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RESUMEN

Introduccién e hipétesis: La deteccién precoz de la progresion metastasica contintia
siendo un desafio critico en la oncologia de precision. A pesar de los avances,
las técnicas radioldgicas convencionales no permiten identificar con suficiente
sensibilidad la enfermedad micrometastdsica. Si bien es cierto que la deteccién
de DNA tumoral circulante si ha demostrado utilidad clinica en la evaluacién
de enfermedad residual minima, los biomarcadores onco-metabdlicos representan
una alternativa escasamente explorada. En este trabajo de investigacién, se postula
la hipétesis de que la integracién de este tipo de biomarcadores solubles junto
con parametros analiticos globales podria generar nuevas variables sintéticas que
permitan discriminar con mayor fiabilidad el riesgo de metéstasis de novo y la

mortalidad en estos pacientes oncolégicos.

Metodologia: Para analizar la utilidad de los biomarcadores onco-metabdlicos,
se plante6 un estudio piloto prospectivo y observacional en el que se incluyeron
30 pacientes con neoplasias solidas heterogéneas (edad mediana: 64.4 afios;
56.7% mujeres). Se cuantificaron 11 biomarcadores séricos onco-metabdlicos
mediante inmunoensayo multiplex Luminex, junto con 20 pardmetros analiticos
globales obtenidos durante las evaluaciones rutinarias realizadas en la préctica
clinica habitual. Posteriormente, se realizé un andlisis de agrupamiento jerdrquico
aglomerativo que permitié definir dos variables sintéticas, denominadas Stigma
(C) vy Qoppa (Q) basadas en estos pardmetros anteriores. El rendimiento de
estas variables se evalué mediante anélisis de curvas ROC, supervivencia de
Kaplan-Meier y regresion de Cox, siempre para la prediccién de metastasis de novo

y mortalidad.

Resultados: Qoppa mostré6 una capacidad discriminativa aceptable para la
prediccion de metéstasis de novo (AUC=0.78). En cuanto a la mortalidad, su
rendimiento global fue similar (AUC=0.78), con una clara superioridad en pacientes
sin enfermedad metastésica basal (AUC=0.98) y ausencia de valor discriminativo

en aquellos que ya habian desarrollado metéstasis en el diagnoéstico. Por otro lado,
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el andlisis de Kaplan-Meier revel6 diferencias significativas tanto en supervivencia
global (p=0.042) como en supervivencia libre de metastasis del subgrupo no
metastédsico (p=0.024). Asimismo, se identificaron diferencias en la expresiéon de
biomarcadores y en variables clinicas (estadio, carga tumoral y carga metastasica)

entre los estratos de Qoppa alto y bajo.

Conclusiones: En esta cohorte piloto heterogénea, este estudio ofrece una prueba
de concepto de que la integraciéon de biomarcadores séricos onco-metabdlicos
con pardmetros de laboratorio de rutina puede capturar sefiales biolégicamente
relevantes para la estratificacion del riesgo metastasico en pacientes oncolégicos.
El nuevo pardmetro compuesto definido, Qoppa, constituye una base para el
desarrollo de futuras investigaciones en biomarcadores y el disefio de pruebas
clinicas integrativas. Si bien, este trabajo requiere de una validacién externa en

cohortes multicéntricas méds amplias antes de su aplicacién clinica.

PALABRAS CLAVE

Biopsia liquida, biomarcadores, metdstasis, medicina de precisién, progresion de la

enfermedad.

ABSTRACT

Background: Early detection of metastatic progression remains a major challenge
in precision oncology. Conventional radiological imaging cannot reliably identify
micrometastatic disease. Although circulating tumor DNA is promising for
minimal residual disease detection, the utility of onco-metabolic biomarkers
remains unexplored. We hypothesized that integrating these biomarkers with
global laboratory parameters would generate a synthetic variable with improved

discrimination for de novo metastasis and mortality.



Methods: A prospective observational pilot study was performed in order
to evaluate this hypothesis. Thirty patients (median age 64.4 years; 56.7%
female) were enrolled with heterogeneous solid malignancies. Peripheral blood
onco-metabolic biomarkers (n=11) were quantified using multiplexed beads
Luminex immunoassay. Global analytical parameters (n=20) were derived from
routine laboratory assessments. Hierarchical agglomerative clustering analysis
generated two synthetic variables: Stigma (G) and Qoppa (Q). Receiver operating
characteristic curve analysis, Kaplan-Meier survival analysis, and Cox regression

were used to evaluate the performance.

Results: Qoppa demonstrated acceptable discriminatory performance for de novo
metastasis (AUC=0.78). For mortality prediction, performance varied by disease
status (overall AUC=0.78): superior in non-metastatic patients (AUC=0.98) but
negligible in those with baseline metastases. Kaplan-Meier analysis confirmed
significant survival differences (p=0.042 overall survival; p=0.024 for metastasis-free
survival in the non-metastatic subgroup). Differences in biomarker expression and
clinical variables (stage, tumor burden, and metastatic burden) were recorded

between the high and low Qoppa strata.

Conclusions: This small, heterogeneous pilot cohort provides a proof of concept
that integrating onco-metabolic biomarkers with routine laboratory parameters
may capture clinically relevant signals for metastatic risk stratification in oncology
patients. This composite parameter, Qoppa, supports the generation of hypotheses
for future biomarker-driven research and clinical test development. External

validation in larger multicenter cohorts is required before clinical implementation.
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I - INTRODUCCION

1.1. CONCEPTOS BASICOS DEL CANCER

El concepto de cancer ha evolucionado a lo largo de la historia a medida que
se ampliaban los conocimientos en biologia, bioquimica, fisiopatologia o anatomia,
entre otras materias. Esto ha producido cambios en su definicién y una progresion
en la manera de entender la enfermedad a lo largo de los siglos [1]. A dia de
hoy, podemos definir el cancer como un conjunto de enfermedades que tienen en
comun el desarrollo de células anormales en algtin tejido u 6érgano, con un posterior
crecimiento incontrolable més alld de los limites fisiol6gicos habituales. Con el
tiempo adecuado, dicho crecimiento puede dar lugar a la invasién de los tejidos
colindantes o a su diseminacién e invasién a distancia en un proceso denominado

metastatizacién [2-4].

El concepto de tumor es mds amplio, entendiéndose como tal una masa
celular fruto del crecimiento excesivo de una poblacién celular determinada o
primaria. Dentro de dicho concepto distinguimos entre tumor benigno y tumor
maligno. Mientras que los términos de tumor maligno y cancer son aparentemente
equivalentes, la diferencia entre tumor benigno y cancer radica en la capacidad de
invasion a los tejidos cercanos o a distancia que poseen estos tltimos [4]. A lo largo
del presente estudio, se utilizara el término tumor haciendo alusién exclusivamente
a los tumores malignos y como término intercambiable con el de cancer. En aquellos
casos donde se haga referencia a los tumores, en general, abarcando aquellos de

comportamiento benigno y maligno se especificard explicitamente.
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1.2. EPIDEMIOLOGIA ACTUAL DEL CANCER

El cancer es uno de las principales causas de morbilidad y mortalidad global.
Aproximadamente 19 millones de pacientes se diagnostican anualmente en todo
el mundo con una mortalidad anual aproximada de 9 millones de pacientes [5].
De manera global, la incidencia de cdncer aumenta de forma sostenida por el
envejecimiento poblacional, el crecimiento demogréfico y los factores de riesgo
como la obesidad, sedentarismo, tabaco y alcohol [6-9]. Esta realidad es atin més
compleja, ya que existe un incremento de cancer en la poblacién inferior a 50 afios
en los paises desarrollados que no puede explicarse completamente a dia de hoy

con los datos actuales [10].

En Espafia, la incidencia de cancer ha presentado un incremento continuo en el
periodo 2022-2026. Las estimaciones de nuevos casos anuales entre 2022 y 2024 se
sitdan en torno a 280 mil, con una previsiéon de 300 mil casos para 2026, segin
los informes de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM). De manera
detallada, se objetivan el cancer colorrectal, de mama, préstata y pulmén como las

principales neoplasias malignas diagnosticadas en nuestro pais en los tiltimos afios.

Respecto a las causas de mortalidad, aunque las enfermedades cardiovasculares
siguen siendo de manera general la principal causa de muerte (1 de cada 3 en la
poblacién de los paises de la Organizaciéon para la Cooperacién y el Desarrollo
Econémicos, Organisation for Economic Co-operation and Development, OECD) y el
cancer se sitia en un segundo puesto (1 de cada 5 muertes en los paises de la OECD),
en los paises de alto desarrollo econdmico comienza a despuntar el cancer como

primera causa de muerte [7-9,[11]].

La mortalidad por cancer estd determinada por la compleja interrelacién entre
factores de riesgo modificables, estadio al diagndstico y posibilidad de acceso a
tratamientos innovadores como inmunoterapia y terapias dirigidas. Actualmente,
se evidencia el impacto creciente del cdncer en la mortalidad espafiola. Segtin datos

oficiales del Instituto Nacional de Estadistica en 2024, los tumores se consolidaron
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como la principal causa de defuncién (26.7 % del total), superando por primera vez

al grupo de enfermedades cardiovasculares (25.9 %) [12-17].

1.3. CARCINOGENESIS

El proceso por el cual una célula del cuerpo humano evoluciona a una
célula tumoral se denomina carcinogénesis, utilizdindose en general oncogénesis
y tumorigénesis como términos nuevamente equivalentes. Mediante este proceso,
una célula deja de coexistir con el resto de células de su entorno para desarrollar
un crecimiento anormal e incontrolado sin respuesta a los diferentes mecanismos
fisiolégicos de regulacién, esquivando incluso el control inmune [4]. Cabe destacar
que un tumor no estd dnicamente constituido por células cancerigenas con
capacidad de invasiéon y que no respetan la homeostasis, sino también por una gran
variedad de células normales que influyen en el comportamiento del tumor; a esto

se le denomina microambiente tumoral [2].

Aunque no se ha definido el orden en el que transcurren los cambios necesarios
para la carcinogénesis, el desarrollo de la biologia molecular y del estudio de
los mecanismos fisiopatolégicos de control han permitido definir una serie de
hitos en dicha secuencia que se consideran necesarios para el desarrollo tumoral
[2, 18]. Este conjunto de caracteristicas a adquirir por una célula para alcanzar
el comportamiento tumoral fue recopilado por Douglas Hanahan y Robert A.
Weinberg en Hanahan y Weinberg, ya en el afio 2000 [19]. En dicho articulo, se
describieron seis capacidades adquiridas fundamentales que deben presentar las

células cancerigenas:

Evasion de la apoptosis.

Autosuficiencia respecto a las sefiales de crecimiento.

Insensibilidad a las senales de inhibicién del crecimiento.

Invasion tisular - metéstasis.
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= Potencial de replicacién ilimitado.

» Induccion del acceso vascular.

Asimismo, estos autores propusieron que si bien estos hitos son adquiridos por
toda célula cancerigena tras el tiempo suficiente, no queda definida una secuencia

cronolégica ni mecénica tnica para ello [19].

Alo largo de las tiltimas décadas, el avance en el conocimiento de los mecanismos
de regulacion celular y el desarrollo de nuevas técnicas moleculares ha facilitado
que se definan, no sélo capacidades adquiridas de las células tumorales, sino
también caracteristicas habilitantes que hacen posible el desarrollo posterior de
otras capacidades adquiridas. Por ello, una década més tarde, ya en 2010, los mismos
autores ampliaron dicha recopilacién afiadiendo cuatro caracteristicas mds, dos

capacidades adquiridas y dos caracteristicas habilitantes:

Evasion de la destruccion inmunomediada.

Desregulaciéon metabdlica celular.

Estado proinflamatorio tumoral.

Inestabilidad genémica y mutacional [20].

Actualmente la nueva evidencia cientifica ha ido atin més alld y se ha ampliado
maés el nimero de capacidades adquiridas consideradas como fundamentales para
el desarrollo tumoral. En 2022, Douglas Hanahan ampli6 las diez caracteristicas
previas ya descritas con la inclusién de dos nuevas capacidades adquiridas y dos

caracteristicas habilitantes maés:

» Desbloqueo de plasticidad fenotipica.
» Senescencia celular.

» Reprogramacién no-mutacional epigenética.
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» Variabilidad polimérfica del microbioma [18]].

El conjunto de todos estos hitos de la carcinogénesis podemos verlos

representados en la Figura|l|extraida de Hanahan 2022.

Los mecanismos moleculares que explican cada una de las caracteristicas
descritas como habilitantes o capacidades adquiridas son mdultiples y a veces
interconectados. Aunque comparten distintas vias, la adquisicién de una misma
capacidad hace posible que desencadene el desarrollo de otras caracteristicas
adquiridas. Dentro de estos procesos de sefializacién, ocurre la activaciéon y
silenciamiento de multiples genes, segtin su estado e impacto en la carcinogénesis

podemos distinguir los siguientes genes [21]]:

» Gen supresor tumoral: Son genes presentes de manera constitutiva en células
sanas y cuya actividad inhibe la proliferacion y crecimiento celular. La
mutacién de las dos copias de dichos genes produce la pérdida de actividad

inhibitoria, promoviendo la carcinogénesis.

= Protooncogen: Son genes presentes de forma normal en células sanas, la
mutacién o sobreexpresion de los mismos conlleva la conversién a una forma
modificada que induce la proliferaciéon y crecimiento celular. Dicha forma se
denomina oncogen. Por lo tanto, la mutacién de una de las dos copias de

dichos genes también puede estimular por si misma la carcinogénesis.

» Oncogen: Es la forma mutada o sobreexpresada de un protooncogen,

presentando la activacion de la proliferacion y crecimiento celular.

1.3.1. Autosuficiencia respecto a las sefiales de crecimiento

La proliferacién crénica sostenida en el tiempo puede considerarse una capacidad

adquirida fundamental en el desarrollo tumoral. La homeostasis del niimero celular
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Figura 1: Carcinogénesis y caracteristicas del cancer.

Extraido de Hanahan 2022. El conjunto de capacidades adquiridas y caracteristicas habilitantes registradas en este
diagrama ha sufrido multiples cambios desde su primera publicacién en el afio 2000 debido principalmente al
avance en el conocimiento de la regulacién celular y la biologia molecular. De unos seis hitos resefiables en la
carcinogénesis hemos pasado, actualmente, a catorce, que con alta probabilidad se veran modificados y

ampliados en el futuro (con la adquisicién de nuevas evidencias). Cabe destacar que no existe un mecanismo
tnico ni un orden cronolégico exclusivo para el desarrollo de estos hitos en el proceso de oncogénesis [18].

mantiene la arquitectura tisular normal a través de una regulacioén bien balanceada

de los factores de crecimiento y de proliferacién secretados.

Estas sefiales de crecimiento y proliferacién tienen a menudo un componente
paracrino y temporal en el tejido sano que dificulta su estudio. En el
cdncer, se encuentran habitualmente desreguladas, siendo autosuficientes
independientemente de los requerimientos del resto del tejido sano. Se han

identificado diversos mecanismos para ello, como la sefializacién autocrina
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mediante la secrecién de ligandos con aumento en la expresiéon de receptores o
amplificacién de la sefializacién proveniente de células sanas del microambiente

tumoral [2} 20].

1.3.2. Evasion de la apoptosis

La apoptosis es un mecanismo programado de muerte celular inducido por
sefiales desencadenantes. Aunque las vias moleculares implicadas en la apoptosis

son multiples, podemos destacar la via del gen TP53 [4, 20].

El gen TP53 codifica un factor de transcripciéon denominado p53 que en
condiciones normales se encuentra en el citoplasma asociado a MDM2. Cuando esté
unido permite su eliminacién por el proteasoma. La aparicién de dafio celular o en
el propio material genético (DNA y RNA) produce el desacople de p53 de MDM2
mediante distintos mecanismos, aumentando su concentracién libre citoplasmatica.
Este aumento de p53 libre implica que se una seguidamente al DNA nuclear y, por
diferentes vias, deriva en una parada transitoria del ciclo celular con la finalidad
de reparar ese dafio en el DNA. Si esta parada es permanente, puede dar lugar a la

senescencia celular o a la induccién de la apoptosis [21].

En las células tumorales es frecuente encontrar una pérdida de funcionalidad
de p53 como capacidad adquirida, lo cual propicia la acumulacién de mutaciones
desencadenantes (driver mutations) en oncogenes que tienen como consecuencia la
activicacion de la carcinogénesis [2,20,21]]. Por otra parte, las catepsinas son enzimas
que degradan la matriz extracelular permitiendo el avance e invasién del frente
tumoral. Mas recientemente, se ha visto que la inhibicién de la catepsina D (Cathepsin
D, CATD) aumenta la activacién del factor transcripcional Nrf2 e induce la apoptosis

celular mediada por fadrmacos [22].



40 JAVIER DiAz SANTOS

1.3.3. Insensibilidad a las sefiales de inhibiciéon del crecimiento

Paralelamente a la autoestimulacién de sefiales de crecimiento y proliferacion,
los tumores desarrollan como capacidad adquirida la posibilidad de inhibir la
regulacion negativa de la proliferacion celular. Esta regulacién estd mediada por
multiples vias moleculares redundantes. En muchas de ellas, se ha descrito que los
genes supresores de tumores como RB o TP53 acttian como puntos de control antes
de iniciar un cambio de fase del ciclo celular. La ausencia de esta inhibicién permite
una proliferacién celular persistente contribuyendo de nuevo a la carcinogénesis
[2, 20]. En este sentido, la angiopoyetina-like 4 (angiopoietin-like, ANGPTL4) es una
glicoproteina que ha mostrado efectos protumorales al favorecer la proliferacién, la
supervivencia celular, la angiogénesis y la metéstasis en distintos tipos de cdnceres

[23].

