgica.

Los pacientes fueron seleccionados en las consultas de Oncologia
de los hospitales que participaron en el estudio, por lo tanto se trata de
una muestra amplia conformada por pacientes de diferentes areas
sanitarias que cumplian con los criterios de inclusion de estudio.

La medicidén de pardmetros bioquimicos, anatomopatoldgicos y
moleculares ha sido realizada mediante técnicas validadas y de uso en
la préactica clinica habitual en los hospitales de Galicia. Sin embargo,
debemos tener en cuenta la posible variabilidad en la interpretacion de
los mismos, especialmente aquellos en los que exista una mayor
dependencia del observador y entre los diferentes centros. Un
problema de medicion relevante, tal y como comentaba previamente
en la discusion, es el metabolito de vitamina D utilizado en los anélisis
de laboratorio. De forma estandarizada se mide la 25(OH)D que es el
metabolito previo a la activacion dada su mayor estabilidad en sangre.
Es necesario un ultimo paso para llegar a la forma activa, de tal forma
que en caso de existir un déficit de la enzima encargada de la
activacion, no estaremos observando el valor sérico real y activo de la
vitamina D.

En el analisis del estudio se realizaron pruebas paramétricas y no
paramétricas (éstas en el caso de nimero inferior de casos). El punto
de corte de variables a estudio como el ratio neutréfilo-linfocito se
realizd mediante curvas ROC y el analisis multivariante se llevo a
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cabo para ajustar determinadas variables que podrian afectar a la
relacion de causalidad del pardmetro analizado. Otras de las
limitaciones de este trabajo, son el escaso nimero de pacientes en la
cohorte de céncer gastrico localizado y el disefio retrospectivo de la
cohorte de cancer gastrico metastasico.

Como se ha comentado anteriormente el estudio fue realizado en
las consultas de Oncologia de diferentes hospitales de la Comunidad
Auténoma de Galicia por lo que el disefio multicéntrico es una de las
fortalezas del estudio aungue con la limitacion en la extrapolacion a
otras razas o etnias.

En conjunto, el estudio se adapta a las directrices de la iniciativa
STROBE (Strengthening the Reporting of Observational studies in
Epidemiology), como se hace constar en el Anexo a esta tesis.

Este estudio ha sido patrocinado dentro del Grupo Gallego de
Investigacion en Tumores Digestivos (GITuD).

Las fortalezas del estudio se han comentado de forma paralela a
las limitaciones, posiblemente una de las mayores fortalezas sea que
hemos usado determinaciones y parametros de préactica clinica que
estan estandarizados y son homogéneos en lo resultados.
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6. CONCLUSIONES

6.1 CONCLUSIONES EN LA COHORTE DE CANCER GASTRICO
LOCALIZADO

En nuestra cohorte de cancer gastrico localizado un tercio de
los pacientes presentan un déficit grave de vitamina D, el cual
se relaciona de forma estadisticamente significativa con una
menor supervivencia global. Estos pacientes con déficit grave
de vitamina D presentan un menor tiempo hasta la recaida
aungue de forma no significativa, ademas no demostramos una
relacion con el evento recaida ni con la respuesta a
quimioterapia neoadyuvante.

Observamos una sobreexpresion de miR-106b y de los miR-
181-5p estudiados en tejido tumoral en comparacion con el
tejido normal adyacente. En el resto de miRNAs analizados no
observamos diferencias significativas en los niveles de
expresion entre ambos tejidos.

Los pacientes con insuficiencia vitamina D presentan
infraexpresion de miR-145 en tejido normal adyacente al
tumor.

La infraexpresion de miR106b en tejido normal adyacente al
tumor se relaciona con el evento recaida, ausencia de respuesta
a tratamiento neoadyuvante y menor supervivencia global.

Observamos que los pacientes con infraexpresion de miR-
125b, miR-181b-5p, miR181c-5p, miR-181d-5p en tejido
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tumoral y adyacente al tumor presentan un menor tiempo hasta
la recaida y peor supervivencia global.

La puntuacion de la escala PALV basada en los niveles basales
de proteina C reactiva, albdmina, vitamina D y estado
funcional ECOG distinguié un grupo de pacientes de alto
riesgo (grupo C) con menor tiempo hasta la recaida y peor
supervivencia global en comparacion con los pacientes de bajo
y riesgo intermedio de forma significativa e independiente.

Los pacientes con un estado proinflamatorio (GPS elevado) y
un peor estado nutricional (PNI bajo) presentan un tiempo
hasta la recaida menor y peor supervivencia global.

6.2 CONCLUSIONES EN LA COHORTE DE CANCER GASTRICO

170

METASTASICO

e Los pacientes con unos niveles basales elevados de NLR y un

aumento del ratio neutréfilo-linfocito diferencial presentan una
peor supervivencia global estadisticamente significativa. Los
parametros GPS y PNI no nos permiten distinguir a un
subgrupo de pacientes con mejor pronostico.

e Asi la estratificacion a través de la puntuacién DScore, que

combina el ratio neutréfilo-linfocito basal y diferencial, se
relaciona con supervivencia global y respuesta a tratamiento de
quimioterapia paliativo de forma significativa e independiente.

Los niveles de vitamina D no se relacionan con la
supervivencia global.
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personalizada del investigador, leer antes este documento y hacer todas
las preguntas que precise para comprender los detalles sobre el mismo.

Si asi lo desea, puede llevar el documento, consultarlo con otras
personas, y tomar el tiempo necesario para decidir si participar o no.

La participacion en este estudio es completamente voluntaria. Ud.
puede decidir no participar o, si acepta hacerlo, cambiar de parecer
retirando el consentimiento en cualquier momento sin tener que dar
explicaciones. Le aseguramos que esta decision no afectara a su
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relacion con el médico ni a la asistencia sanitaria a la que Ud. tiene
derecho.

¢ Cuédl es el propdsito del estudio?

Este estudio tiene como objetivo estudiar la relacion del nivel de
vitamina D en sangre con la evolucion de la enfermedad y la respuesta
al tratamiento.

¢Por qué me ofrecen participar a mi?

Ud. es invitado a participar porque estd diagnosticado de cancer
gastrico y se encuentra a tratamiento/seguimiento en el Servicio de
Oncologia.

¢En qué consiste mi participacion?

Su participacion implica el acceso a su historia clinica para la recogida
y el anélisis de datos referentes a su enfermedad: analisis de sangre,
pruebas radioldgicas y visitas médicas.

Ademas si esta de acuerdo en la participacion en el estudio, se
realizardn estudios moleculares en la muestra obtenida durante la
cirugia a la que haya sido sometido previamente. Su participacion no
implicara analisis o consultas adicionales a las necesarias en base a su
patologia y situacion clinica.

El investigador puede decidir finalizar el estudio antes de lo previsto o
interrumpir a su participacion. En todo caso se le informara de los
motivos de su retirada.

¢ Qué molestias o inconvenientes tiene?

Su participacion no implica molestias adicionales a las de la practica
asistencial habitual.
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¢ Obtendré algun beneficio por participar?

No se espera que Ud. obtenga beneficio directo por participar en el
estudio. Esta informacidn podré ser de utilidad en un futuro para otras
personas.

¢Recibiré la informacion que se obtenga del estudio?