1.3.4. Invasidn tisular y metdstasis

En los tejidos sanos las células normales limitan su proliferacién segun la
densidad celular mediante sefializacién paracrina y sefializaciéon directa. Dentro de
esta dltima sefializacién, una de las vias de inhibicién por contacto més relevantes
es la mediada por la proteina Merlina. Esta proteina esta codificada por el gen NF2
y modula la inhibicién por contacto mediante su acoplamiento con las moléculas
de E-cadherina que estan presentes entre células epiteliales vecinas. En los tumores,
frecuentemente se observa una disminucién de la expresién de E-cadherina, y ello
insensibiliza a la inhibicién por contacto, facilitando la invasién local [2, 20]. Esta
capacidad adquirida del cancer conlleva la destruccién de la arquitectura tisular

habitual y favorece la invasién a otros tejidos.
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1.3.5. Potencial de replicacién ilimitado

La poblacion celular sana del cuerpo humano tiene una capacidad de replicacién
limitada, ello se traduce en que, tras un ntimero suficiente de replicaciones, una
célula entre en senescencia o en muerte celular. Dicha limitacién estd mediada
en gran parte por los telémeros, secuencias repetitivas de DNA presentes en los
extremos de los cromosomas y que los protegen de la degradacién. Estos telémeros
se acortan en cada replicacién con lo que se produce una limitacién en el namero
posible de replicaciones [2, 20]. La longitud de los telémeros se asocia también con

el envejecimiento celular.

Sin embargo, en el caso de las células tumorales, dicha limitacién estd ausente ya
que las células tumorales presentan la capacidad adquirida de replicacién ilimitada
por lo que se consideran «células inmortalizadas». En estos casos, se observa una
actividad aumentada de la polimerasa telomerasa que alarga los telémeros con

nuevas secuencias repetitivas de DNA [2, 20].

1.3.6. Inducciéon del acceso vascular

La replicacion celular, asi como el mantenimiento de la masa celular existente,
obligan a los tumores a disponer de oxigeno, nutrientes y de una eliminacién
adecuada de metabolitos. Todo ello con el objetivo de poder persistir y seguir
dividiéndose. Inicialmente, en volimenes tumorales bajos la transmisiéon de
sustancias por 6smosis es factible, pero conforme progresa la carga tumoral se
vuelve insuficiente y se produce un cambio entre los factores antiangiogénicos y los
proangiogénicos secretados en el cancer (angiogenic switch). Este desbalance conlleva
la capacidad adquirida hacia una neoangiogénesis activada de manera continua
para desencadenar la formacién de neovasculatura distorsionada, ramificada, con
exceso de capilaridad y tendencia a fugas y hemorragias [2,20]. De entre los factores

liberados por las células endoteliales y que demuestran una elevada proliferacién
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necesaria en el avance de la carcinogénesis destaca la molécula intracelular de
adhesion 1 (Intercellular adhesion molecule 1, ICAM1) [24]. Esta glicoproteina ha sido
recientemente utilizada como marcador de prondstico tumoral por Yang et al. en

distintos tumores [25]].

1.3.7. Evasion de la destruccion inmunomediada

Estudios observacionales en una poblacién inmunosuprimida y ensayos
realizados en ratones con silenciamiento de la inmunidad innata y /o adquirida han
demostrado que el sistema inmune tiene un papel fundamental en la erradicacién
de precursores tumorales y tumores incipientes [2, 20]. La evidencia mds actual
muestra ademads, que las células cancerigenas fomentan una respuesta altamente
inmunogénica y pueden sufrir destrucciéon por parte del sistema inmune. Sin
embargo, también puede ocurrir que se secreten biomarcadores, proteinas o
metabolitos que inducen al silenciamiento de esa respuesta inmune o de la deteccién
del propio céncer. Este es el caso concreto del factor de crecimiento de fibroblastos
21 (Fibroblast growth factor, FGF21), secretado por los fibroblastos del microambiente
tumoral, que favorece la evasién inmune tumoral [26]. Esta capacidad adquirida
puede ser mediada por diferentes vias como los puntos de control inmunitario
PD1 - PD1L y CTLA4 - CD80/CD86 [2, 4, 27]. Por otro lado, la mieloperoxidasa
(Myeloperoxidase, MPO) es una enzima liberada por células del sistema inmune
como neutréfilos o células mieloides y parece mantener una estrecha relaciéon con
la resistencia adquirida a anticuerpos monoclonales especificos para los puntos de

control inmunitario, alterando la respuesta a tratamientos [28§].

1.3.8. Desregulacién metabélica celular

El crecimiento desmedido y crénicamente mantenido obliga a un consumo
energético continuo y a la disponibilidad de precursores moleculares que permitan

la replicacién celular, asi como mantener el microambiente tumoral. Con este
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fin, las células tumorales presentan la capacidad adquirida de desregular el
metabolismo celular habitual utilizando vias metabdlicas alternativas. Una de estas
vias metabdlicas es la fermentacion lactica. Si bien la glucélisis estd presente de
manera fisiolégica en situaciones anaerébicas, las células cancerigenas pueden hacer
uso de la glucdlisis aerdbica incluso en la presencia de oxigeno. Esta capacidad
adquirida les proporciona menos produccién de ATP por molécula de glucosa
respecto a la fosforilacion oxidativa mitocondrial, pero a cambio les permite generar
precursores (nucleétidos, aminodcidos, lipidos...) que se utilizaran posteriormente
para la replicacién o la formacién de nuevas estructuras intracelulares (como haces
de actina necesarios en la migracién e invasién). Esta glucélisis menos eficiente se

denomina efecto Warburg [29].

Desde el punto de vista temporal, se ha registrado una heterogeneidad en las
vias metabdlicas tumorales. La oxigenacién del tumor varia con el tiempo debido
a la cambiante vasculatura tumoral, ello puede producir estados de hipoxia que
potencian el uso de la glucdlisis aerdbica respecto a otras vias. Asimismo se ha
visualizado una heterogeneidad metabdlica espacial, ya que dentro de un mismo
tumor pueden coexistir diferentes subpoblaciones con distintas vias metabdlicas
predominantes (fibroblastos, células dendriticas, células inmunes, tumorales...). En
concreto, se ha observado que determinadas subpoblaciones tumorales pueden
desarrollar ventajas competitivas al utilizar como fuente de energia el lactato
(fermentacién) producido por otras células tumorales. Este lactato acidifica el medio
tumoral, lo que incluso degrada la matriz extracelular, facilitando la migracién

tumoral [20].

En este sentido, distintas proteinas liberadas por el higado como por ejemplo,
el factor de crecimiento de hepatocitos (Hepatocyte growth factor, HGF) se han visto
relacionadas con la regulacién metabdlica necesaria en el proceso tumoral [30] y
elevados niveles plasméticos de HGF se asocian con un peor prondstico en pacientes
con distintos tipos de céncer [31]. En el contexto del cdncer de mama, la leptina,
una hormona liberada principalmente a nivel géstrico y en el tejido adiposo, pero

también por células del microambiente tumoral, parece regular el metabolismo
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tumoral [32),33]].

En esta reprogramaciéon metabodlica, el FGF21 se asocia con un incremento
del transporte de glucosa al interior celular debido a la sobreexpresiéon de
transportadores para la glucosa en células hepaticas tumorales [34]. Por su parte,
el factor de crecimiento y diferenciacién 15 (Growth differentiation factor 15, GDF15)
es un regulador metabdlico que incrementa el efecto Warburg en células tumorales,
esto es, induce la fermentaciéon de glucosa a lactato (menos eficiente) en presencia

de oxigeno [35].

1.3.9. Estado proinflamatorio tumoral

La necrosis de las células tumorales produce liberacién de precursores
inflamatorios en el microambiente tumoral como, por ejemplo, las interleuquinas
6, 10 y 18 (IL6, IL10, IL18), el factor de necrosis tumoral o (Tumor necrosis
factor, TNF @), a una escala incluso mayor que la apoptosis. Estos factores
proinflamatorios atraen a continuacién diversas células que amplifican la respuesta
inflamatoria: granulocitos, linfocitos, macréfagos, fibroblastos, plaquetas, entre
otras. Esta respuesta inflamatoria puede favorecer el crecimiento tumoral asi como
la angiogénesis. Por tanto, la necrosis en los tumores constituye una caracteristica
habilitante, ya que representa una ventaja dentro del equilibrio adecuado entre

poblacién tumoral y necrosis [20].

1.3.10. Inestabilidad genémica y mutacional

Fisiolégicamente los sistemas de control modulan las tasas mutacionales durante
la replicacién celular, pero en las células tumorales estas tasas mutacionales se ven
incrementadas. Esta capacidad habilitante se denomina inestabilidad gendémica y
permite a la célula tumoral adquirir nuevas funciones que le aporten una ventaja de

supervivencia [20].
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Los mecanismos que suceden para ello en la célula tumoral son diversos,
afectando desde a los sistemas de control de DNA en varios puntos como en la
deteccién del dafio genémico, la maquinaria de reparacion, hasta la intercepcién
de factores mutagénicos. Esto da lugar a la aparicion de mutaciones somaticas que
son potenciadas por la existencia de deficiencias en la reparacién del DNA (como
por ejemplo los oncogenes BRCA1 y 2). Como consecuencia de esa inestabilidad
gendmica aparecerd una mayor diversidad genética en la poblacién tumoral,
favoreciendo que un tumor sea heterogéneo y presente distintas subpoblaciones
celulares en su interior. Esto facilita la supervivencia al aumentar la probabilidad
de que existan clones que se adaptan a los diferentes microambientes espaciales
y temporales, y evadan al sistema inmune antitumoral o los posibles tratamientos

recibidos. [20].

1.3.11. Desbloqueo de plasticidad fenotipica

La capacidad adquirida de plasticidad fenotipica permite a las células
cancerigenas desdiferenciarse del estado celular determinado propio del tejido
donde se han originado. Esta plasticidad fenotipica puede expresarse mediante
la desdiferenciacién de células somaticas maduras hacia células progenitoras que
presentan una mayor pluripotencialidad. Ello ocurre mediante el bloqueo de la
diferenciacién de células progenitoras a células maduras, o bien, mediante la
transdiferenciacion por la cual células progenitoras que deberian dar lugar a ciertas
células maduras terminan originando células pseudodiferenciadas metaplasicas

con otra diferenciacién alternativa a la esperada [18].

1.3.12. Senescencia celular

La senescencia celular es uno de los posibles finales del ciclo vital de una célula
junto con la apoptosis, necrosis o autofagia. El programa de senescencia implica

una interrupcién proliferativa habitualmente irreversible, y la célula detiene su ciclo
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celular. Dicha caracteristica ha sido considerada histéricamente como puramente
protectora dentro de la carcinogénesis al interrumpir la hiperproliferacién. Sin
embargo, la evidencia més reciente mantiene que desempefia un papel promotor
de la carcinogénesis. En este contexto, las células senescentes pueden llegar
a desarrollar un fenotipo especial denominado «fenotipo secretor asociado a
la senescencia» (Senescence-Associated Secretory Phenotype, SASP) que libera al
microambiente tumoral y a la circulacién sanguinea diversas citoquinas (IL6, IL8)
y biomoléculas protumorales (GDF15). Asimismo, también se ha objetivado la

aparicién de senescencia transitoria como mecanismo de resistencia terapéutica [18].

1.3.13. Reprogramacién no-mutacional epigenética

La reprogramacién no-mutacional epigénetica es la caracteristica habilitante por
la cual se regula la expresiéon génica por induccién epigénetica. Esto implica que
ciertas condiciones del entorno que rodea al tumor promueven la activacién o
silenciamiento de genes mediante diversos mecanismos mads alla de la aparicién
de mutaciones en oncogenes o genes supresores de tumores. Por ejemplo, la
disminucién de la actividad de las desmetilasas por la hipoxia en el microambiente
tumoral, conlleva a una hipermetilacién de regiones promotoras de la transcripcion,

produciendo el silenciamiento de ciertos genes [4)} 18, 36].

1.3.14. Variabilidad polimérfica del microbioma

El microbioma se define como el conjunto de microorganismos independientes
que colonizan los tejidos barrera del cuerpo humano como la epidermis, mucosa
del tracto gastrointestinal, bronquial o genitourinario. El microbioma no es tnico,
siendo especifico de cada individuo y pudiendo modificarse a lo largo del
tiempo por lo que posee una variabilidad individual y temporal dindmica. Se han
identificado diferentes organismos asociados al microbioma que poseen impacto

tanto promotor como protector para el desarrollo de tumores. Es por ello que
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la variabilidad del microbioma es una caracteristica habilitante en el proceso de

carcinogénesis [18].

1.4. MICROAMBIENTE TUMORAL Y SECRETOMA

El microambiente tumoral es el conjunto de células fisiol6gicamente normales,
moléculas, tejido conectivo, vasos sanguineos y linfaticos que rodean las células
tumorales y sirven como tejido de soporte y nutricional al tumor. Algunas de estas
células son los fibroblastos asociados al cancer (Cancer-associated fibroblasts, CAFs),

plaquetas, células inmunitarias, células endoteliales y pericitos [2} |4} [18].

Existe una relacién multilateral del cancer con su entorno tumoral. Por una parte,
el tumor induce cambios en el microambiente tumoral y este interacttia a su vez
con el tumor. Sin embargo, por otra parte las propias células del entorno tumoral
interactiian ademas entre si. Todo esto da lugar a que el microambiente tumoral sea
un conjunto de ecosistemas complejos, heterogéneos y dindmicos que evolucionan
a lo largo del tiempo y el espacio [2]. Los modelos actuales hipotetizan que estas
interrelaciones reprograman a las células que constituyen el microambiente tumoral
mediante regulacion epigénetica, mdas que inducir en ellas mutaciones que fomenten

el desarrollo tumoral [18].

Ademds del componente celular no tumoral que constituye el microambiente
tumoral, las neoplasias secretan gran cantidad de sustancias a ese espacio
extracelular. Este conjunto de moléculas se denomina secretoma tumoral y abarca
una gran variedad de sustancias tanto solubles como almacenadas en vesiculas
extracelulares: citoquinas, enzimas, factores de crecimiento, factores angiogénicos,
factores hormono - metabdlicos y micro-RNA, entre otros [37]. Este secretoma
participa en la comunicacién celular mediante mecanismos autocrinos, paracrinos o
endocrinos y estd implicado en los procesos de inmunosefializacién, extravasacion,

formacién del nicho premetastasico y metastatizacion [37:39].
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1.5. PROCESO DE FORMACION DE METASTASIS

La literatura actual muestra que la diseminacién metastasica es un fenémeno
complejo y dindmico, y por tanto, no sigue una secuencia lineal ni predecible. Este
proceso comprende varias etapas que pueden coexistir temporal o espacialmente
dentro de un mismo tumor primario y diferentes tejidos diana, tales como la
invasién de vasos sanguineos o linfaticos, la infiltracién perineural, la extravasacion
de células tumorales, periodos de latencia tumoral, asi como la formacién de

micrometdstasis y macrometastasis [40, [41].

En funcién de las neoplasias primarias se observan patrones de diseminacién
metastasica diferentes, con aparicién de metdastasis en ciertas localizaciones de
manera preferente respecto a otras [42, 43]]. Este fendmeno se denomina tropismo
orgdanico de las neoplasias para la formacién de metéstasis y ha motivado un interés
en conocer los mecanismos biolégicos que lo producen. Un resumen del tropismo
de las principales neoplasias primarias y localizaciones metastasicas se encuentra

recogido en la Tabla

La hipétesis de que el proceso de metastatizacién no es exclusivamente aleatorio y
que las células cancerigenas muestran preferencias por ciertos tejidos data del siglo
XIX. En 1889, Steven Paget publica la hipétesis de seed and soil (semilla y suelo), en
la que desarrolla que hay una interaccién entre las células cancerigenas primarias
(seed) y los tejidos periféricos donde podria metastatizar (soil), tal que en funcién de
la estirpe de origen de las células tumorales, entre otros pardmetros, existen unos
tejidos donde preferentemente se desarrollardn metdastasis al ser més favorable dicha

interaccion [42444].

Este proceso de metastizacion con tropismo tisular parece estar favorecido por la
aparicion de nichos premetastasicos en diferentes 6rganos segtin el tumor primario
original. Los nichos premetastéasicos son estructuras dentro de érganos atin sanos
que constituyen un microambiente anémalo caracterizado por la acumulacién de

células inmunes, fibroblastos y proteinas que alteran la arquitectura tisular local del
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6rgano diana. La formacién de estos nichos es promovida por el tumor primario
mediante la secrecién de moléculas solubles y exosomas que al alcanzar 6rganos
con capilaridad suficiente para retenerlos desarrollan una respuesta inmuno -
inflamatoria frente a ellos. Este entorno especial facilita la atraccion y supervivencia
de las células tumorales diseminadas que alcancen el nicho premetastdsico, dando
lugar a unas condiciones mucho mds favorables que las del resto del 6rgano diana
para que proliferen dichas células y se desarrollen las metastasis [40, 41} [43]]. Este
proceso ocurre mds facilmente en 6rganos de gran volumen y alta densidad capilar,
principalmente higado, pulmén y cerebro [45, 46]. La respuesta fisiopatolégica a
este proceso se expresa mediante la liberacién de biomarcadores onco-metabélicos,

pudiendo ser detectados en sangre periférica [47) 48]].

Aunque se han realizado grandes esfuerzos en la investigacién bdasica para
estudiar el proceso de metastizacién, la evidencia obtenida muchas veces
no ha podido ser trasladada al escenario clinico, reduciendo, por tanto, su
impacto. En general, la mayoria de tratamientos farmacolégicos testados en el
escenario metastdsico carecen de un enfoque integral sobre los mecanismos de

metastatizacion, lo cual puede lastrar su efecto [42].

1.5.1. El problema del diagnéstico en estadio metastasico

El estado metastasico empeora la supervivencia y calidad de vida de los pacientes,
siendo responsable de mas del 90% de la mortalidad en tumores sélidos [42,
49:51]. Las metdstasis mds frecuentes son las hepaticas, 0seas, pulmonares y
cerebrales con una incidencia entre aproximadamente 8 y 22 casos por afio y
100000 habitantes segin datos extraidos del anédlisis de datos del Programa de
Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales (Surveillance, Epidemiology, and End
Results Program, SEER) del Instituto Nacional del Cancer (National Cancer Institute,
NCI) de Estados Unidos [42, 49-52]]. Dichos datos demograficos estan recopilados
en la Tabla2l
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Tabla 1: Tropismo de metdstasis en principales tumores primarios.

Tumor primario Metastasis

Hueso Cerebro Higado  Pulmoén
Mama +++ +++ + +
Pulmén 'y -+ 44 ++ ++++
arbol bronquial
Péancreas + ND ++++ +++
Préstata +++ ND + +
Higado + ND + 4+
Colorrectal + ND +++ ++
Estémago + ND +++ ++
Huesos y ND ND ND ++++
articulaciones
Melanoma + + + +

++++: Extremadamente frecuente
+++: Muy frecuente

++: Frecuente

+: Poco frecuente

ND: No determinado

Elaboracién propia. Adaptacion de Li et al. 2025 [42].

Las metéstasis pueden ser sincrénicas si son diagnosticadas en el momento del
diagnoéstico del tumor o hasta dentro de los primeros tres meses tras el diagnéstico,
o bien metacroénicas si el diagnéstico es posterior. Cabe destacar que la definicién
de metéstasis sincronas no es uniforme, considerandose en ciertos estudios como
sincronas tinicamente aquellas presentes al diagnéstico de cancer y en otros estudios
siendo variable el periodo ventana posterior entre 3 y 6 meses tras diagnéstico

[53:58].

En especial, el pronéstico es atin peor en los pacientes metdastasicos al diagnoéstico.
Tanto en el caso de las metéstasis pulmonares como cerebrales sincronas, el

diagnéstico en estadio metastdsico implica un peor prondstico como factor
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independiente por si mismo [49, 51]. Esto es de gran importancia, ya que
aproximadamente un 5% de los pacientes diagnosticados de cancer tiene metéstasis
pulmonares o hepaticas sincronas al diagnoéstico. Esta cifra aumenta hasta un 13%
en el caso de las metéstasis pulmonares donde la neoplasia primaria es asimismo
pulmonar o hasta un 34% en el caso de metastasis hepéticas y neoplasia primaria
pancredatica [50, 51]. Este peor pronéstico y morbilidad se observa también en
otras localizaciones como en el caso de las metdstasis cerebrales donde la barrera
hematoencefdlica supone un problema para el acceso de los farmacos a las lesiones,
o en el caso de las metastasis 6seas donde aumenta el riesgo de fracturas o dolor
oncolégico que afecta no sélo a la calidad de vida, sino también a la supervivencia

[59].

La deteccién de metéstasis se realiza en la practica clinica habitual mediante
pruebas de imagen que presentan limitaciones significativas en la identificacién
de enfermedad micrometastdsica. Estas técnicas requieren un volumen tumoral
minimo para su visualizacién y no permiten una monitorizacién continua y no
invasiva durante el seguimiento clinico [60, 61]. Consecuentemente, existe una
ventana temporal importante entre la aparicion de metastasis biolégicamente
relevantes y su deteccién radioldgica clinica, durante la cual los pacientes
podrian beneficiarse de intervenciones tempranas. Es por ello que la busqueda de
biomarcadores no invasivos para la deteccién temprana del riesgo metastasico se ha
convertido en un drea de investigacion prioritaria en oncologia de precision [62} 63].
Los biomarcadores podrian permitir la identificacién de subgrupos de pacientes
de alto riesgo, una estratificacién terapéutica apropiada y la monitorizacién de
la respuesta terapéutica con mayor sensibilidad que los métodos convencionales

[60-63].

1.5.2. Principios generales de tratamiento en estadio metastasico

En la mayoria de las neoplasias, el tratamiento en estadio metastdsico tiene

finalidad paliativa de control de la enfermedad. Sélo en ciertas excepciones es
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Tabla 2: Demografia de metdstasis en principales localizaciones.

Demografia Metastasis

Hueso Cerebro Higado  Pulmoén
Incidencia 18.8 83-143 226 17.92
(casos por afio y
100000 habitantes)

Elaboracién propia. Datos extraidos de Ryan et al. 2022 [52]; Jiang et al. 2023 [49]; Horn et al. 2020 [50]; y Chen
et al. 2021 [51].

posible aspirar a un tratamiento radical o curativo en el escenario metastésico, de

ahi la importancia de adelantarse al establecimiento de las metdstasis. Algunos

escenarios metastédsicos particulares que permiten aspirar a un tratamiento radical

son, entre otros:

» Tumores germinales: Los tumores germinales, sobre todo del tipo

seminomatoso, pueden responder de manera completa al tratamiento

quimioterdpico intensivo pese a encontrarse en estadio metastasico [64].

Cistoadenocarcinoma seroso de ovario con carcinomatosis peritoneal: La
carcinomatosis peritoneal en estos casos se clasifica como un estadio 3
sobre los 4 posibles de la clasificaciéon de la Federacién Internacional de
Ginecologia y Obstetricia (FIGO) y del Comité Conjunto Americano del
Céncer (American Joint Committee on Cancer, AJCC). En ocasiones puede
responder de manera completa al tratamiento quimioterdpico combinado con
inhibidores de la angiogenésis, o mas frecuentemente, producir una respuesta
parcial lo suficientemente importante como para llevar a cabo en un segundo

tiempo una reseccién quirtrgica (cirugia de intervalo) [65].

Oligometastasis: En el caso de escenario metastdsico con escaso niimero de
lesiones, cldsicamente varias lesiones en un tinico érgano o aproximadamente
unas tres lesiones en 6rganos distintos, los tratamiento ablativos como la

radiofrecuencia, criocirugia o la radioterapia corporal esterotactica (Stereotactic
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Body Radiation Therapy, SBRT) pueden producir la respuesta metabdlica

completa de la enfermedad [66].

» Presencia de dianas accionables o alta carga mutacional tumoral (High
Tumor Mutational Burden, High-TMB): La utilizacién de inmunoterapia
puede dar lugar a la respuesta metabdlica completa de la enfermedad en
el escenario de tumores con high-TMB o inestabilidad de microsatélites,
principalmente. Aunque es menos probable, también se ha descrito ante la

presencia de mutaciones accionables como las de EGFR o ALK [66, 67].
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II — JUSTIFICACION

2.1. PLANTEAMIENTO DEL PRESENTE ESTUDIO

Los tumores primarios emiten numerosos factores solubles que alcanzan la
circulacién sistémica. Al llegar a 6rganos con microcirculacién sensible a estos
mediadores, dichos factores alteran la homeostasis y fisiologia tisular local,
desencadenando respuestas inmunoinflamatorias y metabdlicas que transforman
el microambiente. Esta respuesta local origina microambientes anormales dentro
de tejidos por otra parte sanos, caracterizados por acumulacién de células
inmunes infiltrantes, fibroblastos activados y componentes de matriz extracelular
alterados que modifican la arquitectura tisular y facilitan el desarrollo de
nichos premetastasicos. Estos microambientes especializados facilitan tanto la
atraccion como la supervivencia de células tumorales circulantes, proporcionando
condiciones sustancialmente mds favorables para la proliferacién metastasica y el
establecimiento de enfermedad avanzada que las presentes en el tejido circundante

[40, 1] 43).

Este proceso se produce mas facilmente en 6rganos de gran volumen y con alta
densidad capilar, como el higado, pulmoén y cerebro [45, 46]. Varios tumores como
el cancer colorrectal y el melanoma también tienden a desarrollar estos nichos
premetastasicos. En el caso del cancer colorrectal y de las metéstasis hepéticas se han
encontrado evidencias de un equilibrio aberrante entre mecanismos fisiopatolégicos
hepaticos que se desregulan como respuesta sistémica a la aparicién del cancer y

factores propios de las células tumorales.

A nivel preclinico se han observado diferentes factores solubles que median el
proceso de formacién del nicho premetastdsico como el factor transformador del

crecimiento beta (Transforming Growth Factor B, TGF-). Estos factores solubles se
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han identificado como posibles dianas para tratamientos dirigidos.

La interaccién entre los factores solubles y los o6rganos diana da como
consecuencia una respuesta fisiopatolégica de estos 6rganos. A nivel preclinico
se han identificado diversos biomarcadores onco-metabdlicos como consecuencia
de esta interaccion [47, 48]. La bibliografia mdés reciente ha asociado estos
biomarcadores fisiopatoldgicos (interleuquinas, FGF21, GDF15, HGF, ICAM]1,
ANGPTLA...) con la existencia de actividad tumoral oculta y podrian ser utilizados

en la préctica clinica como marcadores prondsticos.

En afios recientes, la identificacion de DNA tumoral circulante (ctDNA) mediante
biopsia liquida ha demostrado capacidad para detectar enfermedad residual
minima (Minimal Residual Disease, MRD) con impacto en el prondstico [68, 69].
Un ejemplo paradigmatico es Signatera™ (Natera, Inc.), un ensayo personalizado
informado por tumor que utiliza mutaciones especificas del tumor para realizar
amplificacién PCR multiplex y secuenciaciéon masiva de DNA libre circulante. En
estudios clinicos, Signatera™ detect6 recurrencia con sensibilidad del 89 % y tiempo
de anticipacion (lead time) mediano de 10.5 meses en comparacién con diagnéstico

radiolégico clinico para cdncer de mama [70].

Mientras que la mayoria de estudios de biopsia liquida se enfocan en
DNA tumoral circulante y células tumorales circulantes, los biomarcadores
onco-metabdlicos permanecen poco explorados. Hasta nuestro mejor conocimiento,
aun no se ha analizado a nivel clinico la posible integracién de diversos
biomarcadores plasmaticos con otros parametros de actividad tumoral para mejorar
la deteccién temprana del proceso de formacién de nichos premetastasicos,
respuesta a tratamiento o incluso recaidas. Este enfoque integrado captura
la biologia compleja de las interacciones tumor-huésped esenciales para el
seguimiento de la enfermedad. Esto podria permitir anticiparse a la formacién de
metéstasis y mejorar por tanto, el abordaje clinico en el diagnéstico, tratamiento y

seguimiento (Figura 2).
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2.2. HirOTESIS

Por todo ello, en este proyecto planteamos como hipétesis que es posible el anélisis
de biomarcadores onco-metabdlicos en sangre periférica (plasma) de pacientes
oncolégicos en la préctica clinica real, y que dichos marcadores pueden integrarse
con otros pardmetros analiticos globales de interés para permitir definir la poblacién
con mayor alto riesgo de desarrollo de metéstasis de novo y éxitus en diversos tipos

de céancer.
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Figura 2: Proceso de secrecién de biomarcadores onco-metabdlicos y metastasis.

Elaboracién propia. Ilustraciones (1, 2, 3, 4 y 5) generadas mediante ChatGPT®de OpenAl®con finalidad
exclusivamente aclaratoria para una mejor divulgacién. De manera general, una mayor carga tumoral (1) tiene
una mayor probabilidad de secretar factores solubles a sangre (2). Cuanto més numerosos sean estos factores mas
probabilidad existe de que desencaden la formacién de nichos premetastasicos (3). Esta formacién de nichos
premetastésicos conllevard por una parte la secrecién de biomarcadores onco-metabdlicos (4) y, por otra parte, el
potencial de desarrollar metastasis (5). De manera que una mayor formacién de nichos premetastasicos (3)
conlleva una mayor probabilidad de metastasis (5) y también una potencial mayor secrecién de biomarcadores
onco-metabdlicos medibles en la practica clinica (4).



IIT — OBJETIVOS






Carituro III — OBJETIVOS 63

IIT - OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo principal de esta tesis doctoral es desarrollar un indice pronéstico
basado en biomarcadores onco-metabdlicos circulantes, integrado con pardmetros
analiticos globales, para la prediccién de progresién metastdsica y mortalidad en
pacientes oncolégicos. Para la consecucion de este objetivo, se definen los siguientes

objetivos especificos:

» Seleccionar y analizar el panel de biomarcadores onco-metabdlicos en
sangre periférica en pacientes oncolégicos del sur de Espafia. Se analizaran
la asociacién de estos biomarcadores con pardmetros analiticos globales
descritos (hemograma, marcadores inflamatorios, funcién hepética/renal,

etcétera).

» Integrar dichos biomarcadores onco-metabdlicos con parametros analiticos
globales en un nuevo indice pronéstico y evaluar su capacidad para detectar

el riesgo de desarrollo de metastasis de novo y el riesgo de mortalidad.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

= Evaluar el efecto de covariables de confusién clave (edad, sexo, indice de masa

corporal, etcétera) sobre biomarcadores e indices prondsticos.

» Comprobar la viabilidad del procedimiento preanalitico de toma de muestras,

procesado y andlisis en la practica clinica asistencial habitual.
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IV - MATERIAL Y METODO

4.1. TiPO DE ESTUDIO

Este estudio ha sido planteado como un estudio piloto prospectivo observacional
y dispone de una hoja de consentimiento informado para el paciente. En el presente
estudio, se ha seleccionado un panel de biomarcadores onco-metabdlicos relevantes
y factibles técnicamente basado en la opinién de expertos y revision de la literatura.
Posteriormente, se han determinado dichos biomarcadores en el transcurso de la
enfermedad oncolégica de una poblacién reclutada en el sur de Espafia con un
seguimiento posterior fijado con fecha de fin el 15 de julio de 2025, salvo éxitus del
paciente, pérdida de seguimiento o retirada de consentimiento para su participacién
en este estudio. Asimismo, se extrajeron una serie de parametros analiticos globales
seleccionados a partir de la evidencia cientifica disponible previamente y calculados
a partir de analiticas de rutina realizadas previamente a la extraccién de sangre para

la determinacién de biomarcadores.

Dicho disefio fue seleccionado dado que el proceso de toma de muestras
para la determinaciéon de biomarcadores onco-metabdlicos se realizé6 de manera

prospectiva sin hacer uso de un biobanco previo.

En lo que sigue en el presente documento se hace referencia al momento de
la toma de muestras para el andlisis de biomarcadores onco-metabdlicos como

«extraccién» o «a la extraccion».

4.2. POBLACION DE ESTUDIO

Como poblacién de estudio se consideré a los pacientes oncolégicos atendidos en

el proceso diagndstico, tratamiento o seguimiento en el Centro Integral Oncolégico
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de HM Hospitales en la provincia de Mélaga (HM CIO Mélaga) desde el 1 de mayo
de 2024 al 15 de julio de 2025 que cumplieran criterios de inclusién y ninguno
de exclusién. El reclutamiento se realiz6 de manera activa contactando con los
pacientes y ofreciéndoles participar. La restriccion del proyecto a tnicamente la
poblacién atendida en la divisién territorial del sur de Espafia del Centro Integral

Oncolégico de HM Hospitales fue debida a las limitaciones logisticas y econémicas.

Dada la naturaleza exploratoria de este estudio piloto y dado que el
procedimiento de toma de muestras es poco invasivo, se estimé un tamafio de
muestra de aproximadamente el 5% de nuestro pool disponible de pacientes
oncolégicos (aproximadamente 500 pacientes). Esto resulté en un tamafio muestral

estimado de 25 pacientes.

4.2.1. Criterios de inclusion

Paciente con patologia oncolégica o mdltiples patologias oncolégicas
diagnosticadas. Al menos una de las patologias oncolégicas del paciente debe

no ser un linfoma, leucemia o mieloma, es decir tumores sélidos.

Paciente mayor de edad (>18 afios) y con capacidad propia para consentir.

Paciente diagnosticado, tratado o en seguimiento en HM CIO Mélaga.

Paciente que consienta por escrito la participacién en este estudio.

4.2.2. Criterios de exclusion

= Paciente con incapacidad temporal o permanente para consentir.

» Paciente que desee consentir inicamente de manera verbal.
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4.2.3. Grupos de estudio

La poblacién de estudio reclutada se definié como un tinico grupo de estudio
dado el limitado tamafio muestral abarcable. Se consideré para el posterior anélisis
de la poblacién la heterogeneidad de la misma pudiendo coexistir pacientes

metastésicos a la inclusién y extraccién con otros no metastasicos.