Si Ud. lo desea, se le facilitaras un resumen de los resultados del
estudio. También podré recibir los resultados de las pruebas que se
realicen con sus muestras si asi lo solicita dirigiéndose al investigador.
Estos resultados pueden no tener aplicacion clinica ni una
interpretacion clara, por lo que, si quiere disponer de ellos, deberian
ser comentados con el médico del estudio.

¢ Se publicaran los resultados de este estudio?

Los resultados de este estudio seran remitidos a publicaciones
cientificas para su difusion, pero no se transmitira ningin dato que
pueda llevar a la identificacion de los participantes.

¢ Como se protegera la confidencialidad de mis datos y muestras?

El tratamiento, comunicacion y cesion de sus datos se hara conforme a
lo dispuesto por la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de
proteccion de datos de caracter personal y la ley 3/2018 de proteccion
de datos.

Solo el equipo investigador, y las autoridades sanitarias, que tienen el
deber de guardar la confidencialidad, tendran acceso a todos los datos
recogidos por el estudio. Se puede transmitir a terceros informacion
gue no pueda ser identificada. En el caso de que alguna informacion
sea transmitida a otros paises, se realizara con un nivel de proteccion
de los datos equivalente, como minimo, al exigido por la normativa de
nuestro pais.
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Sus datos y muestras biologicas seran recogidos y conservados
durante el estudio de modo:

- Codificados, que quiere decir que poseen un codigo con el que el
equipo investigador podra conocer a quien pertenecen.

- Al terminar el estudio:

Las muestras de suero sanguineo seran destruidas tras una semana
desde la extraccion.

Las muestras de tejido tumoral seran devueltas al Servicio de
Anatomia Patolégica para el almacenaje habitual con fines
asistenciales.

El responsable de la custodia de los codigos de asociacion de sus datos
es el investigador principal de su centro .......... (a cubrir por el
investigador)

Usted puede solicitar el acceso, la rectificacion, cancelacion u
oposicion sobre el uso sus datos personales indicandolo ante el
personal médico sanitario del Servicio de Oncologia. Sus datos seran
eliminados de la base de datos del estudio y las muestras devueltas al
Servicio de

Anatomia Patologica para su almacenaje habitual de muestras con
fines asistenciales.

¢ Existen intereses econdmicos en este estudio?

Esta investigacion es promovida por el Servicio de Oncologia de
Pontevedra sin fondos aportados por ningn organismo.

El investigador no recibira retribucién especifica por la dedicacion al
estudio.

Ud. no serd retribuido por participar.
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¢ Como contactar con el equipo investigador de este estudio?

Ud. puede contactar con el investigador principal de su centro:
......................... (a cubrir por el investigador)

En el teléfono: .....cccooevevveeieeiee, (a cubrir por el investigador) o
bien mediante correo electronico: estudiosobrevitaminad@gmail.com

Muchas gracias por su colaboracién.
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ANEXO 2.

LISTA DE VERIFICACION DE
RECOMENDACIONES

PARA TESIS EDI SAUDE. GENERAL

$i-No-N/A ‘ ‘ Pagina
Para todas las Tesis
Si Declaracion de potenciales conflictos de interés por parte del 9
autor
Si Declaracion sobre el origen y copyright de las figuras no 9
originales y permiso en caso necesario. Incluirlos en el pie de
cada figura no original.
N/A Lista de adecuacion estadistica en caso de no cubrir ninguna
de las otras tres checklist especificas.
Para Tesis que implican a seres humanos, sus muestras o
sus datos de caracter personal
Si Declaracion sobre su aprobacion por el comité de ética de la | 112-113
investigacion
Si Codigo de registro del estudio 112
Si Copia del informe favorable 209-214
N/A Declaracion de que los datos se basan en informacion
anonima y por tanto no se necesita aprobacion del comité de
ética de la investigacion
Si Si el estudio es observacional, checklist STROBE 201-205
Para Tesis que describen un ensayo clinico
N/A Declaracion sobre su autorizacion por la Agencia Espafola de
Medicamentos y productos sanitarios.
N/A Copia de la autorizacion
N/A Checklist CONSORT
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Si-No-N/A

Pagina

Para Tesis que usan células troncales humanas,
embrionarias o inducidas

N/A Declaracion sobre su autorizacion

N/A Referencia de la autorizacion

N/A Copia de la autorizacion

Para Tesis que incluyen estudios con animales
de experimentacion

N/A Declaracion de su autorizacion

N/A NUmero de la autorizacion del proyecto de experimentacion
animal

N/A Registro del centro de usuario autorizado si es espafnol

N/A Copia del certificado de capacitacion si los experimentos los

ha hecho el doctorando

N/A Indicacion de la persona, empresa o servicio que llevo a cabo
el experimento en su caso

N/A Checklist ARRIVE

Firma doctorando
Antia Cousillas
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ANEXO 3.

LISTA DE VERIFICACION PARA TESIS CON
ESTUDIOS OBSERVACIONALES.
EPIDEMIOLOGIA STROBE

Si/no/NA ‘ pagina
Titulo y resumen

Si Indique, en el titulo o en el resumen, el disefio del estudio 11

Si Proporcione en el resumen una sinopsis informativa y 11
equilibrada de lo que se ha hecho y lo que se ha encontrado.

Introducciéon

Si Indiqug el fundamento cientifico de la Investigacion que se 35-85

comunica
Objetivos
Si Indique los objetivos especificos, incluida cualquier hipdtesis 89-91

preespecificada

Material y métodos

Diseno del estudio

Si Presente los elementos clave del disefo del estudio 95
Contexto
Si Describa el marco, los lugares y las fechas relevantes, 95-96

incluidos los periodos de reclutamiento, exposicion,
seguimiento y recogida de datos.

Participantes

Si Para estudios de cohortes: proporcione los criterios de 96-100
elegibilidad, asi como las fuentes y el método de seleccion
de los participantes. Especifique los métodos de seguimiento

199




ANTIA COUSILLAS CASTINEIRAS

Si/no/NA pagina

N/A Estudios de casos y controles: proporcione los criterios de NA
elegibilidad, asi como las fuentes y el proceso diagnostico de
los casos y el de seleccion de los controles. Proporcione las
razones para la eleccion de casos y controles.

N/A Estudios transversales: proporcione los criterios de NA
elegibilidad y las fuentes y métodos de seleccion de los
participantes

N/A Estudios de cohortes apareados. Proporcione los criterios NA
para la formacion de parejas y el niUmero de participantes
con y sin exposicién

N/A Estudios de casos y controles apareados. Proporcione los NA
criterios para la formacion de las parejas y el nUmero de
controles por cada caso

Variables

Si Defina claramente todas las variables: de respuesta, 100-106
exposiciones, predictoras, confusoras y modificadoras del
efecto. Si procede, proporcione los criterios diagnosticos.