4.3. MATERIALES DE ESTUDIO

4.3.1. Muestras de estudio

Para el andlisis de biomarcadores onco-metabdlicos se extrajeron 10 mL de sangre
periférica tras mas de 8 horas de ayuno a los pacientes participantes en tubos
de bioquimica con 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) siguiendo un proceso
normalizado. Todas las muestras fueron codificadas asegurando la privacidad de

los pacientes.

4.3.2. Variables de estudio

4.3.2.1. Datos basales

Como datos basales se consideraron aquellos propios del paciente e
independientes de su estado de salud, historia personal, enfermedad oncolégica
o de los biomarcadores analizados. Se recopilaron un total de cuatro variables
cualitativas dicotémicas y cuantitativas (denominadas VB#) y que estan recogidas

junto a su rango y descripcién en la Tabla
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Tabla 3: Variables recogidas asociadas a datos basales.

Datos Basales

Alias Tipo de variable Rango Descripcién
VB1 Dicotémica 0 (mujer) Sexo bioldgico
Sexo 1 (hombre) &
L VB2 Cuantitativa Ntimero racional Edad en afios en el momento del diagnéstico
Edad al diagnéstico positivo Q > 0 con dos decimales redondeados al alza
. VB3 Cuantitativa Ntimero racional Edad en afios en el momento de la extraccion
Edad a la extracci6n positivo @ > 0 con dos decimales redondeados al alza
Edad al fin del VB4 Cuantitativa Nur.n.ero racional Eda.d en anos al finalizar seguimiento con dos
seguimiento positivo Q >0 decimales redondeados al alza

4.3.2.2. Antecedentes personales mds relevantes

Se consideraron como antecedentes personales a recoger dos variables: la

presencia de factores de predisposicion hereditaria al cdncer ya sean por

criterios clinicos o genéticos y la presencia de enfermedades autoinmunes o

inmunodeficiencias. Estas dos variables cualitativas (VP#) estdn recogidas junto a

su rango y descripcion en la Tabla 4]

Tabla 4: Variables recogidas asociadas a antecedentes personales.

Antecedentes
Personales

Alias Tipo de variable Rango

Descripcién

Presencia de factores ) )
de predisposicién VP1 Dicotémica
hereditaria al cancer

0 (Ausencia)
1 (Presencia)

Presencia de

enfermedades VP2 Cualitativa Patologias
autoinmunes o

inmunodeficiencias

Factores de predisposicion ya sean por criterios
clinicos (Criterios de Amsterdam, de riesgo
de mama y ovario, de riesgo de prostata, de
riesgo de melanoma, de riesgo de pancreas,
de riesgo de neuroendocrinos miltiples...),
factores genéticos o alta carga familiar a criterio
de médico clinico

Enfermedades prevalentes que condicionen
una inmunodeficiencia funcional o estructural
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4.3.2.3. Datos clinicos de la enfermedad

Respecto a los datos clinicos, se consideraron aquellas variables relacionadas
con la situacién clinica de la enfermedad al diagnéstico, con su evolucién hasta la
extraccion de las muestras para el andlisis de biomarcadores onco-metabdlicos, con
su evolucién hasta fecha de fin de seguimiento, asi como las variables relacionadas
con los tratamientos establecidos. Se definieron un total de 16 variables cualitativas
y cuantitativas (VC#) que se encuentran recogidas en las Tablas 5} [ y [7]al final de

este capitulo.

4.3.2.4. Datos analiticos de la enfermedad

Respecto a datos analiticos, se consideraron una serie de parametros relacionados
con mayor riesgo de metastatizacion o peor prondstico con evidencia cientifica
descrita en la literatura actual que pueden calcularse a partir de los controles
analiticos rutinarios que se realizan durante el transcurso de la enfermedad

oncolégica.

Estos controles analiticos se llevan a cabo tanto en el diagnéstico, tratamiento
como seguimiento, lo que podria permitir calcular los pardmetros de estudio
a partir de los valores analiticos en diferentes momentos de la enfermedad
oncolégica. Con la finalidad de unificar variables y una mejor relacién con
los biomarcadores onco-metabdlicos se decidié calcular 20 parametros analiticos
cualitativos y cuantitativos tnicamente previos a la extracciéon de la muestra para
el andlisis de biomarcadores. Para ello, se consideraron aquellas analiticas de rutina

tomadas hasta 190 dias previos a la extraccion.

Dado que es posible que haya valores analiticos que no estén siempre disponibles
en una Unica extraccion de sangre, lo cual podria complicar el célculo de los
parametros de estudio, aceptamos completar los datos ausentes con los provenientes

de otra extracciéon del mismo momento del estudio. Si atin asi no fuera posible
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completar dicho valor analitico con una extrapolacién de otra extraccion analitica,
se considerard que dicho valor tiene el valor medio del rango de normalidad del
laboratorio siempre y cuando el niimero de valores analiticos ausentes no supere el

50% del total.

Con la finalidad de sintetizar, se muestran agrupadas las variables que miden los
parametros analiticos calculados (VA#) en las Tablas [§ y 0] junto a las referencias
que aportan su impacto en progresion, metastizaciéon o prondstico. Se encuentran

disponibles al final de este capitulo.

Estos pardmetros analiticos son en su mayoria cuantitativos continuos. Para el
andlisis posterior requerimos no sélo de su valor continuo, sino también de una
discretizacion de dichos valores. Por ello, se recogen en las Tablas [10| y [11] las
variables analiticas discretizadas en base a puntos de corte descritos en la literatura

cientifica previa (VAd#).

Para diferenciar estos pardmetros analiticos globales de los biomarcadores
onco-metabdlicos, los alias de estos pardmetros se presentan escritos en mintsculas

en lo que sigue del presente texto.

4.3.2.5. Datos de biomarcadores onco-metabédlicos

Se definen los biomarcadores onco-metabélicos como un conjunto de moléculas
con evidencia preclinica cuya expresion varia en relacién con la evolucién de la
enfermedad oncolégica y han sido brevemente referenciados en la introduccién.
Su expresion estd mediada por la accion seroldgica a distancia del tumor a través
de factores solubles, siendo potenciales candidatos a marcadores subrrogados del

impacto de dichos factores solubles a nivel organico.

Los biomarcadores plasmaticos fueron seleccionados siguiendo las
recomendaciones de un investigador externo experto en la materia. Posteriormente,

se realiz6 una revision de la evidencia cientifica disponible del papel de dichas
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moléculas plasmaticas. En cada uno de los marcadores propuestos se comprobd
que existiera variabilidad clinica en contextos de alta carga tumoral y posibilidad
de medicién mediante los métodos técnicos disponibles. Los once biomarcadores

plasmaticos seleccionados se enumeran en la Tabla

Para diferenciar los biomarcadores onco-metabdlicos del resto de parametros
analiticos globales, los alias de estos biomarcadores se presentan escritos en

MAYUSCULAS en lo que sigue del presente texto.

4.4. METODOS DE ESTUDIO

La metodologia planificada para llevar a cabo los objetivos propuestos se
estructuré en cuatro fases de revisién de la literatura para los biomarcadores
propuestos, reclutamiento, analisis y conclusiones, respectivamente. Cada una de
estas fases ha abarcado diferentes procedimientos, habiéndose solapado en el
tiempo distintas fases y procedimientos. De manera general, podemos estructurar

la metodologia del estudio en:

1. Revisién de la literatura para los biomarcadores propuestos
2. Reclutamiento

= Seleccion de candidatos

= Extracciéon de muestras

» Procesado y conservacién de muestras
= Anaélisis de muestras

» Seguimiento postextraccion
3. Anadlisis

» Anélisis de poblacién de estudio

» Analisis de los pardmetros analiticos y biomarcadores onco-metabdlicos
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= An4lisis multivariante clinico - analitico
4. Conclusiones

» Produccion cientifica y comunicaciones

» Conclusiones y redaccién de la memoria de tesis

DISENO DEL ESTUDIO

POBLACION DE ESTUDIO

CRITERIOS DE IN CLUSION:

Paciente con patologia oncolégica o

multiples patologias oncoldgicas

diagnosticadas. Al menos una de las

patologias oncoldgicas del paciente debe

no ser un linfoma, leucemia o mieloma.

1. Paciente mayor de edad (=18 afios) y
con capacidad propia para consentir.

2. Paciente diagnosticado, tratado o en
seguimiento en HM CI10 Malaga.

3. Paciente que consienta por escrito la
participacién en este estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Paciente con patologia oncolégica o

multiples patologias oncoldgicas

diagnosticadas. Al menos una de las

patologias oncoldgicas del paciente debe

no ser un linfoma, leucemia o mieloma.

4. Paciente con incapacidad temporal o
permanente para consentir.

5. Paciente que desee consentir
Unicamente de manera verbal.

Figura 3: Flujo de trabajo del estudio.

MAXIMO

il

IDENTIFICACION RETROSPECTIVA
DE MUESTRA SANGUINEA PREVIA A
EXTRACCION DE BIOMARCADORES
APTA PARA EL CALCULO DE
PARAMETROS ANALITICOS
GLOBALES

DIAGNOSTICO EXTRACCION DE PROGRESION EXITUS O FIN DE
BIOMARCADORES POSTEXTRACCION  SEGUIMIENTO
DE RESPUESTA (SI HUBIESE)
\ J

Y
ANALISIS DE PARAMETROS ANALITICOS
Y BIOMARCADORES DE RESPUESTA

AN J
Y

ANALISIS MULTIVARIANTE CLiNICO
ANALITICO

Figura de elaboracién propia. Se observan los distintos momentos clave del estudio: extraccion de biomarcadores
onco-metabdlicos, identificacion de datos analiticos previos, primera progresion postextraccion si la hubiese,
fecha de éxitus o fecha de fin de seguimiento.
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4.4.1. Revision de la literatura para biomarcadores propuestos

4.4.2. Cronologia planificada

2024 2025

MAR. | ABR. | MAY. | JUN. [ JUL. | AGO. | SEP. | OCT. | NOV. | DIC. [ ENE. | FEB. | MAR. | ABR. | MAY. | JUN. | JUL. | AGO. | SEP.

101.LIT 2

201.IDE g

202.REC 8

203.EXT 8

301.AF0 2

302.ABI 4

303.AES 5

401.cON ‘ | |

Figura 4: Diagrama de Gantt.
Figura de elaboracién propia. Cronograma con las diferentes fases del proyecto: 101.LIT - Revisién sistematica de
la literatura, 201.IDE - Identificacién de poblacién candidata, 202.REC - Reclutamiento de poblacién candidata,

203.EXT - Extraccién de muestras, 301.APO - Andlisis de poblacién de estudio, 302.ABI - Andlisis de
biomarcadores, 303.AES - Andlisis estadistico, 401.CON - Conclusiones y redaccién.

4.4.3. Seleccion de candidatos

4.4.3.1. Identificacion de poblacion candidata

Del total de pacientes visitados diariamente en el HM CIO Malaga, se
preseleccioné en cada consulta a aquellos que cumplian todos los criterios de

inclusién y ninguno de exclusién.

4.4.3.2. Reclutamiento de poblacién candidata

El proceso de reclutamiento se realizé6 de manera activa y directa, informando
a todo paciente candidato la posibilidad de participar, el objetivo del estudio, las
implicaciones conllevadas y resto de condiciones del estudio. Posteriormente, se

entregd hoja de informacién al paciente con formulario de consentimiento del
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estudio aprobado por el Comité de Etica (CE) e Investigacién con medicamentos
en su version 4.0 del 21 de Abril de 2024. Tras la firma del mismo por duplicado
se entregd una copia al paciente y otra permaneci6 en el centro HM CIO Maélaga
archivada. Este estudio también fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad
Catolica de Murcia (UCAM, CE). Ver aprobaciones de los CE en los anexos de esta

memoria.

La fecha de cierre de reclutamiento se prefijé en 31/01/2025.

4.4.4. Procedimiento de extraccion de muestras

La muestra se extrajo en condiciones de practica clinica habitual ya fuese por
catéter reservorio tipo Port-A-Cath o por via periférica y siguiendo las mas estrictas
medidas de asepsia y antisepsia. Se obtuvieron al menos dos tubos de hemograma

de 5 mL con EDTA mediante un sistema BD Vacutainer®.

4.4.5. Procesado de muestras y conservacién

Las muestras fueron procesadas y conservadas siguiendo un proceso

normalizado de trabajo:

1. Inversion suave
Los dos tubos de sangre fueron invertidos suavemente un par de veces y

posteriormente se depositaron en una gradilla hasta su centrifugacién.

2. Primera centrifugacién
Los dos tubos de sangre se centrifugaron inicialmente a 1600 ¢ durante 10

minutos a temperatura ambiente.

3. Extraccién de primer sobrenadante

Se recuper6 el primer sobrenadante, correspondiente con el plasma, y se
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dispuso en tubos Eppendorf autoclavados de 1.5 mL.

4. Segunda centrifugacién
El conjunto de tubos Eppendorf fue centrifugado por segunda vez a 10000 g

durante 10 minutos a 4°C.

5. Extraccién de segundo sobrenadante
Se recuperd el segundo sobrenadante y se transfirié a un tubo Falcon de 50 mL

estéril.

6. Homogeneizacion por inversién suave
Tras mezclar el contenido de todos los Eppendorf en el tubo Falcon se procedié
a inversion suave un par de veces y a traspasar el contenido a tubos Eppendorf

de 1.5 mL autoclavados que constituyeron las muestras a mantener.

7. Conservacién
Los tubos Eppendorf de plasma se guardaron y conservaron a -80 °C hasta
su envio al laboratorio de andlisis de Persona Biomed Spain S.L. en las

instalaciones del Hospital Universitario Doctor Peset de Valencia.

4.4.6. Andlisis de muestras

La determinaciéon de biomarcadores onco-metabdlicos se realiz6 en sangre
periférica con EDTA obtenida en ayunas mediante ensayo de inmunodeteccién
personalizado multiplex (Merck Millipore) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Elinmunoensayo multiplexado utiliza tecnologia basada en perlas de poliestireno
para medir los once biomarcadores. La placa se cargé en el sistema Luminex 200
(Luminex Corporation, Austin, Texas, USA) para lectura. Los analitos se midieron
en duplicados en tres placas/paneles: HAGEIMAG-20K-6p (FGF21, GDF15, IL6,
IL10, IL18, LEPTIN), HLPPMAG-57K-2p (ANGPTL4, HGF) y HNDG3MAG-36K-3p
(CATHEPSIN-D, ICAM1, MPO). Con base en las mediciones de concentraciones
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estdndar proporcionadas por el fabricante, se utilizaron curvas estdndar para
convertir valores de intensidad de fluorescencia mediana (MFI) en concentraciones
(pg/mL o ng/mL). El CV intra-ensayo medio fue de 7.84%, y el 80% de las
mediciones mostraron CV<10%. El limite operacional de deteccién (LOD) para cada
analito se defini6 como la concentracién esperada para la concentracién de estandar

inferior.

Para evitar el sesgo de sobredeteccién que inflaria artificialmente los resultados,
los valores faltantes se imputaron utilizando el valor minimo detectado dentro del

rango de ensayo para cada parametro.

4.4.7. Procedimiento de seguimiento postextraccién

A los pacientes se les realiz6 seguimiento tras la extraccién con base en las
indicaciones de practica clinica actual de su enfermedad oncolégica, finalizdndose
el mismo por pérdida de seguimiento, éxitus o haber alcanzado la fecha del 15 de

julio de 2025 predefinida como fecha de fin del estudio.

4.4.8. Anilisis de poblacién de estudio

Con la finalidad de caracterizar adecuadamente la poblacién de estudio reclutada

se llevé a cabo un estudio descriptivo basado en los siguientes enfoques:

» Estudio poblacional descriptivo:
Célculo y andlisis de los estadisticos descriptivos de la poblacién. Dado el
tamafio muestral y la probable heterogeneidad se opta por utilizar como

estadisticos descriptivos la mediana y el rango.

» Andlisis de la situacién de la enfermedad oncolégica:
Distribucién de la poblacién de estudio en funcién de su carga de enfermedad

tumoral a la extraccién y al fin del seguimiento.



CariTuLO IV — MATERIAL Y METODO 79

» Evolucién clinica de los pacientes:
Analisis de la evolucién clinica de los pacientes reclutados respecto a
intervalos diagnoéstico - tratamiento, diagndstico - extraccién, extraccién -
fin de seguimiento, intervalos de progresién, patologia tumoral, estadio al
diagnostico, a la extraccion y al fin del seguimiento y tratamientos recibidos.
La mortalidad se determiné por certificado oficial de defuncién. La metastasis
de novo se definié como carga metastasica ponderada que aumenta de cero a >0
en pacientes basales libres de metéstasis. La progresion metastasica se definié
como un incremento positivo en la carga metastasica ponderada de basales a
seguimiento en pacientes con metdastasis basales. Todas las determinaciones se

realizaron por duplicado por un solo operador.

4.4.9. Anilisis de los pardmetros analiticos y biomarcadores onco-metabdlicos

Con la finalidad de caracterizar adecuadamente los pardmetros analiticos,
biomarcadores onco-metabdlicos y sus interrelaciones se procedié a realizar los

siguientes estudios:

s Test de normalidad de los parametros analiticos y biomarcadores:
Test de normalidad de Shapiro - Wilk para cada uno de los parametros
analiticos y de los biomarcadores estudiados teniendo en cuenta que el tamafio

muestral estimado a priori es de aproximadamente 26 pacientes.

» Anadlisis de correlaciones:
Célculo de la matriz de correlaciones de Pearson o Spearman segtin resultados

del test de normalidad, asi como anélisis de sus implicaciones.

» Andlisis de agrupacién jerarquizada:
Analisis multidimensional de clusteres jerarquizados (hierarchical clustering)

mediante algoritmos de agregacién con métrica euclediana y método de Ward.

» Anadlisis del clustering resultante por variables:
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Célculo del ntiimero 6ptimo de clisteres de variables mediante el método del
codo (elbow method) y el método del coeficiente de silueta (silhouette score).

Determinacion de los clusteres de variables obtenidos.

Creacién de variables sintéticas de estudio por clister:

Construccién de una nueva variable sintética (€);) por cada cluster i-ésimo (i
de un total de n clasters) que agrupe la informacién de las variables analiticas
(wj, j de un total de m variables) abarcadas en cada cluster segiin un modelo
lineal multiple tipo suma ponderada, donde (Kjj) representa cada uno de los
coeficientes multiplicadores para cada variable j-ésima de cada clister i-ésimo,
tal y como se describe en la férmula a continuacién segtin notacién indexada

con el convenio de suma de Einstein:
Qi = Kij- Wj M

Consideramos, por definicién, que cada variable analitica tiene el mismo
aporte y peso en la nueva variable derivada del cltster. Por ello consideramos
que Kjj = 1 para todo i y j y que toda variable w; dentro de cada cluster i-ésimo

se escala entre 0 y 1 resultando en w;.

De este modo se define una nueva variable sintética ({);) por cada claster
[-ésimo que es la suma de todas las variables incluidas en él ya escaladas.
Considerando la notacién indexada con el convenio de suma de Einstein y la
definicién de matriz unitaria ] como una matriz donde todos sus componentes
son iguales a la unidad (J; = 1 para todo i, j dentro de los rangos de ntimeros
naturales 1,n y 1, m respectivamente), cada variable de claster se define
como:

Q; :Jij'aj (2)

Este enfoque utilizando pesos unitarios evita sesgo subjetivo y previene el
sobreajuste en conjuntos de datos pequefios, donde la optimizacién de pesos
impulsada por datos corre el riesgo de ajustar ruido en lugar de sefial.

Consecuentemente, la variable sintética de cada clister es matematicamente
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equivalente a la suma de todas las variables escaladas incluidas en ese cluster.

4.4.10. Anélisis multivariante clinico - analitico

» Estudio de curvas operador ROC
Se estratifica la poblacién en dos subgrupos: poblacién con metdastasis
existentes a la extraccién y poblacién sin metéstasis existentes a la extraccién.
Se procede a la realizacion de las curvas ROC de cada una de las nuevas
variables derivadas de cada cluster frente al riesgo de muerte para el conjunto
completo de la poblacién de estudio y ambos subgrupos, frente al riesgo de
aparicién de metdstasis de novo en la poblacion sin metdstasis existentes a la
extraccion y frente al riesgo de aumento de metdastasis postextraccion para
la poblacién con metdstasis existentes a la extraccién. Dichos tres eventos
son variables discretas binarias por lo que la apariciéon de metéastasis de novo
postextraccion en la poblacion sin metdstasis a la extraccion hace referencia a
la ausencia o presencia de las mismas, el aumento de metéstasis postextraccion
en la poblacién con metastasis a la extraccion indica si hay aumento de la carga
metastésica o no (incluyendo aparicién de metastasis en nuevas localizaciones)
y el riesgo de muerte para toda la poblaciéon y ambos subgrupos hace
referencia al fallecimiento o supervivencia del paciente. De estas curvas
operador ROC se determinan asimismo los posibles niveles de corte para
las nuevas variables derivadas de cada claster. Asimismo, se analiza por
separado el papel como clasificador para cada evento del componente debido
a biomarcadores y del componente debido a pardmetros analiticos globales de

cada variable sintética de cluster.

El término postextraccién hace referencia al primer evento que ocurre antes
de la extraccién de los siguientes: primera progresién postextraccion, fecha
de éxitus o fecha de fin de seguimiento. Tras dicho evento postextraccion, el
seguimiento del paciente contintia y puede ocurrir una estabilizacién de la

enfermedad o una nueva progresion de la misma. Sin embargo, para el estudio
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nos enfocamos en el primer evento postextraccién que ocurra para poder llevar

a cabo el anilisis.

Para cada curva ROC, también se realiz6 correccién de optimismo mediante
bootstrap del drea bajo la curva (AUC) con 1000 bootstraps por caso. Se
obtuvieron intervalos de confianza del noventa y cinco por ciento (IC 95%)
tanto para el 4rea bajo la curva como para el punto de corte 6ptimo.
Ademas, se calcul6 el valor p para la comparacién utilizando la prueba U
de Mann-Whitney para cada curva ROC versus la ausencia de capacidad

discriminatoria (AUC=0.5).

Estudio de diferencias de parametros analiticos y biomarcadores
onco-metabdlicos entre la poblacién con niveles altos y bajos de las
nuevas variables derivadas de cada claster

Anélisis mediante Mann — Whitney, o t-Student si se cumple la normalidad, de
las posibles diferencias en la distribucién de los biomarcadores y pardmetros
analiticos para los grupos con niveles altos y bajos de las nuevas variables

derivadas de cada cluster.

Estudio de diferencias clinicas entre los individuos con niveles altos y bajos
de las nuevas variables derivadas de cada clister

Analisis mediante Mann — Whitney, o t-Student si se cumple la normalidad,
de las posibles diferencias poblacionales para los grupos con niveles altos y

bajos de las nuevas variables derivadas de cada claster.

Anadlisis de Kapplan - Meier de supervivencia entre la poblacién con
niveles altos y bajos de las nuevas variables derivadas de cada clister

Andlisis mediante Kapplan - Meier de las posibles diferencias en
supervivencia y en supervivencia libre de progresion metastasica para
los grupos con niveles altos y bajos de las nuevas variables derivadas de cada

cluster.
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4.4.11. Produccidn cientifica

» Péster en congreso nacional
«X Jornadas de Investigaciéon y Doctorado - Bienestar Psicolégico en los
Estudios de Doctorado: Repercusién en la Calidad de los Programas» con el
titulo Andlisis de biomarcadores onco-metabdlicos en pacientes oncoldgicos del sur de

Espaiia [94].

» Péster en congreso internacional
«The 3rd International Online Conference on Clinical Medicine» con el titulo
Qoppa as a new synthetic analytical marker to detect the oncological population at

high risk of metastasis during follow-up and optimize the imaging test schedule [95].

= Publicacién en revista indexada JCR (Q1, Medicine, General & Internal)
Qoppa as a New Pan-Tumor Synthetic Parameter Derived from Tumor-Associated
Biomarkers for Identifying Oncology Patients at High Risk of Metastasis:
A Prospective Pilot Study Javier Diaz-Santos, Alba Rodriguez-Valle,
Beatriz Berrocal-Gavilan, Olivia Urquizar-Rodriguez y Silvia
Montoro-Garcia. Journal of Clinical Medicine. MDPI. 2026, 15(2), 846;
https:/ /doi.org/10.3390/jcm15020846 [96].



84

JAVIER DiAz SANTOS

Tabla 5: Variables clinicas recogidas asociadas a la enfermedad oncoldgica actual.

Datos Clinicos
1/3)

Alias Tipo de variable Rango Descripcion

L Presencia de mas de una patologia tumoral en
Confhcmn de’ Vel Dicotémica 0 (monopatol.) la historia del paciente. Ya sea un antecedente
pluripatologia 1 (pluripatologfa) ~ pasado, un tumor sincrénico o nuevas
tumoral neoplasias metacrénicas posteriores
Condici6n de . . 0 (Ausencia) .
patologia tumoral vC2 Dicotémica 1 (Presencia) Presencia de patologia/s tumoral/es pasada/s
pasada

In situ

L Estadio 1 Estadio al diagnéstico considerando el
E§t3d19 mas avanzado vC3 Cualitativa Estadio 2 mayor de todas las patologias oncolégicas
diagnéstico Estadio 3 concurrentes

Estadio 4
Ir}terv’alo. entre vea Cuantitativa E‘;ﬁ: ieég Zlazs:gl Numero de dias transcurridos entre
dlagnQStICO y primer diagnéstico y primer tratamiento
tratamiento No
Niimero lineas de Vs Cuantitativa Elcllrz ie(;g :lazlel:gl Namero de lineas de tratamiento iniciadas
tratamiento hasta N hasta el momento de la extraccién
extraccién 0

En curso de ciclo de tratamiento en el momento
Tratamiento activo VC6 Dicotémica 0 (Ausenci.a) de extracc'ién. No irnp'lica necega?iamente que
durante extraccion 1 (Presencia) el tratamiento haya sido administrado en el
momento exacto de la extraccién

IS (In situ)

1 (Estadio 1) Estadio a la extraccion considerando el
Estadio a la extraccion vC7 Cualitativa 2 (Estadio 2) mayor de todas las patologias oncolégicas

3 (Estadio 3) concurrentes

4 (Estadio 4)
Ir'lterv,alo' entre ves Cuantitativa E‘:ﬁ: ieég ;ai:;gl Numero de dias transcurridos entre
d1agno§tlco y diagndstico y extraccion
extraccién No
Nﬁme1:0 lineas de i Vo Cuantitativa Elclﬁ: fég gla;:;gl Ntimero de lineas de tratamiento iniciadas
tratamiento hasta fin N hasta fin de seguimiento
de seguimiento 0

IS (In situ)

. . 1 (Estadio 1) Estadio a fin de seguimiento considerando
Estac.ho'a fin de VC10 Cualitativa 2 (Estadio 2) el mayor de todas las patologias oncoldgicas
seguimiento 3 (Estadio 3) concurrentes

4 (Estadio 4)
Ir}terv’alo. entre vC1l Cuantitativa Elélrs ieég :lazlel:gl Numero de dias transcurridos entre
d1ag1.10s't1co y fin de N diagnoéstico y fin de seguimiento
seguimiento 0
0 (Fecha de fin
alcanzada)
. . 1 (Exitus)
M°t1.V° 'de fin de VC12 Cualitativa 2 (Pérdida de Motivo de fin de seguimiento
seguimiento seguimiento)
3 (Retirada del

consentimiento)
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Datos Clinicos
(2/3)

Tabla 6: Variables clinicas recogidas asociadas a la enfermedad oncolégica actual.

Alias Tipo de variable Rango Descripcién
Volumen elipsoidal Niimero real Volumen en mm? del elipsoide realizado con
equivalente de tumor VC13 Cuantitativa mayor o igual a las tres dimensiones principales del tumor
primario al ceroR> 0 principal al diagnéstico sin tener que ser estas
diagnoéstico - estrictamente ortogonales
Adenopatias 0 (Ausencia) Presencia de adenopati i
. e patias locorregionales al
lo.corregl.onales al VCl4 Dicotémica 1 (Presencia) diagnéstico
diagnéstico
Metéstas.is al VC15 Dicotémica 0 (Ausenci'a) Presencia de metastasis al diagnéstico
diagnéstico 1 (Presencia)
Resultante de ’i oMi donde el indice i hace
referencia a ias diferentes localizaciones
Metéastasis Nuamero natural metéstasicas al diagnéstico variando entre 0 y
ponderadas al VC16 Cuantitativa incluido el cero N. El coeficiente y; toma el valor del nimero
diagnéstico No de lesiones metastésicas en cada localizacion {
considerandose 4 si hay mas de tres lesiones.
Por ello el valor de y; esta definido entre 1y 4
Niimero natural Resultante de sumar al valor de metéstasis
Carga tumoral al vC17 Cuantitativa incluido el cero ponderadas al diagnéstico un punto si estd
diagnéstico N presente el tumor primario y otro punto si hay
0 afectacién adenopdtica locorregional
Adenopatias 0 (Ausencia) Presencia de adenopati i
° NS patias locorregionales a la
locorregionales a la VCI8  Dicotomica 1 (Presencia) extraccién
extraccién
MetéStf‘Sis ala VC19 Dicotémica 0 (Ausenci'a) Presencia de metéstasis a la extraccién
extraccién 1 (Presencia)
Resultante de ’i oMi donde el indice i hace
referencia a las diferentes localizaciones
Metdistasis Numero natural metéstasicas a la extraccién variando entre 0 y
ponderadas a la VC20 Cuantitativa incluido el cero N. El coeficiente y; toma el valor del nimero
extraccién No de lesiones metastésicas en cada localizacion {
considerandose 4 si hay mas de tres lesiones.
Por ello el valor de y; esta definido entre 1y 4
Niimero natural Resultante de sumar al valor de metéstasis
Carga tumoral a la Vo1 Cuantitativa incluido el cero ponderadas a la extraccién un punto si estd

extraccion

No

presente el tumor primario y otro punto si hay
afectacién adenopdtica locorregional
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Tabla 7: Variables clinicas recogidas asociadas a la enfermedad oncolégica actual.

Datos Clinicos
(3/3)

Alias Tipo de variable Rango Descripcién
. Ntimero real
Superficie corporal a VC22  Cuantitativa mayor o igual a Superficie corporal segtin Dubois [m?]
la extraccion ceroR>0
Indice de masa Nuimero real .
corporal a la vC23 Cuantitativa mayor o igual a Indice de masa corporal a la extraccién [kg/m?]
extraccién ceroR>0
Ntimero real
Edad a la extraccién VC24 Cuantitativa mayor o igual a Edad en afios a la extraccion
ceroR>0
Adenop&}tias . VC25 Dicotémica 0 (Ausencia) Presencia de adenopatias locorregionales al fin
locorreg‘lor'lales al fin 1 (Presencia) de seguimiento
de seguimiento
Metéstasis al fin de VC26  Dicotémica 0 (Ausencia) Presencia de metastasis al fin de seguimiento
seguimiento 1 (Presencia)
Resultante de ’.\io Ui donde el indice { hace
referencia a las diferentes localizaciones
. Niimero natural metéstasicas al fin de seguimiento variando
Metastasis . VC27 Cuantitativa incluido el cero entre 0 y N. El coeficiente y; toma el valor
pond.eredas al fin de N del ntimero de lesiones metastédsicas en cada
seguimiento 0 localizacién i considerdndose 4 si hay mas
de tres lesiones. Por ello el valor de y; esta
definido entre 1y 4
. Resultante de sumar al valor de metastasis
; Niimero natural onderadas al fin de seguimiento un punto si
Carga tumoral al fin VC28  Cuantitativa incluido el cero P & p

de seguimiento

No

estd presente el tumor primario y otro punto si
hay afectacion adenopatica locorregional
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Tabla 8: Variables analiticas asociadas a la enfermedad oncolégica actual (1/2).

Datos Analiticos
1/2)

Alias Tipo de variable Rango Descripcion
Numero real
alb VA1 Cuantitativa mayor o igual a Valor de albuminemia periférica [g/dL]
ceroR>0
. | Ratio aspartato aminotransferasa  (AST)
. L Ntmero rea - plaquetas (aspartate aminotransferase
apri VA2 Cuantitativa mayor o igual a _ platelet count ratio, apri =
ceroR>0 ASTLimite superior de la normalidad de AST x 100
Plaquetas absolutas109L )
Ntimero real Ratio aspartato aminotransferasa (AST) -
anri VA3 Cuantitativa mayor o igual a neutrdfilos (aspartate aminotransferase -
> . . i ASTUIL
ceroR>0 neUtrOphll ratio, anri Neutrofilos absolutolegL)
Indice hemoglobina - albtimina - linfocitos
Ntmero real - plaquetas (hemoglobin - albumin -
halp VA4 Cuantitativa mayor o igual a lymphocyte - platelet, halp = 100 x
ceroR>0 Hemoglobina[g/dL] x Albtumina[g/dL] x
Linfocitos absolutos en sangre periférica
Plaquetas absolutas en sangre periférica )
Nuimero real .
hb VA5 Cuantitativa mayor o igual a Valpr _de hemoglobina en sangre venosa
ceroR> 0 periférica gdL
Ntmero real Ratio lactato deshidrogenasa - albuimina
lar VA6 Cuantitativa mayor o igual a (lactate dehydrogenase - albumin ratio,
> _ Lactato deshidrogenasa
ceroR20 lar= Albtimina )
Ntmero real Ratio linfocitos - monocitos
Imr VA7 Cuantitativa mayor o igual a (lymphocyte - monocyte ratio, Imr =
ceroR>0 Linfocitos absolutos en sangre periférica
- Monocitos absolutos en sangre periférica)
Ndmero real Ratio leucocitos - linfocitos
lr VA8 Cuantitativa mayor o igual a (leukocyte - lymphocyte ratio, LLR =
ceroR>0 Leucocitos absolutos en sangre periférica
- Linfocitos absolutos en sangre periférica )
Numero real Ratio neutréfilos - linfocitos
nir VA9 Cuantitativa mayor o igual a (neutrophil - lymphocyte ratio, NLR =
ceroR>0 Neutréfilos absolutos en sangre periférica)
- Linfocitos absolutos en sangre periférica
0 (NPS=0) Indice prondstico de Né})oles (Naples
1 (NPS=1) prognostic score, NPS = 1 NPSi donde
nps VA10 Cualitativa 2 (NPS=2) npsy =1 si alb = 4mg/dL, npsz = 1 si
3 (NPS=3) colesterol total < 180mg/dL, nps3z =1 si
4 (NPS=4) NLR > 2.96 y npss =1si LMR > 4.44) |71]
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Tabla 9: Variables analiticas asociadas a la enfermedad oncolégica actual (2/2).