Fuentes de datos/medidas

Si Para cada variable de interés, proporcione las fuentes de 106-109
datos y los detalles de los métodos de valoracion (medida).
Si Si hubiera mas de un grupo, especifique la comparabilidad 106-109
de los procesos de medida
Sesgos
Si Especifique todas las medidas adoptadas para afrontar 109, 165-
fuentes potenciales de sesgo 167

Tamano muestral

wv

i Explique como se determiné el tamaio muestral 109-110

Variables cuantitativas

Si Explique como se trataron las variables cuantitativas en el 110
analisis. Si procede, explique como se categorizaron y por
qué

Métodos estadisticos

Si Especifique todos los métodos estadisticos, incluidos los 110-112
empleados para controlar los factores de confusion
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Si/no/NA pagina
Si Especifique todos los métodos utilizados para analizar 110-112
subgrupos e interacciones
Si Explique el tratamiento de los datos ausentes (missing data) 111
Si Estudio de cohortes: si procede, explique como se afrontan 111
las pérdidas en el seguimiento
N/A Estudios de casos y controles: si procede, explique como se NA
aparearon casos y controles
N/A Estudios transversales: si procede, especifique como se tiene NA
en cuenta en el analisis la estrategia de muestreo
Si Describa los analisis de sensibilidad 110-112
Resultados
Participantes
Si NUmero de participantes en cada fase del estudio; por 96-97
ejemplo: cifras de los participantes potencialmente
elegibles, los analizados para ser incluidos, los confirmados
elegibles, los incluidos en el estudio, los que tuvieron un
seguimiento completo y los analizados
Si Razones de la pérdida de participantes en cada fase 97
Si Considere el uso de un diagrama de flujo 97
Datos descriptivos
Si Caracteristicas de los participantes en el estudio (p. €j., 117-125,
demograficas, clinicas, sociales) e informacion sobre 142-144
exposiciones y posibles factores de confusion
Si NUmero de participantes con datos ausentes en cada variable | 121-125,
de interés 142-144
Si Estudios de cohortes: resuma el periodo de seguimiento (p. 121, 144
ej., promedio y total)
Datos de las variables de resultado
Si Estudios de cohortes: describa el niUmero de eventos del 125-
efecto, o bien proporcione medidas resumen a lo largo del 142,144-
tiempo 150
N/A Estudios de casos y controles: describa el nimero de NA

participantes en cada categoria de exposicion, o bien
proporcione medidas

resumen de exposicion
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Si/no/NA pagina
N/A Estudios transversales: describa el niUmero de eventos del NA
efecto, o bien proporcione medidas resumen
Resultados principales
Si Proporcione estimaciones crudas (no ajustadas) y, si 132-135,
procede, ajustadas por factores de confusion, asi como su 143-147
precision (p. €j., intervalos de confianza del 95%).
Especifique los factores de confusion por los que se ajusta y
las razones para incluirlos
Si Si categoriza variables continuas, describa los limites de los 121-125,
intervalos 142-144
N/A Si fuera pertinente, valore acompanar las estimaciones del NA
riesgo relativo con estimaciones del riesgo absoluto para un
periodo de tiempo relevante
Otros analisis
N/A Describa otros analisis efectuados (de subgrupos, NA
interacciones o sensibilidad)
Discusion
Resultados clave
Si Resuma los resultados principales de los objetivos del 153-165
estudio
Limitaciones
Si Discuta las limitaciones del estudio, teniendo en cuenta 165-167
posibles fuentes de sesgo o de imprecision. Razone tanto
sobre la direccion como sobre la magnitud de cualquier
posible sesgo
Interpretacion
Si Proporcione una interpretacion global prudente de los 153-165
resultados considerando objetivos, limitaciones,
multiplicidad de analisis, resultados de estudios similares y
otras pruebas empiricas relevantes
Generabilidad
Si Discuta la posibilidad de generalizar los resultados (validez 166-167

externa)
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Si/no/NA pagina

Financiacion

Si Especifique la financiacion y el papel de los patrocinadores 167
del estudio y, si procede, del estudio previo en el que se
basa el presente trabajo

Basado en la declaracion STROBE. Lista de puntos esenciales que deben describirse
en la publicacion de estudios observacionales

Firma Doctorando
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Secretaria Técnica )
Comité Autondmico de Etica da Investigacion de Galicia

CONSELLERIA DE SANIDADE 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA
Secretaria Xeral Técnica Tel: 881 546425; ceic@sergas.es

Secretaria Xeral. Conselleria de Sanidade
XUNTA DE GALICIA oo Admiairatvo San Lizaro j aslicis

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE
PONTEVEDRA-VIGO-OURENSE

Maria Asuncion Verdejo Gonzalez, secretaria del Comité de Etica de la
Investigacion de Pontevedra-Vigo-Ourense

CERTIFICA:

Que este Comité evalud en su reunion del dia 22/11/16 el estudio:

Titulo: Biomarcadores en cancer gastrico avanzado y metastasico, el
papel predictivo y pronéstico de la vitamina D

Promotor: Antia Cousillas Castifieiras

Tipo de estudio:

Version:

Caodigo del Promotor:

Codigo de Registro:2016/324

Y, tomando en consideracion las siguientes cuestiones:

La pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, asi como
los requisitos legales aplicables, y en particular la Ley 14/2007, de investigacion
biomédica, el Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen
los requisitos basicos de autorizacion y funcionamiento de los biobancos con fines de
investigacion biomédica y del tratamiento de las muestras bioldgicas de origen
humano, y se regula el funcionamiento y organizacion del Registro Nacional de
Biobancos para investigacion biomédica, la ORDEN SAS/3470/2009, de 16 de
diciembre, por la que se publican las Directrices sobre estudios Posautorizacion de
Tipo Observacional para medicamentos de uso humano.

La idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio, justificacion de
los riesgos y molestias previsibles para el sujeto, asi como los beneficios esperados.
Los principios éticos de la Declaracion de Helsinki vigente.

Los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Comité.

Emite un INFORME FAVORABLE para la realizacion del estudio por el/la
investigador/a del centro:

Centros Investigadores Principales

C.H. de Pontevedra Antia Cousillas Castifieiras
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Secretaria Técnica )
Comité Autondmico de Etica da Investigacion de Galicia

Secretaria Xeral. Conselleria de Sanidade
XUNTA DE GALICIA Eaicio Admiiaiatvo San Lisaro j alicis

CONSELLERIA DE SANIDADE 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA
Secretaria Xeral Técnica Tel: 881 546425; ceic@sergas.es

Y HACE CONSTAR QUE:

1. El Comité Territorial de Etica de la Investigacion de Pontevedra-Vigo-Ourense cumple los
requisitos legales vigentes (Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica y el Decreto 63/2013
por el que se regulan los comités de ética de investigacion en Galicia).

2. El Comité Territorial de Etica de la Investigacion de Pontevedra-Vigo-Ourense tanto en su
composicién como en sus procedimientos normalizados de trabajo cumple las Normas de
Buena Practica Clinica (CPMP/ICH/135/95).