Datos Analiticos
(2/2)

Alias Tipo de variable Rango Descripcién
Numero real . .
VAIL Cuantitativa mayor o igual a Valor de proteina C reactiva (PCR) en sangre
pcr eroR> 0 venosa periférica
N | Ratio neutréfilos - plaquetas - linfocitos
Gamero rea ; :
o ; - hemoglobina (neutrophil - platelet
nplhb VAL2 Cuantitativa mayor o igual a lymphocyte - hemoglobin ratio, nplhb =
ceroR>0 Neutréfilosx Plaquetas en sangre periférica
Linfocitos absolutos en sangre periféricax Hemoglobina)
Nuevo modelo pronéstico (novel prognostic
0 (NPM=0) model, NPM = ?:1 npm; donde npmi =1
npm VA13 Cualitativa 1 (NPM=1) si NP/LHb > 5.667 y npmy; =1 si
2 (NPM=2) monocitos absolutos en sangre periférica >
0.5051mL) [72]
Ntmero real Ratio plaquetas - linfocitos
plr VAl4 Cuantitativa mayor o igual a (platelet - lymphocyte ratio, PLR =
ceroR>0 Plaquetas absolutas en sangre periférica
- Linfocitos absolutos en sangre periférica)
NG 1 Indice prondstico nutricional
A VA5 Cuantitativa mlam;irg ireial a (prognostic  nutritional  index, PNI =
pni cer?), R> g 5 x Linfocitos absolutos10°L 10 x
- Albtimina[g/dL])
Numero real
si VA16 Cuantitativa mayor o igual a Hierro sérico (serum iron)
ceroR>0
Ntmero real Indice inflamacién inmune sistémica
sii VA17 Cuantitativa mayor o igual a (systemic immune inflammation index, sii =
ceroR>0 Neutréfilos absolutos1L x Plaquetas en sangre periféricalL)
- Linfocitos absolutos en sangre periféricall
Ntmero real Indice respuesta  inflamatoria sistét_ni_ca
siri VA18 Cuantitativa mayor o igual a (systemic inflammation response index, Siri =
ceroR>0 Neutrdfilos absolutos1L x Monocitos en sangre periféricalL
- Linfocitos absolutos en sangre periférical L )
Indice combinado plaquetas - NLR (combined
0 (COP-NLR=0) 2
latelet - NLR , COP—NLR =4 _ copnlr;
copnlr VA19 Cualitativa 1(COP-NLR=1)  Patee seore, =1 COPNI
2 (COP-NLR=2) donde copnlry =1 si NLR > 3y copnlr, =1
si plaquetas absolutas > 300 x 10°1L) [73)74]
Numero real lor de vitami iféri
vitb12 VA20 Cuantitativa mayor o igual a Valor de vitamina B12 en sangre periférica

ceroR>0

[pg/mL] [75]
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Tabla 10: Variables analiticas asociadas a la enfermedad oncolégica actual discretizadas (1/2).

Datos Analiticos

Discretizados
(1/2)
Alias Tipo de variable Rango Descripcién
Presencia de hipoalbuminemia. Se define
como hipoalbuminemia valores de albdmina
0 (Normal) p
ALB VAd1 Dicotémica . inferiores a 3.5g/dL (alb < 3.5g/dL) y
1 (Hipoalb.) . .
como normal igual o superiores a 3.5g/dL
(alb>3.5g/dL) [76/78]
Presencia de ratio aspartato aminotransferasa
(AST) - plaquetas (aspartate aminotransferase
- latelet count ratio, APRI =
APRI i dmi 0 (Normal) ASTLirSi superior de la normalidad de AS’T
APRI VAd2 Picotomica 1 (APRI elevado) teI’ia(?jetZs aljsolu:;slogL : x 1 00)
elevado como APRI > 0.18L10° y como
normal APRI < 0.18L10° [73,|74]
Presencia de ratio aspartato aminotransferasa
0 (N ) (AST) - neutrofilos (aspartate aminotransferase
L orma a _ ASTUIL
ANRI VAd3 Dicotémica 1(ANRI elevado)  ~ neutrophil ratio, ANRI = oo 2o — o57)
elevado como ANRI > 3.47UI y como normal
ANRI < 3.47UI [73}|74}(79}180]
Presencia de indice hemoglobina - albtimina -
linfocitos - plaquetas (hemoglobin - albumin
0 (Normal) - lymphocyte - platelet, HALP = 100 x
HALP VAd4 Dicotémica 1 (HALP Hemoglobina[g/dL] x Albumina[g/dL] x
di inuid Linfocitos absolutos en sangre periférica di inuid
isminuido) Plaquetas absolutas en sangre periférica) isminudo
definido como HALP < 40 y como normal
HALP > 40 [81}83]
0 (Normal) Presencia de hemoglobina (Hb) disminuida
HB VAd5 Dicotémica 1 (Hb definida como Hb < 12g/dL y como normal
disminuido) Hb > 12g/dL [84}85]
Presencia de ratio lactato deshidrogenasa -
0(N | albtimina (lactate dehydrogenase - albumin
LAR VAd6 Dicotémica 1 ELZEI;?e)\/ado) ratio, LAR = W) elevada
definida como LAR > 62.82 y como normal
LAR <62.82 [86]
Presencia de ratio linfocitos - monocitos
(lymphocyte - monocyte ratio, LMR =
_ VA7 Dicotémi 0 (Normal) Linfocitos absolutos en sangre periférica 1 d
LMR icotomica 1 (LMR elevado) Monocitos absolutos en sangre periférica) elevada
definida como LMR > 4.44 y como normal
LMR < 4.44 [71}|73||74]
Presencia de ratio leucocitos - linfocitos
(leukocyte - lymphocyte ratio, LLR =
_ VAdS Dicotémi 0 (NOI' mal) Leucocitos absolutos en sangre periférica 1 d
LLR icotomica 1 (LLR e]evado) Linfocitos absolutos en sangre periférica ) elevada
definida como LLR > 4.17 y como normal
LLR < 4.17 [73,[74]
Presencia de ratio neutrdfilos - linfocitos
(neutrophil - lymphocyte ratio, NLR =
JE— VA9 Dicotémi 0 (NOI‘ mal) Neutrofilos absolutos en sangre periférica 1 d
NLR 1cotomica 1 (NLR e]evado) Linfocitos absolutos en sangre periférica ) elevada
definida como NLR > 3.2 y como normal
NLR < 3.2 [78]/82,/84,87490]
0 (NPS=0) Indice pronéstico de Napoles (Naples
1 (NPS=1) prognostic score, NPS = ? nps; donde
NPS VAd10 Cualitativa 2 (NPS=2) npsy = 1 si alb > 4mg/dL, nps, = 1 si
3 (NPS=3) colesterol total < 180mg/dL, nps3 = 1 si
4 (NPS=4) NLR > 2.96 y npss =1 si LMR > 4.44) [71]
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Tabla 11: Variables analiticas asociadas a la enfermedad oncolégica actual discretizadas (2/2).

Datos Analiticos

Discretizados
(2/2)
Alias Tipo de variable Rango Descripcién
Presencia de proteina C reactiva (PCR) elevada
— 0 (Normal) P
PCR VAd11 Dicotémica 1 (PCR elevada) definida como PCR > 1mg/L y como normal
PCR < 1mg/L [77]
Presencia de ratio neutrdfilos - plaquetas -
linfocitos - hemoglobina (neutrophil - platelet
) ) 0 (Normal) - lymphocyte - hemoglobin ratio, NPLHb =
NPLHb VAd12 Dicotémica 1 (NP /LHb Neutroéfilosx Plaquetas en sangre periférica
elevado) Linfocitos absolutos en sangre periféricax Hemoglobina )
elevada definida como NPLHb > 56.67 y
como normal NPLHb < 5.667 [72]
Nuevo modelo pronéstico (novel prognostic
0 (NPM=0) model, NPM = iy nPpm; donde npmi =1
NPM VAd13 Cualitativa 1 (NPM=1) si NP/LHb > 5.667 y npm; =1 si
2 (NPM=2) monocitos absolutos en sangre periférica >
0.5051mL) [72]
Presencia de ratio plaquetas - linfocitos
(platelet - lymphocyte ratio, PLR =
_ VAd14 Dicotémi 0 (Normal) Plaquetas absolutas en sangre periférica 1 d
PLR icotomica 1 (PLR e]evado) Linfocitos absolutos en sangre periférica) elevada
definida como PLR > 226 y como normal
PLR <226 [78}/82}87,/88,/90]
Presencia de indice prondstico nutricional
(prognostic  nutritional  index, PNI =
JE— VAd15 Dicotémica (1) Elljli)&mal) 5 x Linfocitos absolutos10°L 10 x
PNI disminuido) Albtmina[g/dL]) disminuido definido como
PNI < 36.18 y como normal PNI> 36.18 83}
88,190} 191]
0 (Normal) Presencia de hierro sérico (serum iron)
31 VAd16 Dicotémica 1(S1 disminuido) disminuido como SI < 13.5umol/L y como
normal SI> 13.5umol/L [92]
Presencia de indice inflamacién
inmune sistémica (systemic
immune inflammation index, SII =
ﬁ VAd17 Dicotémica (1) (g(;rrflal)d lNeutréfilos absolutoleXP]aq:etas en salngre periféricalL
(SIT elevado) Linfocitos absolutos en sangre periféricall )
elevado como SII > 10001L y como normal
SII<10001L [73,|74]
Presencia de indice respuesta
inflamatoria sistémica (systemic
inflammation response index, SIRI =
SIRI VAd18 Dicotémica (1) (Is\i%mlal) d Neutréfilos absolutos1L x h}/i,onocitos en sangre periférical L
( elevado) Linfocitos absolutos en sangre periférical L )
elevado como SIRI > 1.391L y como normal
SIRI<1.391L [93]
Indice combinado plaquetas - NLR (combined
0 (COP-NLR=0) ~ _ _2 )
COPNLR VAd19  Cualitativa 1(COP-NIR-1) ~ Platelet - NLR score, COP—NLR =, copnlri
2 (COP-NLR=2) donde copnlr; =1 si NLR > 3 y copnlr; =1
si plaquetas absolutas > 300 x 10%1L) [7374]
0 (Normal) Presencia de vitamina B12 (VitB12) elevada
VITB12 VAd20 Dicotémica 1 (VitB12 definida como VitB12 > 1000pg/mL y como
elevada) normal VitB12 < 1000pg/mL [75]
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Tabla 12: Relacién de biomarcadores onco-metabdlicos analizados.

Biomarcadores
analizados

Alias Tipo de biomarcador
Angiopoietin-like 4 ANGPTL4 Proteina hepatoquina

] Proteina proteasa aspartica

Cathepsin D CATD lisosomal
Fibroblast growth FGF21 Proteina hepatoquina
factor 21
Growth
differentiation factor GDF15 Proteina citoquina
15
Hepatocyte growth HGF Proteina citoquina
factor

Intercellular adhesion ICAM1 Glicoproteina de adhesion

molecule 1 (CD54) intercelular
Interleukin 6 IL6 Proteina interleuquina
Interleukin 10 IL10 Proteina interleuquina
Interleukin 18 IL18 Proteina interleuquina
Leptin LEP Proteina adipoquina

Myeloperoxidase MPO Enzima
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V - RESULTADOS

5.1. RESULTADOS DE REVISION DE LA LITERATURA SOBRE LOS BIOMACARDORES PROPUESTOS

5.1.1. Panel de biomarcadores onco-metabdlicos seleccionados para el estudio

Primeramente, se realiz6 una revisién de la literatura con el objetivo de seleccionar
biomarcadores plasmaticos asociados a factores solubles tumorales en pacientes
oncoldgicos. El papel de estas moléculas en algunos casos puede ser promotora del
nicho premetastésico y en otros protectora, intentando contrarrestar el desarrollo
del mismo. Pero en todos ellos, la evidencia cientifica establece una asociacién entre
los 11 biomarcadores seleccionales y la progresiéon tumoral y, en ocasiones, se han

postulado como biomarcadores prondstico de enfermedad.

De manera detallada describimos a continuacién cada uno de los biomarcadores
seleccionados para este estudio, definiendo su alias, nombre completo, cédigo
OMIM del gen codificante, cédigo UNIPROT de la proteina, estructura principal
seglin base de datos UNIPROT, tipo de molécula, descripcién de su accién, relacién

con neoplasias y con enfermedades no neoplésicas segtin laevidencia clinica previa

en las Tablas[13]- 231
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Tabla 13: Biomarcador ANGPTLA4.

ANGPTL4

Angiopoietin-like 4
OMIM: 605910 (ANGPTL4)
UNIPROT: Q9BY76 (ANGPTL4)

Tipo

Descripcién

Neoplasias

No neoplasias

Proteina hepatoquina

ANGPTLA4 es una proteina expresada predominantemente
en el tejido adiposo e higado, aunque también se
puede expresar en tejido muscular, cardiaco, endotelio
vascular, macréfagos o células tumorales. Su expresion es
regulada de manera multinivel por el estado nutricional
o metabdlico, y la hipoxia potencia también su expresion.
Inhibe a la lipoproteinlipasa (LPL) lo cual implica un
aumento de los triglicéridos circulantes en sangre [97, 98]

Desde el punto de vista angiogénico se ha descrito un
comportamiento heterogéneo, habiéndose objetivado
en estudios un papel proangiogénico que puede actuar
independientemente de los factores de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), mientras en otros un
papel limitador al reducir la permeabilidad vascular.
Este comportamiento heterogéneo también se ha
evidenciado respecto a su potencial promotor o
protector de la metastatizacion [997101]. Actualmente,
este comportamiento aparentemente contradictorio
se explica en base al diferente procesado proteolitico de
ANGPTLA4 postranscripcional, existiendo diferentes formas
que pueden potenciar en algunos casos la oncogénesis y la
metastatizacién [97, 98, (102]

Melanoma, céncer colorrectal, cancer de pulmén, cancer
de mama, cancer géstrico, cdncer de endometrio, cancer de

prostata [98]].

Ateroesclerosis, dislipemia [[101]].

Figura de elaboracién propia, estructura del biomarcador extraida de UNIPROT.
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Tabla 14: Biomarcador CATD.

CATD

Cathepsin D

OMIM: 116840 (CTSD)
UNIPROT: P07339 (CATD)

Tipo

Descripcién

Neoplasias

No neoplasias

Proteina proteasa aspdrtica lisosomal

Cathepsin D es wuna proteina expresada en
numerosos tejidos a nivel lisosomal. Se secreta
como Procathepsin D y posteriormente es procesada
dando lugar a la Cathepsin D [103, [104].

A nivel fisiolégico desempefia no sélo un papel en
la degradacion proteica lisosomal, sino también en la
regulacién de la apoptosis. Por otra parte las células
cancerigenas pueden secretar de manera irregular
procathepsin D, que acttia como promotor de la
replicacién e invasiéon y prometastasico asi como
estimular las células del microambiente tumoral [[104],
105].

Céncer de tiroides, carcinoma de pulmén, céncer
renal, gliomas, cdncer de laringe, cdncer de mama,

cancer de ovario [105].

Lipofuscinosis ceroide neuronal[104].

Figura de elaboracién propia, estructura del biomarcador extraida de UNIPROT.
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Tabla 15: Biomarcador FGF21.

FGF21

Fibroblast growth factor 21
OMIM: 609436 (FGF21)
UNIPROT: Q9NSA1 (FGF21)

Tipo Proteina hepatoquina

Descripcién FGF21 es una proteina con  expresion
mayoritariamente en higado y en menor medida
en tejido adiposo, musculo, corazén y pancreas [106,
107]]. Pese a ello los niveles circulantes de FGF21
detectables provienen principalmente de la secrecién
hepatica [106].

Su expresion tisular estd fuertemente influenciada
por el estado nutricional, reguldndose tanto en
los estados de ayuno como de realimentacién y
actuando como un factor clave en la homeostasis
nutricional. En el caso del ayuno prolongado, el
higado comienza a secretar a la sangre FGF21 que
favorece la gluconeogénesis y cetogénesis mediante
la activacién del eje hipotdlamo - adrenal. Tras el
ayuno, al iniciar la realimentacién, FGF21 funciona
como un sensibilizador a la insulina reduciendo los
niveles de glucosa circulantes. Asimismo también
juega un papel fundamental en la regulacién térmica
[106, 107].

Paralelamente a su produccién fisiolégica, se
ha observado la secrecién patolégica de FGF21
por fibroblastos y adipocitos del microambiente
tumoral. En estos casos, actiia como un factor
inmunometabdlico supresor de los linfocitos T
CD8+ promoviendo su agotamiento. Esto facilita la
progresion tumoral y la metastatizacion [108, [109].

Neoplasias Hepatocarcinoma [34, 48].

No neoplasias Sindrome metabdlico [106,[107].

Figura de elaboracién propia, estructura del biomarcador extraida de UNIPROT.
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Tabla 16: Biomarcador GDF15.