3. La composicién actual del Comité Territorial de Etica de la Investigacion de Pontevedra-
Vigo-Ourense es:
D. Alfonso Casas Losada (Presidente). Médico especialista en Psiquiatria
D. Santiago Pérez Cachafeiro (Vicepresidente). Médico Especialista en Medicina
Familiar y Comunitaria.
D2 Asuncién Verdejo Gonzélez (Secretaria). Médica Especialista en Farmacologia
Clinica.
D. Victor del Campo Pérez (Secretario Suplente). Médico Especialista en Medicina
Preventiva y Salud Publica.
Da. Iria Aparicio Rodriguez. Médica especialista en Obstetricia y Ginecologia.
D2. Aurelia Constenla Castro. Diplomada Universitaria de Enfermeria.
D2. Patricia Iglesias Lopez. Licenciada en Derecho.
D. Jorge Luis Arias Otero. Licenciado en Fisicas.
D. Adolfo Paradela Carreiro. Farmacéutico de Atencion Especializada.
D2. Maria Eva Pérez Lépez. Médica Especialista en Oncologia Médica.
D2. Maria de las Mercedes Guerra Garcia. Farmacéutica de Atencién Primaria.
D?2. Cristina Torreira Banzas. Médica Especialista en Andlisis Clinicos.
D2. Miriam Vazquez Campo. Diplomada Universitaria de Enfermeria.

Para que conste donde proceda, y a peticién del promotor / investigador.
En Vigo, a 29 de Noviembre de 2016
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Secretaria Técnica )
Comité Autondmico de Etica da Investigacion de Galicia

XUNTA DE GALICIA Secretaria Xeral. Conselleria de Sanidade

i Edificio Administrativo San Lazaro B I C I B
CONSELLERIA DE SANIDADE 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA
Secretaria Xeral Técnica Tel: 881 546425; ceic@sergas.es

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE
PONTEVEDRA-VIGO-OURENSE

Maria Asuncién Verdejo Gonzalez, Secretaria del Comité de Etica de la
Investigacion de Pontevedra-Vigo-Ourense

CERTIFICA:

Que este Comité evalud en su reunion del dia 21/03/2017 la modificacion al
estudio:

Titulo: Biomarcadores en cancer gastrico avanzado y metastasico, el
papel predictivo y pronoéstico de la vitamina D

Promotor: Antia Cousillas Castifeiras

Enmienda:ampliacion Complejo Hospitalario de Vigo; Hospital
Universitario Lucus Augusti; Complejo Hospitalario Universitario de
Ourense; Complejo Hospitalario Universitario de Ferrol

Caodigo del Promotor:

Codigo de Registro: 2016/324

Y que este Comité emite un INFORME FAVORABLE de conformidad con sus
procedimientos normalizados de trabajo y tomando en cuenta los requisitos
éticos, metodologicos y legales exigibles a los estudios de investigacion con
seres humanos, sus muestras o registros, que dicha enmienda sea incorporada
al estudio de investigacion que se esta realizando en los centros aprobados.
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Secretaria Técnica )
Comité Autondmico de Etica da Investigacion de Galicia

Secretaria Xeral. Conselleria de Sanidade
XUNTA DE GALICIA Eaicio Admiiatavo an Lisaro j alicis

CONSELLERIA DE SANIDADE 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA
Secretaria Xeral Técnica Tel: 881 546425; ceic@sergas.es

Y HACE CONSTAR QUE:

1. El Comité Territorial de Etica de la Investigacion de Pontevedra-Vigo-Ourense cumple los
requisitos legales vigentes (Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica y el Decreto 63/2013
por el que se regulan los comités de ética de investigacién en Galicia).

2. El Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Pontevedra-Vigo-Ourense tanto en su
composicion como en sus procedimientos normalizados de trabajo cumple las Normas de
Buena Préctica Clinica (CPMP/ICH/135/95).

3. La composicion actual del Comité Territorial de Etica de la Investigacion de Pontevedra-
Vigo-Ourense es:
D. Alfonso Casas Losada (Presidente). Médico especialista en Psiquiatria
D. Santiago Pérez Cachafeiro (Vicepresidente). Médico Especialista en Medicina
Familiar y Comunitaria.
D2. Asuncién Verdejo Gonzalez (Secretaria). Médica Especialista en Farmacologia
Clinica.
D. Victor del Campo Pérez (Secretario Suplente). Médico Especialista en Medicina
Preventiva y Salud Publica.
D?2. Iria Aparicio Rodriguez. Médica especialista en Obstetricia y Ginecologia.
D2. Aurelia Constenla Castro. Diplomada Universitaria de Enfermeria.
D?2. Patricia Iglesias Lopez. Licenciada en Derecho.
D. Jorge Luis Arias Otero. Licenciado en Fisicas.
D. Adolfo Paradela Carreiro. Farmacéutico de Atencién Especializada.
D2. Maria Eva Pérez Lopez. Médica Especialista en Oncologia Médica.
D2. Maria de las Mercedes Guerra Garcia. Farmacéutica de Atencion Primaria.
D2. Cristina Torreira Banzas. Médica Especialista en Andlisis Clinicos.
D2. Miriam Vazquez Campo. Diplomada Universitaria de Enfermeria.

Para que conste donde proceda, y a peticién del promotor / investigador.
En Vigo, a 24 de Marzo de 2017

C’%N 3y q'«
2007,03.24 1245237
LR
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Comité Autondmico de Etica da Investigacion de Galicia

XUNTA DE GALICIA Secretaria Xeral. Conselleria de Sanidade
i Edificio Administrativo San Lazaro

CONSELLERIA DE SANIDADE 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA

Secretaria Xeral Técnica Tel: 881 546425; ceic@sergas.es

Anexo 4

thCIB

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE

PONTEVEDRA-VIGO-OURENSE

Maria Asuncion Verdejo Gonzalez, secretaria del Comité de Etica de la

Investigacion de Pontevedra-Vigo-Ourense

CERTIFICA:

Que este Comité evalud en su reunion del dia 20/03/18, la enmienda del

estudio:

Titulo: Biomarcadores en cancer gastrico avanzado y metastasico, el

papel predictivo y prondstico de la vitamina D

Enmienda: ampliacion al C.H. Universitario de Santiago (Yolanda Vidal
Insua) y al C.H. Universitario de A Coruiia (Nieves Martinez Lago)

Promotor: Antia Cousillas Castifieiras
Caodigo del Promotor:
Codigo de Registro: 2016/324

Y que este Comité acepta de conformidad con sus procedimientos
normalizados de trabajo y tomando en cuenta los requisitos éticos,
metodologicos y legales exigibles a los estudios de investigacion con seres
humanos, sus muestras o registros, que dicha enmienda sea incorporada al
estudio de investigacion que se esta realizando en los centros aprobados.
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Secretaria Técnica )
Comité Autondmico de Etica da Investigacion de Galicia

Secretaria Xeral. Conselleria de Sanidade
XUNTA DE GALICIA i Admimaiatve San Lasato j aslicis

CONSELLERIA DE SANIDADE 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA
Secretaria Xeral Técnica Tel: 881 546425; ceic@sergas.es

Y HACE CONSTAR QUE:

1. El Comité Territorial de Etica de la Investigacion de Pontevedra-Vigo-Ourense cumple los
requisitos legales vigentes (Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica y el Decreto 63/2013
por el que se regulan los comités de ética de investigacién en Galicia).

2. El Comité Territorial de Etica de la Investigacion de Pontevedra-Vigo-Ourense tanto en su
composicién como en sus procedimientos normalizados de trabajo cumple las Normas de
Buena Practica Clinica (CPMP/ICH/135/95).