GDF15

Growth differentiation factor 15 t
OMIM: 605312 (GDF15)
UNIPROT: 099988 (GDF15)

Tipo

Descripcién

Neoplasias

No neoplasias

Proteina citoquina

Miembro de la superfamilia del factor de crecimiento
transformante-B (TGF-B). Su expresién basal en la
mayoria de tejidos somaticos es escasa, pero se induce
de forma marcada por estrés tisular, inflamacion,
dafio, isquemia y cancer [35,110, [111].

En el contexto tumoral, GDF15 se comporta
como una citoquina cuyos niveles plasmaticos
elevados se asocian a un mayor riesgo de eventos
y mortalidad. En concreto potencia la preferencia
metabdlica por la glucolisis en las células tumorales
(reprogramacion glucolitica conocida como efecto
Warburg comentadada en la introduccién) a través
de la via de sefalizacién TGF-p, favoreciendo asi el
crecimiento tumoral. Paralelamente, GDF15 induce
anorexia y pérdida de peso, desempefiando un papel
destacado en la caquexia asociada al cancer [35, (110,
111

Desde el punto de vista inmunolégico, se
ha propuesto que el GDF15 actda como un
nuevo punto de control inmunitario (immune
checkpoint) emergente. Se ha observado que altas
concentraciones de GDF15 en el tejido neoplasico
podrian suprimir por una parte la maduracién de
las células dendriticas, y por otra parte elevar la
secreciéon de TGF-P para asi reducir la capacidad de
los linfocitos T citotéxicos para penetrar en el tejido
tumoral [35,[110].

Céncer colorrectal, cancer géstrico, carcinoma
hepatocelular, mieloma maltiple [35,/110].

Caquexia, sindrome metabdlico, enfermedades
autoinmunes [110} [ 111].

Figura de elaboracién propia, estructura del biomarcador extraida de UNIPROT.
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Tabla 17: Biomarcador HGF.

HGF

Hepatocyte growth factor
OMIM: 142409 (HGF)
UNIPROT: P14210 (HGF)

Tipo Proteina citoquina

Descripcién HGF es un factor de crecimiento secretado
principalmente por células mesenquimales que
actia a través de un receptor tirosinquinasa c-MET
[31,112,1113].

La via de sefializacién HGF/c-MET esta implicada en
la progresién tumoral, la metdstasis y el metabolismo
del cancer, participando en procesos como la
proliferacién celular, la supervivencia y la transicién
epitelio mesenquimal [31} 112, |113]. c-MET ha sido
ampliamente estudiado como diana terapéutica y
como biomarcador en la progresiéon oncolégica [31,
113].

Desde el punto de vista de la angiogénesis tumoral,
su sefializacion favorece la proliferacién y migracion
de células endoteliales, y su inhibicién reduce la
angiogénesis tumoral en multiples modelos; puede
funcionar como via angiogénica alternativa que
media resistencia a inhibidores de VEGF/VEGFR

[112,113].

Neoplasias Hepatocarcinoma, cadncer géstrico, cancer de pulmoén,
cancer de mama, cancer de prostata, melanoma [31,
112}, 113].

No neoplasias Insuficiencia cardiaca [114], fibrosis pulmonar [115].

Figura de elaboracién propia, estructura del biomarcador extraida de UNIPROT.
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Tabla 18: Biomarcador ICAM1 (CD54).

ICAM1 (CD54)

Intercellular Adhesion Molecule 1
(Cluster of Differentiation 54)

OMIM: 147840 (ICAM1)
UNIPROT: P05362 (ICAM1)

Tipo

Descripcién

Neoplasias

No neoplasias

Glicoproteina de adhesién intercelular

ICAML1 es una glicoproteina de adhesién intercelular.
Su expresion basal es baja, pero aumenta
marcadamente ante estimulos inflamatorios
estimulando el reclutamiento de leucocitos desde la
circulacién hacia los tejidos inflamados, activando
linfocitos T, regulando permeabilidad endotelial
y epitelial dentro del proceso de resolucién de la
inflamacién y reparacion tisular [116, (117].

En el contexto oncolégico, ICAM1 promueve la
progresion del cancer regulando la actividad de la
molécula de sefalizacién celular SRC como proteina
adaptadora, tal como se ha descrito en el cancer
colorrectal [117]. Asimismo, el papel de ICAMI1
como biomarcador inmunolégico y prondstico se
ha observado en otras multiples neoplasias [118].
Fomenta la formacién de agrupaciones de células
tumorales circulantes (CTC clusters) y la formacién
del nicho premetastésico [116,(117].

Céncer colorrectal, cancer de mama, cancer gastrico
[116H118]].

Procesos inflamatorios y resoluciéon de lesiones
tisulares [116+118].

Figura de elaboracién propia, estructura del biomarcador extraida de UNIPROT.
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Tabla 19: Biomarcador IL6.

IL6

Interleukin 6
OMIM: 147620 (IL6)
UNIPROT: P05231 (IL6)

Tipo Proteina interleuquina

Descripcién Interleuquina proinflamatoria que activa STAT3 a
través de la via JAK en células tumorales y células del
estroma. Facilita la transicién epitelio-mesénquima
e inhibe la inmunidad anti-tumoral mediada por

linfocitos T citotéxicos [119, [120].
Neoplasias Céncer colorrectal, cancer de mama [119, 120]

No neoplasias Procesos inflamatorios

Figura de elaboracién propia, estructura del biomarcador extraida de UNIPROT.
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Tabla 20: Biomarcador IL10.

IL10

Interleukin 10
OMIM: 124092 (IL10)
UNIPROT: P22301 (IL10)

Tipo Proteina interleuquina

Descripcién Interleuquina  antiinflamatoria con  actividad
paraddjicamente  prometastdsica en contextos
malignos. Promueve el escape inmunoldgico
mediante amplificaciéon de linfocitos T reguladores,
el aumento de expresién de PD-L1 en monocitos, y
la inhibicién de infiltraciéon de linfocitos T CD8+, asi
como la inmunidad anti-tumoral citot6xica [121H123].

Neoplasias Cancer de mama, cancer colorrectal [121}[124]

No neoplasias Procesos inflamatorios

Figura de elaboracién propia, estructura del biomarcador extraida de UNIPROT.
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Tabla 21: Biomarcador IL18.

IL18

Interleukin 18
OMIM: 600953 (IL18)
UNIPROT: Q14116 (IL18)

Tipo Proteina interleuquina

Descripciéon Interleuquina proinflamatoria con funcionalidad
dual dependiente del estadio tumoral y del contexto
tisular. Puede suprimir el tumor primario, sin
embargo, también puede potenciar la capacidad

invasiva en fase metastasica | .

Neoplasias Carcinoma hepatocelular, cancer gastrico, cancer de
marma [122} 125127
No neoplasias Procesos inflamatorios.

Figura de elaboracién propia, estructura del biomarcador extraida de UNIPROT.
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Tabla 22: Biomarcador LEP.

LEP

Leptin

OMIM: 164160 (LEP)
UNIPROT: P41159 (LEP)

Tipo

Descripcién

Neoplasias

No neoplasias

Proteina adipoquina

La leptina es una adipoquina secretada por el tejido
adiposo con un papel hormonal multifuncional. Por
una parte, regula el apetito y el balance energético y
por otra parte, se asocia estrechamente con la masa
grasa corporal [119,|128]].

En el contexto tumoral se ha descrito la regulacién
del metabolismo energético en células de cancer
de mama por parte de la lectina, influyendo en
procesos metabdlicos celulares que pueden favorecer
la supervivencia tumoral y la migracién celular.
En estudios epidemiolégicos, se ha investigado la
asociaciéon entre los niveles circulantes de leptina
y el prondstico a largo plazo del cancer de mama
observando un comportamiento complejo, actuando
como marcador de mejor prondstico en ciertas
cohortes y observandose como marcador de peor
prondstico en otras [128-131].

Adicionalmente, la leptina también ha sido
identificada como un potencial biomarcador de
pérdida de masa grasa en el contexto de la caquexia
asociada al cancer [119].

[119][128].

Céancer de mama [1294131].

Trastornos metabdlicos.

Figura de elaboracién propia, estructura del biomarcador extraida de UNIPROT.
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Tabla 23: Biomarcador MPO.

MPO

Myeloperoxidase
OMIM: 606989 (MPO)
UNIPROT: P05164 (MPO)

Tipo Enzima

Descripcién Enzima constitutivamente expresada en granulocitos
neutréfilos. Ha sido estudiada en el contexto del
microambiente tumoral como marcador subrogado
de infiltracién neutrofilica e invasiéon de células
inflamatorias asociadas a progresién tumoral
133].

Se ha descrito que la MPO altera la funcién de
las células de cancer de pulmén, favoreciendo
su supervivencia [133]. En el contexto de la
inmunoterapia, la inhibicién de MPO ha demostrado
potenciar la terapia de punto de control inmunitario
(immune checkpoint therapy) en melanoma [28].

Neoplasias Céncer de pulmén, melanoma, cancer colorrectal
133].
No neoplasias Procesos inflamatorios.

Figura de elaboracion propia, estructura del biomarcador extraida de UNIPROT.
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5.2. ANALISIS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

5.2.1. Estudio poblacional descriptivo

Un total de 30 pacientes fueron reclutados sobre los 26 inicialmente planificados,
con una proporcién de 17 mujeres frente a 13 hombres. La mediana de edad al
diagnéstico fue de 64.44 afios abarcando un rango entre 32.31 y 79.52 afios al
diagnéstico. De los pacientes incluidos, aproximadamente 13 tenfan antecedentes
familiares de cancer, que se limitan a sélo nueve en caso de familiares de
primer grado. Como antecedentes de enfermedad oncolégica pasada tres pacientes
presentaban historia previa de cancer, en todo caso resuelto. No se objetivé ningtn
caso de neoplasias concurrentes ni sincrénicas ni metacrénicas. A destacar como
enfermedades prevalentes la presencia de artritis reumatoide de larga data en dos
pacientes con necesidad de tratamiento inmunomodulador de afios de evolucién
y un paciente seropositivo para el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
con carga viral indetectable bajo tratamiento con terapia antirretroviral de gran
actividad (TARGA) de afios de evolucién. Estos tres pacientes no presentaban
secuelas limitantes asociadas a dichas enfermedades. Estos datos estdn reflejados

en la Tabla

Respecto a las neoplasias diagnosticadas, los origenes primarios predominantes
fueron mama en 7 pacientes, pulmoén en 4 pacientes y colon y vejiga en 3 pacientes
cada uno respectivamente. En funcién del tipo histolégico tumoral se objetivaron
mayoritariamente adenocarcinoma en 8 pacientes, carcinoma ductal infiltrante en
5 pacientes, carcinoma neuroendocrino en 4 pacientes y carcinoma urotelial con 4

pacientes. Dichos resultados se muestran en la Tabla

En el momento del diagnéstico la mediana de estadio fue de 2.5. Un total de 11
pacientes tenian afectacién adenopatica locorregional y 7 ya presentaban metéstasis
al diagnéstico. De los 7 pacientes metastasicos al diagnéstico, distinguimos 5

metéstasis hepaticas, 4 tenfan metastasis 0seas, 3 metdastasis peritoneales y uno
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metdastasis pulmonares. El volumen elipsoidal equivalente del tumor primario
present6 una mediana de 6481.89mm?3, con valor medio de 69313.19mm? y rango
entre 65.45 y 1518661.60mm3. La carga tumoral al diagnéstico presentaba una
mediana de 1 con un valor promedio de 2.8 y un rango entre 1 y 13. Un resumen de

dichos datos se muestra en la Tabla 25

A la extraccion de sangre para el anélisis de biomarcadores onco-metabdlicos, el
60% de los pacientes presentaban enfermedad. La mediana del estadio fue de 3.5
y presentaron una carga tumoral mediana de 2 con un valor promedio de 3.3 y un
rango entre 0 y 14. La mediana de recaidas fue nula con un valor promedio de 0.4 y
un rango entre 0 y 2. El nimero de tratamientos recibidos hasta la extraccion fue de
1.5 con un valor promedio de 1.7 y un rango entre 0 y 5. Los afios con enfermedad
que implican el periodo transcurrido entre el diagndstico y la extraccién mostraban
una mediana de 0.39 con un valor promedio de 1.15, situandose el rango entre 0 y
5.4. La mediana de seguimiento de la poblacién global fue de 202 dias con un rango

intercuartil de [144.25-232.75]. Dichos datos estan recogidos en la Tabla

En el momento del diagnéstico, dos pacientes (JERI1 y JER3) presentaban
metéstasis locorregionales que desaparecieron por completo con el tratamiento
correspondiente llevado a cabo. El primer paciente fue diagnosticado de un
adenocarcinoma de vesicula biliar con invasién del lecho hepatico y afectacién
oligometastdsica hepatica de los segmentos perivesiculares 1, 5 y 6. Se realiz6
intervencién quirdrgica radical con ecografia intraoperatoria y posterior tratamiento
adyuvante con quimioterapia con cisplatino y gemcitabina. El segundo paciente
presenté un carcinoma microcitico de pulmén localizado al diagnéstico que tras
intervencién desarrolla recaida oligometastasica pulmonar. Se inicié quimioterapia
combinada con inmunoterapia con carboplatino, etopésido y atezolizumab y
posterior mantenimiento con atezolizumab en monoterapia alcanzando respuesta
completa. En consecuencia, ninguno de los pacientes presentaba metastasis a la
extraccion e inclusién y llevaba libres de metéstasis 6 y 12 meses respectivamente. De
estos dos pacientes sélo el primero present6 recaida posterior en peritoneo y éxitus,

sin presentar recaida hepatica. El segundo paciente se encontraba en respuesta
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completa tras dos afios de tratamiento a fin de seguimiento del presente estudio.
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Tabla 24: Caracteristicas de la poblacién de estudio (1/5).

Baseline demographic and clinical characteristics of the study population

Characteristic Type Value
Population size Size 30
Female : Male Ratio 17:13
Age at diagnosis Average  61.59
Median 64.44
Range [32.31-79.52]
Age at sample collection Average  62.73
Median 66.86
Range [32.39-81.23]
Age at the end of follow-up Average  63.21
Median 67.36
Range [32.98-81.67]
History of family cancer Average 043
Median 0
History of past cancer Average 0.1
Median 0
Histological type of current cancer Size
Adenocarcinoma 8
Endometrioid adenocarcinoma 1
Serous adenocarcinoma 1
Clear cell carcinoma 1
Invasive ductal carcinoma 5
Squamous cell carcinoma 1
Invasive lobular carcinoma 2
Neuroendocrine carcinoma 4
High grade serous carcinoma 1
Urothelial carcinoma 4
Cholangiocarcinoma 1
Liposarcoma 1
Origin of current cancer Size
Colon 3
Cervix 1
Endometrium 2
Esophagus 1
Breast 7
Pancreas 2
Prostate 1
Lung 4
Retroperitoneal 1
Kidney 2
Bladder 3
Gallbladder 1
Distal biliary tract 1
Ovary 1

Figura de elaboracién propia.
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Tabla 25: Caracteristicas de la poblacién de estudio (2/5).

Population characteristics at diagnosis

Characteristic Type Value
Stage at diagnosis Average 2.4
Median 2.5
Equivalent primary tumor volume at diagnosis ~ Average  69313.19
Median  6481.89
Range [65.45-1518661.60]
Tumor burden at diagnosis Average 2.8
Median 1
Range [1-13]
Lymph node involvement at diagnosis Ratio 0.37
Metastasis at diagnosis Ratio 0.23
Metastatic burden at diagnosis Average  1.43
Median 0
Range [0-12]
Bone metastasis at diagnosis Ratio 0.57
Liver metastasis at diagnosis Ratio 0.71
Lung metastasis at diagnosis Ratio 0.14
Brain metastasis at diagnosis Ratio 0
Peritoneum metastasis at diagnosis Ratio 0.43
Kidney metastasis at diagnosis Ratio 0
Distant lymph node metastases at diagnosis Ratio 0
Skin metastasis at diagnosis Ratio 0

Figura de elaboracién propia.
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Tabla 26: Caracteristicas de la poblacién de estudio (3/5).

Population characteristics at sample collection for biomarkers analysis

Characteristic Type Value
Age at sample collection Average  62.7
Median  66.9
Range [32.4-81.2]
Body mass index at sample collection Average  24.1
Median 233
Range [18.0-33.1]
Body surface at sample collection Average 179
Median 1.81
Range [1.42-2.17]
Presence of disease at sample collection Ratio 0.6
Number of treatments at sample collection Average 1.7
Median 15
Range [0-5]
Number of relapses at sample collection Average 0.4
Median 0
Range [0-2]
Years with disease at sample collection Average  1.15
Median 0.39
Range [0-5.40]
Stage at sample collection Average  3.03
Median 35
Tumor burden at sample collection Average 3.3
Median 2
Range [0-14]
Lymph node involvement at sample collection Ratio 0.37
Metastasis at sample collection Ratio 04
Metastatic burden at sample collection Average 24
Median 0
Range [0-12]
Bone metastasis at sample collection Ratio 0.5
Liver metastasis at sample collection Ratio 0.42
Lung metastasis at sample collection Ratio 0.5
Brain metastasis at sample collection Ratio 0.08
Peritoneum metastasis at sample collection Ratio 0.25
Kidney metastasis at sample collection Ratio 0.08
Distant lymph node metastases at sample collection ~ Ratio 0
Skin metastasis at sample collection Ratio 0.08

Figura de elaboracién propia.
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Tabla 27: Caracteristicas de la poblacién de estudio (4/5).