3. La composicion actual del Comité Territorial de Etica de la Investigacion de Pontevedra-
Vigo-Ourense es:
D. Alfonso Casas Losada (Presidente). Médico especialista en Psiquiatria.
D2. Iria Aparicio Rodriguez (Vicepresidenta). Médica especialista en Obstetricia y
Ginecologia.
D2 Asuncion Verdejo Gonzalez (Secretaria). Médica Especialista en Farmacologia
Clinica.
D. Victor del Campo Pérez (Secretario Suplente). Médico Especialista en Medicina
Preventiva y Salud Publica.
D2. Marisol Aira Quintela. Médica Especialista en Medicina Familiar y Comunitaria.
D. Jorge Luis Arias Otero. Licenciado en Fisicas.
D2. Maria de las Mercedes Guerra Garcia. Farmacéutica de Atencion Primaria.
D. Adolfo Paradela Carreiro. Farmacéutico de Atencion Especializada.
D2, Maria Eva Pérez Lopez. Médica Especialista en Oncologia Médica.
D2 Maria Ponte Garcia. Licenciada en Derecho.
D. Juan Carlos Rodriguez Garcia. Médico Especialista en Medicina Interna.
D2, Cristina Torreira Banzas. Médica Especialista en Analisis Clinicos.
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Summary

Purpose: The neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR) is an ac-
cessible marker from a routine blood test. This study explored
the prognostic and predictive value of a change in NLR (c-
NLR) after chemotherapy, baseline NLR (bNLR) and chemo-
therapy response, in metastatic gastric cancer (nGC) patients.

Methods: A total of 116 mGC patients treated between 2009
to 2019 at seven hospitals from Galician Research Group on
Digestive Tumors (GITuD) were reviewed in a multicentre,
ambispective and observational study. NLR was calculated
and the optimal cut-off was defined as NLR=3.96 based on
ROC method. NLR was determined at baseline and after two
chemotherapy cycles in first line treatment. Change NLR
was calculated as NLR after two chemotherapy cycles minus
bNLR. The relation of bNLR and c-NLR to overall survival
(0S) was evaluated by Kaplan-Meier method and compared
by log-rank test. Dynamic Score (DScore) based on c-NLR
and baseline NLR were correlated with OS and radiological

Introduction

Gastric cancer is a heterogeneous disease as-
sociated with poor survival in the metastatic set-
ting, with one-year overall survival (OS) rate of

response. Univariate, multivariate and chi-square analyses
were performed.

Results: Median patient age was 68.7 years, and 66% were
male. Univariate analysis showed OS correlation for bNLR
23.96 (5.97 vs 10.87 months, p=0.001), c-NLR increase (6.63
vs 10.34 months, p=0.021) and DScore (12.74 vs 7.68 vs 2.43
months, p<0.001). High DScore was associated with radiologi-
cal progression after two cycles (x*=10.26, p=0.006). Multivari-
ate analysis: bNLR >3.96 (HR=2.16, p=0.003) and ¢-NLR in-
crease (HR= 2.36, p=0.003) were prognostic factors of poor OS.
Conclusion: High bNLR and increased NLR after chemother-
apy were associated with worse outcome. Dynamic measure-
ment of NLR provides information for stratifying patients to
guide optimal treatment.

Key words: metastatic gastric cancer, NLR, change NLR,
prognostic value, lymphocyte ratio, Dynamic Score

approximately 5%. In recent years, a multidisci-
plinary approach has emerged, while new drugs
have also been approved, which will hopefully
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show improved outcomes over time. In 2010, the
ToGA trial [1] was the first targeted therapy trial
in gastric cancer to show a survival benefit, with
an improvement of 2.7 months in OS in HER2-pos-
itive patients with advanced disease treated with
trastuzumab plus chemotherapy. Subsequently,
anti-VEGF therapy with ramucirumab associated
to paclitaxel also demonstrated a survival benefit
in second-line treatment in the RAINBOW trial [2],
and in monotherapy in patients previously treat-
ed in the REGARD trial [3]. Recent research has
focused on immunotherapy approaches, with the
anti-PD-L1 agent pembrolizumab being the first
immunotherapy approved for gastric cancer in pre-
treated patients in 2017 [4]. Nonetheless, despite
major improvements, gastric cancer outcome re-
mains with poor OS.

With many patients not responding to these
treatments, several trials have explored different
classification systems and biomarkers in attempts
to early identify high risk patients, to better guide
treatment decisions and to avoid unnecessary
toxicity. In this regard, a radiological reevalua-
tion performed after two chemotherapy cycles is
recommended in hematological tumors, such as
Hodgkin lymphoma [5]. This early assessment of
response is related with OS and guide us to sub-
sequent regimen in non-responsive tumors. In the
molecular setting, a study by the Cancer Genome
Atlas Research Network described four subtypes:
microsatellite instability, chromosomal instability,
genomically stable and Epstein-Bar virus positivity
[6]. This molecular signature, as well as the model
described by Singapore-Duke group [7] identifying
mesenchymal, proliferative and metabolic groups,
has been integrated into large molecular trials in
reference laboratories, implicating expensive and
advanced technology. However, while these molec-
ular signatures were shown to be associated with
OS outcome and prognosis, they have not been
widely adopted in clinical practice given their cost
and the non-availability of the required infrastruc-
ture in the majority of hospitals.

The immune system offers a source of alterna-
tive biomarkers, one of which is the neutrophil-to-
lymphocyte ratio (NLR) which can be calculated
from whole blood, and has been linked to the im-
mune status of the patient. Recent investigations
in the field of immunotherapy have focused on
the importance of boosting the immune system
by activating T lymphocytes to avoid immunotol-
erance [8,9], with different immune cells partici-
pating in this dynamic process. Neutrophils play
an important role in carcinogenesis and recent
research supports that they can promote tumor
progression [10]. Therefore, the NLR may be a
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biomarker representing the balance between the
patient’s pro-tumor inflammatory status and anti-
tumor immune status [11]. It has been studied as
a personalized marker to stratify patients as a risk-
based approach [12]. It has the added advantage
of being both accessible and inexpensive. Several
studies have evaluated NLR in the context of gas-
tric cancer, most of which have focused on a sin-
gle baseline determination [13-18]. However, in
gastric cancer, dynamic measurement of NLR (i.e.
before and during/after treatment), to determine
change in NLR (c-NLR), has only been performed
in patients with resectable-stage disease [19].

In this study, we evaluated bNLR and c-NLR
in metastatic gastric cancer patients to explore its
prognostic impact in terms of OS. We also pro-
pose a new score (DScore) with a potential predic-
tive value to identify chemo-resistant patients and
subsequently, to guide towards a new therapeutic
treatment.

Methods

Ethical approval

This study complied with the Declaration of Hel-
sinki and was approved by the Ethical Committee of
Pontevedra-Vigo-Ourense, Spain (approval no.2017/382).
Informed consent was signed from all patients who were
alive at the study initiation. All laboratory tests, radio-
logical evaluations and treatment procedures were per-
formed as part of routine practice. Clinical data were
obtained from medical records.

Cohort description and sample collection

In this ambispective study were analyzed data from
116 patients with metastatic gastric cancer at diagno-
sis who were treated at seven hospitals from Galician
Research Group on Digestive Tumors (GITuD) between
March 2009 and November 2019. Inclusion criteria were
age >18 years, histologically confirmed gastric carcino-
ma, radiological or histological evidence of metastatic
disease, administration of at least two cycles of chemo-
therapy as first-line treatment in the metastatic setting,
no chemotherapy or radiotherapy within six months
before starting chemotherapy for metastatic disease, no
steroid treatment at baseline, no treatment with growth
cell-stem factor (G-CSF) during the first two cycles and
a normal complete blood count and data available in
the electronic medical records. Patients were excluded
if they had clinical evidence of inflammatory or infec-
tious disease or incomplete follow-up data. Patient de-
mographics (age, sex), clinical and disease characteris-
tics at baseline were recorded including performance
status (PS; Eastern Cooperative Oncology Group) at the
time of diagnosis.

The chemotherapy regimens administered were
based on doublets with fluoropyrimidines, except if
contraindications existed. In this case, they received a
doublet with taxane and platinum. Laboratory meas-
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Table 1. Overall clinicopathological features of 116 patients with metastatic gastric cancer, and according to change of

neutrophil-to-lymphocyte ratio

Characteristics

Patients (n=116) n (%)

-NLR (N=110)

n (%) n (%) p value
Decrease (74.5%) Increase (25.5%)
N=82 N=28

Age (years) 0.511
<65 37 (33) 29 (35) 8(29)
>65 75 (67) 53 (65) 20 (71)

Sex 0.511
Female 39 (34) 29 (36) 8(28)
Male 77 (66) 53 (64) 20 (72)

ECOG performance status 0.070
0-1 67 (58) 52 (70) 12 (57)
2 36 (31) 22 (28) 12 (37)
Unknown 13 (11) 8(2) 4(6)

Tumor location 0450
Gastroesophageal junction 25 (22) 16 (21) 8(29)
Middle 56 (50) 43 (53) 11 (42)
Antrum/pylorus 32 (28) 21 (26) 8(29)

Subtype 0.366
Intestinal 52 (45) 39 (48) 10 (36)
Diffuse 37 (32) 24 (29) 11 (39)
Mixed 14 (12) 11 (14) 2(7)
Unknown 13 (11) 8(9) 5(18)

Visceral metastases 0.179
Yes 65 (56) 50 (61) 13 (46)
No 51 (44) 32 (39) 15 (54)

Peritoneal metastases 0.749
Yes 54 (47) 38 (46) 12 (43)
No 62 (53) 44 (54) 16 (57)

Node metastases 0.980
Yes 69 (59) 50 (61) 17 (60)
No 47 (41) 32 (39) 11 (40)

LDH (UI/L) 0.824
<450 73 (63) 52 (71) 18 (76)
>450 27 (23) 18 (18) 7 (16)

Unknown 16 (14) 15(11) 48

CEA (pg/L) 0.785
<10 70 (60) 48 (59) 17 (65)
>10 43 (37) 32 (38) 10 (33)
Unknown 3(3) 2(2) 1(2

NLR baseline 0.066
<3.96 77 (66) 52 (63) 23 (82)
>3.96 39 (34) 30 (37) 5(18)

Chemotherapy regimen 0.066
Cisplatin -docetaxel 36 (32) 30 (36) 5(18)
5FU based 76 (68) 52 (64) 23 (82)

LDH: lactate dehydrogenase; CEA: carcinoembryonic antigen; NLR: neutrophil-to-lymphocyte ratio; c-NLR: change neutrophil-to-lymphocyte

ratio; 5FU: 5-fluorouracil

JBUON 2021; 26(5): 2133

217



ANTIA COUSILLAS CASTINEIRAS

2134

Dynamic neutrophil-to-lymphocyte ratio

urements included lymphocyte, platelet and neutrophil
counts. Laboratory data used blood samples collected
before starting chemotherapy and after two chemother-
apy cycles. In previous studies a range of incidence of
neutropenia has been reported, so a blood sample was
collected at the time of hematologic recovery to avoid
myelosuppression. Radiological tumor response was as-
sessed according to routine clinical practice (every 8 to
12 weeks) and it was determined according to RECIST
1.1. OS was defined as the time from the date of the first
chemotherapy administration for metastatic disease un-
til death from any cause. Patients who were still alive at
the last follow-up were censored.

Data collection

All the enrolled patients had complete electronic
medical record information, and their clinicopathologi-
cal characteristics are summarized in Table 1.

The NLR was calculated as the absolute neutrophil
count divided by the absolute lymphocyte count. NLR
was calculated at baseline and after two cycles of chemo-
therapy, in order to capture predictive tumor response
as early as possible (and prior to radiological evalua-
tion). Given the heterogeneity of thresholds proposed
in previous studies, we chose the ROC method which
established 3.96 as the optimal cut-off value. The c-NLR
was calculated by subtracting baseline NLR from NLR
after two cycles of chemotherapy.

The dynamic score (DScore) was calculated based
on bNLR and c-NLR. Patients with high baseline NLR
(= 3.96) and increase c-NLR (>0) were assigned as score
2. Patients with only one abnormal value were given
a score 1. Patients with neither of these high values
(low bNLR and decrease c-NLR) were characterized with
score O (Table 2).

Statistics

Survival curves were estimated using the Kaplan-
Meier method and compared by the log-rank test. Re-
ceiver operating characteristics (ROC) were performed
to determine the optimal cut-off value for baseline NLR
in terms of OS as 3.96. The baseline value was used
to calculate the change in NLR (c-NLR), as NLR after
two chemotherapy cycles minus NLR at baseline. Chi-
square test was used to assess the relationship between
c-NLR, DScore and the clinicopathological features of
the patients. The relation between DScore and response
to chemotherapy was determined using chi-square test.
Univariate and multivariate analyses were performed to
determine the significance of prognostic variables using
the Cox proportional hazards models. A p value less than
0.05 was considered significant. Statistical analyses were
carried out using SPSS software (v20.0).

Results

Patient population

In total, 116 patients with histologically-con-
firmed metastatic gastric carcinoma were eligible
for analysis. The study cohort included 66% men
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with a median age of 68.7 years. Overall, 58% of
the patients had ECOG PS 0-1 and 55.2% had two
or more metastatic sites (Table 1). Most patients
(66.4%) had a baseline NLR below 3.96. C-NLR
was evaluable in 110 patients and a decrease in
change NLR (c-NLR<0) was seen in 74.5%, while
25.5% had an increase in NLR (c-NLR>0). Analysis
of clinicopathological characteristics according to
c-NLR, revealed no statistical differences between
patients in terms of c-NLR increase vs decrease
(Table 1).

Relationship between NLR and survival

Patients were followed up for survival for a
median of 8.70 months (95%CI 7.08 to 10.33). In
univariate analysis, c-NLR and baseline NLR were
both negative prognostic factors (Table 3). Base-
line NRL 23.96 (5.97 vs 10.87 months, p=0.001) and
change NLR >0 (6.63 vs 10.34 months, p=0.021)
both correlated with poorer survival (Figure 1A and
B), while borderline significance was seen for lac-
tate dehydrogenase (LDH)>450 UI/L (5.02 vs 9.52,
p=0.052) with poor OS. Other variables such as CEA
>10(5.91 vs 10.34 months, p=0.011) sex (male ver-
sus female); 7.68 vs 12.09 months, p=0.048) and
performance status 2 vs 0-1 (4.63 vs 10.87 months,
p=0.001) were also negative prognostic factors.
Age, chemotherapy regimen, disease location and
histology were not significantly related to progno-
sis (Table 3).

Clinically relevant variables with statistical
significance were included in multivariate analy-
sis. Increased c-NLR (HR=2.36, 95%CI: 1.35-4.13,
p=0.003) and high baseline NLR (HR=2.16, 95% CI:
1.29-3.61, p=0.003) were strong negative prognos-
tic factors for OS when adjusted by sex and PS and
baseline CEA (Table 4a).

DScore as a prognostic factor for outcome

DScore was performed based on baseline NLR
and c-NLR in three ‘combination’ categories (Ta-
ble 2). Overall, 52 (44.8%) patients were classified
as low risk or DScore 0, whereas 52 (44.8%) and
5 (4.31%) patients were classified as intermedi-
ate risk or DScore 1 and high risk or DScore 2,
respectively. This was further analyzed in light
of their significance in the multivariate analysis.
Median OS was 12.74 vs 7.68 vs 2.43 months in
these four groups, respectively (p<0.001; Table
3; Figure 1C).

Multivariate comparative analysis showed that
compared to group DScore O (low risk), patients
in group DScore 1 (HR: 1.83, 95% CI: 1.14-2.94,
p=0.012), Dscore 2 (HR 9.62, 95% CI: 3.09-29.98,
p<0.001), had a poorer prognosis, after adjustment
for sex, and PS, and baseline CEA.
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Table 2. Comparison of OS among various risk groups

Risk Group Risk Patients, n 0S, months p value
Low risk: bNLR <3.96 and c-NLR <0 0 52 12.74 <0.001
Intermediate risk:

- bNLR 23.96 and ¢-NLR < 0 1 52 7.68

- bNLR <3.96 and ¢-NLR >0

High risk: bNLR =3.96 and cNLR>0 2 5 243

NLR: neutrophil-to-lymphocyte ratio; c-NLR: change of neutrophil-to-lymphocyte ratio, OS: overall survival

bNLR <3.96 ==
bBNLR =3.96 wm

p=0.001

¢ 20 £ ) 50 100

Overall Survival

10 ¢-NLR decreasc mm
c-NLR increase wm

08 p=0021

o 20 20 60 80 100

Overall Survival

107 Low risk, DScore 0 -
Intermediate risk, DScore 1
High risk, DScore 2 -

p<0.001

bNLR = 3.96 bNLR <3.96
Median OS, Months 5.97 10.87
(95% CI) 4.29-7.66 8.26-13.48
¢-NLR increase ¢-NLR decrease
Median OS, Months 6.63 10.34
(95% CI) 2.37-10.90 7.14 - 13.55

High risk, 2 Intermediate Low risk, O

risk, 1
Median OS, Months 243 7.68 12.74
(95% CI) 0.17-4.68  6.36-9.01 10.07-1542

] 20 40 60 80 100

Overall Survival

Figure 1. Overall survival (OS) in patients with metastatic gastric cancer according to: A: baseline NLR; median OS for NLR
>3.96 vs <3.96 cohorts was 5.97 vs 10.87 months, respectively (p=0.001). B: c-NLR; median OS of c-NLR increase vs decrease
was 6.63 vs 10.34 months, respectively (p=0.021). C: DScore 0, 1 and 2 was 12.74, 7.68 and 2.43 months respectively (p<0.001).
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Table 3. Univariate analysis of the association between clinicopathological features and survival

Characteristics 0S Median (months) 95%CI p value

Age (years) 0419
<65 841 6.09 -10.72
>65 9.65 747 -11.84

Sex 0.048
Female 12.09 942 -14.75
Male 7.68 5.80-9.57

ECOG performance status 0.001
0-1 10.87 8.29 - 1346
2 4.63 0.00 - 9.42

Tumor location 0.180
Gastroesophageal junction 5.81 4.51-711
Middle 9.65 6.74 -12.57
Antrum/pylorus 9.13 5.79 - 1247

Subtype 0.152
Intestinal 10.51 5.67 - 15.35
Diffuse 6.63 5.33-7.93
Mixed 8.70 5.96 - 11.44
Unknown 9.65 6.92-1239

Visceral metastases (lung/liver) 0.101
Yes 9.65 7.54-11.77
No 8.01 531-10.72

Peritoneal metastases 0.730
Yes 9.13 7.27 - 10.99
No 8.50 5.67 - 11.34

Node metastases 0.138
Yes 8.50 6.52-1049
No 11.20 525-17.15

LDH (UI/L) 0.052
<450 9.52 7.12-11.93
>450 5.02 0.00 - 0.76

CEA (pg/L) 0.011
<10 10.34 7.87-12.82
>10 591 3.16 - 8.66

NLR baseline 0.001
<3.96 10.87 8.26-1348
>3.96 5.97 4.29 - 7.66

Chemotherapy regimen 0.197
Cisplatin -docetaxel 9.65 7.87 -11.44
5FU Based 8.18 518-11.17

NLR change (c-NLR) 0.021
Decrease 10.34 7.14 - 13.55
Increase 6.63 2.37 -10.90

Vitamin D ng/mL 0.643
<20 10.74 5.39 -16.09
=20 12.09 3.70 - 2048

PLR baseline 0421
<160 9.65
>160 8.01

0S: overall survival; LDH: lactate dehydrogenase; CEA: carcinoembryonic antigen; NLR: neutrophil-to-lymphocyte ratio; c-NLR: change of
neutrophil-to-lymphocyte ratio; CI: confidence interval
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Overall, 71.2% of the patients who had a low
bNLR and decreased c-NLR (DScore 0) responded
to chemotherapy; however, disease progression
was observed in 100% of patients with high bNLR
plus increased c-NLR (DScore 2) (x?=10.26, p=0.006;
Table 4b).

Discussion

In this study, we found that baseline NLR and
c-NLR were independent prognostic factors for OS
in patients with metastatic gastric cancer who were
treated with palliative chemotherapy. By combin-
ing both measures, the relation of DScore with
prognosis and radiological response to chemo-
therapy was also demonstrated.

In recent years, research has focused on pa-
tient’s inflammatory and immune responses, rep-
resenting a new hallmark of cancer. Several studies
have established the relation between inflamma-
tory markers and prognosis in gastric and other
solid tumors [12,18,20-22]. A range of immune
cells participate in this response, which is a dy-
namic process, that furthermore can be modified by
treatment. However, the main role of neutrophils
in carcinogenesis is not completely understood.
Neutrophils have been studied as a surrogate
marker of this inflammatory reaction and they are
a very important element in the metastatic cascade
for extravasation and formation of premetastatic
niches (accumulation of neutrophils in visceral or-
gans before the arrival of metastatic cells) [23,24].
The baseline NLR reflects the balance between the
host’s immune response and the pro-tumor inflam-

matory reaction in a static point of the disease,
which had prognostic value in our study. On the
basis of our data, high baseline NLR (23.96) was
shown to be a negative prognostic marker (5.97 vs
10.87 months, p=0.001) according to the published
literature [25,26]. In multivariate analysis, baseline
NLR was also related to OS (HR=2.16, 95% CI: 1.29-
3.61, p=0.003).

Based on this dynamic scenario, a single deter-
mination of NLR may not be adequate to inform
physicians about physiological modifications over
time with chemotherapy, therefore we performed
c-NLR. The NLR change after treatment is a sig-
nificant factor to assess because it could reflect a
variation in tumor and immune cells after chemo-
therapy. Hence, our hypothesis was based on the
relation between the change in NLR after two
cycles has prognostic value in terms of OS. Our
study showed that an increase in the NLR after
two cycles of first-line chemotherapy (c-NLR>0)
was significantly related to poorer OS (HR=2.36,
95%CI: 1.35-4.13, p=0.003) in patients with meta-
static gastric cancer, supporting that a change in
NLR has a significant prognostic value, and that
it is prognostic to a greater extent than a single
baseline NLR determination. Previous studies have
underlined the relation of change NLR with OS in
different solid tumors, and our results are consist-
ent with these trials. In patients with metastatic
renal cancer treated with targeted therapy, Temple-
ton et al demonstrated that early decline of NLR is
associated with favourable prognosis [27]. Kim et al
reported that change in NLR during chemotherapy
in advanced ovarian cancer is an independent prog-
nostic factor for progression-free survival (PFS). In
that study, an increase NLR during chemotherapy

Table 4. A: Multivariate analysis c-NLR and bNLR, adjusted by sex, PS and CEA. B: Relation between DScore and

chemotherapy radiological response

A Variables 0s
HR (95% CI) p value
Sex (female/male) 1.92(1.18 -3.12) 0.009
Performance status (0-1/2) 1.97 (1.24 - 3.13) 0.004
Baseline NLR (<3.96/23.96) 2.16 (1.29 - 3.61) 0.003
c-NLR (decrease <0/increase >0) 2.36 (1.35 - 4.13) 0.003
CEA (<10/>10 pg/L 1.39 (0.86 - 2.27) 0.175
B DScore CR + PR +SD PD x? p value
n (%) n (%)
DScore 0: Low risk 37 (71%) 15 (29%)
DScore 1: Intermediate risk 31 (59%) 22 (41%) 10.264 0.006
DScore 2: High risk 0 (0%) 5 (100%)

CR: complete response; PR: partial response; SD: stable disease; PD: progression disease, x, OS: overall survival; HR: hazard ratio; LDH: lactate
dehydrogenase; CEA: carcinoembryonic antigen; NLR: neutrophil-to-lymphocyte ratio; c-NLR: change in neutrophil-to-lymphocyte ratio
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showed significantly poorer survival [28]. Further-
more, another study in biliary tract cancer by Cho
et al showed that a dynamic change of increasing
NLR and PLR during chemotherapy was associ-
ated with worse PFS and OS [29]. These results are
also reported in early-stage pancreatic, gastric and
colon cancer [30-33].

According to our results, longitudinal meas-
urement of NLR provides not only more informa-
tion about prognosis than baseline NLR, but also
reflects the evolution of the patient’s immune sta-
tus and response to treatment. A decrease in c-NLR
after chemotherapy was more frequent in patients
with PS 0-1, those aged over 65 years, intestinal
subtype, baseline LDH <450 IU/L, baseline NLR
<3.96 and fluoropirimidines-based chemotherapy.
Of note, the incidence of neutropenia associated
with each regimen was considered irrelevant be-
cause blood samples were collected after hemato-
logic recovery. On the basis of the results of base-
line and change NLR as independent prognostic
factors for OS, we performed an exploratory score
that reflects the basal inflammatory situation and
the dynamic change with chemotherapy. By com-
bining both measures bNLR and c-NLR in DScore,
patients were categorized in three groups. High
risk group or DScore 2 significantly improved the
prognosis (by over ten months) compared with
low risk group or DScore O (median OS 12.74 vs
2.43 months, p<0.001). Intermediate risk group or
DSCore 1 presented a median OS of 7.68 months.
Combining baseline and change NLR (after two
cycles) was investigated in a recent retrospective
analysis in advanced pancreatic adenocarcinoma
by Chen et al [34]. They categorized patients into
four risk groups with significant prognostic val-
ue: group A (low baseline and decrease), group B
(high baseline and increase), group C (low base-
line and increase) and group D (high and increase)
presenting a median OS of 15.2, 7.6, 6.8 and 3.8
months, respectively (p<0.001). Our findings re-
produced this dynamic combination of NLR in
metastatic gastric cancer and the results were
consistent with previous studies in pancreatic
cancer. Therefore, our results suggest that dy-
namic changes rather than a single baseline NLR
could have more prognostic value in OS and ef-
fectively predict tumor response. The use of both
NLR and c-NLR in DScore had stronger statistical
weight for predicting OS when they are consid-
ered separately.

In addition to previous literature, we assessed
the predictive value of DScore. High risk group or
DScore 2 was related to worse response to chemo-
therapy (x*=10.26, p=0.006), whereas only baseline
NLR was not related to response, reflecting the fact
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that baseline NLR reflects only basal static disease
situation, and not possible changes with treatment.
This thus offers a potential mean of allowing pa-
tients likely to benefit from a favorable response
to chemotherapy to be identified early (after two
cycles of chemotherapy) from patients unlikely
to benefit. Then, DScore may be considered as an
stratification factor in future trials.

Potential limitation of the study is the small
sample size and its ambispective nature.

The significant value of this study lies in the
fact that - to the best of our knowledge - this is
the first study to investigate the role of dynamic
change in NLR as a prognostic and predictive bio-
marker in metastatic gastric cancer. This analysis
allowed the identification of a relation between
dynamic measurement of NLR (DScore) before
and after two chemotherapy cycles and not only
survival, but also with radiological response to
chemotherapy. Given the relatively small sample
size of this center study, prospective analyses
and a large cohort are necessary to validate this
hypothesis.

In conclusion, an increase in c-NLR after two
cycles of chemotherapy and higher baseline NLR
are negative independent prognostic factors (alone
or combined) for outcome in metastatic gastric can-
cer. The significant relation between DSCore and
response would guide physicians to assess early
tumor radiological evaluation and to offer another
effective chemotherapy treatment as in other he-
matological tumors. This unique combination bio-
marker of baseline NLR and c-NLR (DScore) may
be considered as a new parameter to explore in
future trials.
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En esta tesis relacionamos parametros inmunes e inflamatorios del
paciente con el prondstico del cancer gastrico.

En la cohorte localizada de este estudio observacional ambispectivo
demostramos un peor prondstico en los pacientes con un déficit
severo de vitamina D y aquellos con infraexpresiéon en tejido
normal adyacente al tumor (NAT) de miR-125b, miR-181b-5p,
miR181c-5p, miR-181d-5p, miR-99b-3p y miR-106b. Los pacientes
de alto riesgo en nuestra escala PALV presentaron una peor
supervivencia con una diferencia de 51 meses con respecto al grupo
de bajo riesgo. En la cohorte metastasica el NLR basal y el cNLR son

factores prondsticos independientes para supervivencia global en

pacientes con quimioterapia paliativa; ademas la combinaciéon de
ambas medidas tiene un valor predictivo de respuesta a primera
linea de quimioterapia.
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