Population characteristics at post-extraction

Characteristic Type Value
Presence of disease at post-extraction Ratio 0.67
Number of treatments at post-extraction Average 1.9
Median 2
Range [0-5]
Number of relapses after the extraction Average  0.73
Median 0.5
Range [0-3]
Years with disease at post-extraction Average  1.59
Median 0.92
Range [0-6.08]
Stage at post-extraction Average  3.38
Median 4
Tumor burden at post-extraction Average  3.93
Median 2
Range [0-14]
Lymph node involvement at post-extraction Ratio 0.3
Metastasis at post-extraction Ratio 0.57
Metastatic burden at post-extraction Average 3.1
Median 1
Range [0-12]
Bone metastasis at post-extraction Ratio 0.35
Liver metastasis at post-extraction Ratio 0.35
Lung metastasis at post-extraction Ratio 0.35
Brain metastasis at post-extraction Ratio 0.06
Peritoneum metastasis at post-extraction Ratio 0.35
Kidney metastasis at post-extraction Ratio 0.06
Distant lymph node metastases at post-extraction =~ Ratio 0.06
Skin metastasis at post-extraction Ratio 0.06

Figura de elaboracién propia.



114 JAVIER DiAz SANTOS

Tabla 28: Caracteristicas de la poblacién de estudio (5/5).

Population characteristics at the end of follow-up

Characteristic Type Value
Presence of disease at the end of follow-up Ratio 0.67
Number of treatments at the end of follow-up Average  2.07
Median 2
Range [0-5]
Number of relapses at the end of follow-up Average 1.03
Median 0.5
Range [0-4]
Years with disease at the end of follow-up Average  1.63

Median 0.92
Range [0.01-6.08]

Stage at the end of follow-up Average  3.23
Median 4
Exitus Size 0.23
Tumor burden at the end of follow-up Average 4.2
Median 2
Range [0-22]
Lymph node involvement at the end of follow-up Ratio 0.3
Metastasis at the end of follow-up Ratio 0.57
Metastatic burden at the end of follow-up Average  3.37
Median 1
Range [0-20]
Bone metastasis at the end of follow-up Ratio 0.35
Liver metastasis at the end of follow-up Ratio 0.35
Lung metastasis at the end of follow-up Ratio 0.35
Brain metastasis at the end of follow-up Ratio 0.12
Peritoneum metastasis at the end of follow-up Ratio 0.41
Kidney metastasis at the end of follow-up Ratio 0.06
Distant lymph node metastases at the end of follow-up ~ Ratio 0.06
Skin metastasis at the end of follow-up Ratio 0.06

Differences and follow-up

Relative difference in tumor burden Delta 0.27
Relative difference in lymphatic node involvement Delta -0.18
Relative difference in metastatic burden Delta 0.40
Relative difference in relapses Delta 1.58
Follow-up time Average  191.1
Median 202

Figura de elaboracién propia.
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5.2.2. Anadlisis de la situacion de la enfermedad oncolégica

La poblacién de estudio reclutada se puede distribuir segtin su situacién de
enfermedad oncolégica en el momento del reclutamiento y al final del seguimiento

de la siguiente manera, y también se refleja en la Figura

Situacién 1 Ausencia de enfermedad a la extraccion y al final del seguimiento: Ausencia

de tumor /recidiva local y de metastasis.

Situacién 1.1 Ausencia de tumor/recidiva local y de metastasis a la extraccién y al final

del seguimiento.

Situacion 2 Presencia de enfermedad a la extracciéon y ausencia de enfermedad al fin del
seguimiento: Presencia de tumor/recidiva local y/o metdastasis a la extraccion

y ausencia completa de enfermedad al final del seguimiento.

Situacién 2.1 Presencia de tumor/recidiva local a la extraccién y ausencia completa de

enfermedad al final del seguimiento.

Situacion 2.2 Presencia de sélo metastasis a la extraccion (tumor/recidiva local

resecado) y ausencia completa de enfermedad al final del seguimiento.

Situacién 2.3 Presencia de tumor/recidiva local y metéstasis a la extraccién y ausencia

completa de enfermedad al final del seguimiento.

Situacién 3 Ausencia de enfermedad a la extraccion y presencia de enfermedad al
final del seguimiento: Ausencia de tumor/recidiva local y de metastasis a la
extraccion y presencia de enfermedad en forma de recaida local o metastasis

al final del seguimiento.

Situacién 3.1 Ausencia de tumor/recidiva local y de metdstasis a la extraccién
y presencia de enfermedad en forma de recaida local al final del

seguimiento.

Situacién 3.2 Ausencia de tumor/recidiva local y de metastasis a la extraccion y

presencia de enfermedad en forma de metéstasis al final del seguimiento.
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Situacion 3.3

Ausencia de tumor/recidiva local y de metéstasis a la extraccién y
presencia de enfermedad en forma de recaida local y metastasis al final

del seguimiento.

Situacién 4 Presencia de enfermedad a la extraccién y al final del seguimiento:

Presencia de tumor/recidiva local y/o metastasis a la extracciéon y presencia

de enfermedad en forma de tumor/recaida local o metéstasis al final del

seguimiento.

Situacién 4.1

Situacidn 4.2

Situaciéon 4.3

Situaciéon 4.4

Situacion 4.5

Situacion 4.6

Situacién 4.7

Situacién 4.8

Situaciéon 4.9

Presencia de tumor/recidiva local a la extraccion y presencia de

enfermedad en forma de tumor/recaida local al final del seguimiento.

Presencia de tumor/recidiva local a la extraccién y presencia de

enfermedad en forma de metéstasis al final del seguimiento.

Presencia de tumor/recidiva local a la extraccion y presencia de
enfermedad en forma de tumor/recaida local y metastasis al final del

seguimiento.

Presencia de metdstasis a la extracciéon y presencia de enfermedad en

forma de tumor/recaida local al final del seguimiento.

Presencia de metdstasis a la extracciéon y presencia de enfermedad en

forma de metdastasis al final del seguimiento.

Presencia de metdstasis a la extracciéon y presencia de enfermedad en

forma de tumor/recaida local y metéstasis al final del seguimiento.

Presencia de tumor/recidiva local y metéstasis a la extraccion y presencia

de enfermedad en forma de tumor/recaida local al final del seguimiento.

Presencia de tumor /recidiva local y metdstasis a la extraccién y presencia

de enfermedad en forma de metéstasis al final del seguimiento.

Presencia de tumor /recidiva local y metdastasis a la extraccion y presencia
de enfermedad en forma de tumor/recaida local y metastasis al final del

seguimiento.

Tras el reclutamiento y el fin del seguimiento los 30 pacientes incluidos en el
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estudio se distribuyen en su totalidad en la situacién 1 (9 pacientes), 3 (3 pacientes)

y 4 (18 pacientes). Tras el fin del seguimiento ninguno de los pacientes se enmarcaba

dentro de la situacién 2 de presencia de enfermedad a la extraccion y ausencia de

enfermedad al fin del seguimiento. La distribucién por subgrupos se muestra en la

Figural6|
AUSENCIA DE PRESENCIA DE
ENFERMEDAD ENFERMEDAD
AL FIN DEL AL FIN DEL
SEGUIMIENTO SEGUIMIENTO
. LOCALY
LOCAL | METASTASIS | METASTASIS
« GRUPO 2 YT GRUPO 4 A
i ™
LOCAL Y
METAsTAs|s | | GRUPO23 GRUPO 47 ||| GRUPO 4.8 ||| GRUPO 4.9
b A
i -
PRESENCIA DE ‘
ENFERMEDAD A METASTASIS GRUPO 2.2 GRUPO 4.4 GRUPO 4.5 GRUPO 4.6
LA EXTRACCION
p
i )
LOCAL GRUPO 2.1 GRUPO 4.1 ||| GRUPO 4.2 ||| GRUPO 4.3
J—
AUSENCIA DE
ENFERMEDAD A GRUPO 1.1 GRUPO3.1 ||| GRUPD3.2 || GRUPO 3.3
LA EXTRACCION
GRUPO 1 GRUPO 3
AN S/

Figura 5: Situacién de la enfermedad oncolégica de la poblacién de estudio.

Figura de elaboracién propia. Los individuos reclutados se distribuyen en funcién de su carga de enfermedad
tumoral a la extraccién y al fin del seguimiento.
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AUSENCIA DE PRESENCIA DE
Total: ENFERMEDAD ENFERMEDAD
N=30 AL FIN DEL AL FIN DEL
SEGUIMIENTO SEGUIMIENTO
. LOCALY
LOCAL METASTASIS METASTASIS
/" GRUPO2 IGRUPO4 (N=18) h
Ty d g
LOCALY
METASTASIS . . L 10
—
£
PRESENCIA DE ]
ENFERMEDADA  METASTASIS 0 0 2 0
LA EXTRACCION
. @
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LOCAL 0 5 0 1
\\:—r‘/’ | v,
o
AUSENCIA DE
ENFERMEDAD A 9 . 1 2
LA EXTRACCION
GRUPO 1 GRUPO 3 (N=3)
AN 4

Figura 6: Tamafio de grupos y subgrupos de la poblacién de estudio.

Figura de elaboracién propia. Tamano total de la poblacién de estudio: 30 pacientes.
distribucién de los mismos en los diferentes grupos y subgrupos.

Se muestra en la figura la
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5.2.3. Evolucién clinica de poblacién de estudio

En la Figura [} se muestra la diversa evolucién de los pacientes reclutados. Se
indica el momento de la extraccién y su ubicacién temporal dentro del intervalo
diagndstico-tratamiento o de los sucesivos tratamientos. Asimismo, se muestra

también el intervalo de enfermedad metastdsica para cada paciente.

EVOLUCION DE POBLACION DE ESTUDIO

Cronologia de tratamientos, extraccion de muestra, progresiones y formacion de metastasis

500 1000 1500 2000
Tiempo (dias)

Intervalo diagnéstico — primer tratamiento = Primer tratamiento
ClIntervalo sin metastasis M Segundo tratamiento
Intervalo con metastasis u Tercer tratamiento

Figura 7: Evolucién de poblacién de estudio durante el seguimiento.

Figura de elaboracién propia. Relacién de pacientes identificados como «JER» y un c6digo numeérico con su
evolucién clinica, incluyendo intervalo de diagnéstico a primer tratamiento, tratamientos subsiguientes,
extraccién de muestra, éxitus si lo hubiera e intervalos premetastatizacién y postmetastizacion.

2500

m Extraccion
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5.3. ANALISIS DE LOS PARAMETROS ANALITICOS Y BIOMARCADORES ONCO-METABOLICOS

5.3.1. Descripcién de valores obtenidos de biomarcadores y parametros analiticos

para la poblacién de estudio

Los valores de los 11 biomarcadores onco-metabdlicos y de los 20 parametros
analiticos globales mostraron perfiles distintos en los pacientes reclutados. Estos

valores se muestran para los 30 pacientes en las Figuras [8 [0 y

[15] previos al proceso de escalado min-max.

Asimismo los pardmetros analiticos globales pueden discretizarse en funcién de
los puntos de corte descritos en la literatura previa y recogidos en las Tablas [10|y
Con esta discretizacion puede visualizarse qué pardmetros analiticos globales se
encuentran en los rangos asociados a peor prondstico segtn la literatura previa. En
la Figura([l6]se objetiva que a excepcién de alb y pni, el resto de parametros analiticos
globales muestra al menos algiin paciente con niveles en el rango superior asociados

a peor prondstico de la enfermedad oncolégica para dicho parametro.
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Figura 8: Perfil de valores de biomarcadores y pardmetros analiticos globales.

Figura de elaboracién propia. Se representan los valores de los biomarcadores y de los pardmetros analiticos
globales. Posteriormente para la construccién de las variables sintéticas de cltster dichos valores serdn escalados
para el rango minimo - maximo registrado en la poblacién de estudio. Por ello, los valores escalados resultantes
estardn evaluados entre 0 y 1.
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Figura 9: Perfil de valores de biomarcadores y pardmetros analiticos globales.

Figura de elaboracién propia. Se representan los valores de los biomarcadores y de los pardmetros analiticos
globales. Posteriormente, para la construccién de las variables sintéticas de clister dichos valores serdn escalados
para el rango minimo - médximo registrado en la poblacién de estudio. Por ello, los valores escalados resultantes

estaran evaluados entre 0 y 1.
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Figura 10: Perfil de valores de biomarcadores y pardmetros analiticos globales.

Figura de elaboracién propia. Se representan los valores de los biomarcadores y de los pardmetros analiticos

globales. Posteriormente, para la construccién de las variables sintéticas de cliister dichos valores seran escalados
para el rango minimo - maximo registrado en la poblacién de estudio. Por ello, los valores escalados resultantes
estardn evaluados entre 0 y 1.
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Figura 11: Perfil de valores de biomarcadores y pardmetros analiticos globales.

Figura de elaboracién propia. Se representan los valores de los biomarcadores y de los pardmetros analiticos
globales. Posteriormente, para la construccién de las variables sintéticas de clister dichos valores serdn escalados
para el rango minimo - médximo registrado en la poblacién de estudio. Por ello, los valores escalados resultantes
estardn evaluados entre 0 y 1.
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Figura 12: Perfil de valores de biomarcadores y pardmetros analiticos globales.

Figura de elaboracién propia. Se representan los valores de los biomarcadores y de los pardmetros analiticos
globales. Posteriormente, para la construccién de las variables sintéticas de cliister dichos valores seran escalados
para el rango minimo - maximo registrado en la poblacién de estudio. Por ello, los valores escalados resultantes

estardn evaluados entre 0 y 1.
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Figura 13: Perfil de valores de biomarcadores y pardmetros analiticos globales.

Figura de elaboracién propia. Se representan los valores de los biomarcadores y de los pardmetros analiticos
globales. Posteriormente, para la construccién de las variables sintéticas de clister dichos valores serdn escalados
para el rango minimo - médximo registrado en la poblacién de estudio. Por ello, los valores escalados resultantes

estaran evaluados entre 0 y 1.
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Figura 14: Perfil de valores de biomarcadores y pardmetros analiticos globales.

Figura de elaboracién propia. Se representan los valores de los biomarcadores y de los pardmetros analiticos
globales. Posteriormente, para la construccién de las variables sintéticas de cliister dichos valores seran escalados
para el rango minimo - maximo registrado en la poblacién de estudio. Por ello, los valores escalados resultantes
estardn evaluados entre 0 y 1.
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Figura 15: Perfil de valores de biomarcadores y pardmetros analiticos globales.

Figura de elaboracién propia. Se representan los valores de los biomarcadores y de los pardmetros analiticos
globales. Posteriormente, para la construccién de las variables sintéticas de clister dichos valores serdn escalados
para el rango minimo - méximo registrado en la poblacién de estudio. Por ello, los valores escalados resultantes

estardn evaluados entre 0 y 1.
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Figura 16: Perfil de parametros analiticos globales discretizados.

Figura de elaboracién propia. Se representan los valores de los pardmetros analiticos globales discretizados en
base a los niveles de referencia determinados por la literatura cientifica previa y descritos en las tablas[10]y [[T]del
capitulo "Material y Método”. A excepcion de los pardmetros analiticos alb y pni, todos los demds mostraban al
menos algiin paciente con niveles en el rango superior asociado a peor prondstico oncolégico para dicho
pardmetro.
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5.3.2. Test de normalidad de los pardmetros analiticos y biomarcadores

El analisis de normalidad de los pardmetros analiticos y de los biomarcadores
estudiados se ha llevado a cabo mediante el test de normalidad de Shapiro-Wilk

dado el reducido tamano muestral.

El test de Shapiro-Wilk parte de la hipétesis nula Hg de que la muestra analizada
proviene de una distribucién normal. Por ello, si una vez calculado el estadistico
W de Shapiro-Wilk se observa un nivel p < 0.05, se rechaza la hipétesis nula
y no deberia de ser considerada la muestra como normalmente distribuida. Esto
implicarfa en ese caso no poder hacer uso de test paramétricos o estandarizacién
Z-score. Si se observa un nivel p > 0.05, la hipétesis no puede ser rechazada. Se

representan en la Figura [17|los resultados obtenidos.

Del total de 20 pardmetros analiticos y 11 biomarcadores, se obtuvo que 26
variables tenian un nivel de significancia p < 0.05 para el estadistico W. Esto
implica que en un 81% de las variables analiticas y biomarcadores del estudio
se descarta la hipétesis nula Hg y no puede considerarse que dichas variables

provengan de una distribucién normal.



W (Estadistico de Shapiro-Wilk)
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Figura 17: Analisis estadistico de normalidad de los pardmetros analiticos y biomarcadores mediante test de
Shapiro - Wilk.

Figura de elaboracién propia. Se representa el valor del estadistico W frente a nivel de significacién p. Podemos
observar que 26 de las 31 variables (20 pardmetros analiticos y 11 biomarcadores) se hallan en la regién
correspondiente a p < 0.05. Esto significa que no puede considerarse que esas 26 variables provengan de una
distribucién normal, constituyendo el 81% de las variables analiticas y biomarcadores totales del estudio.
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5.3.3. Matriz de correlaciones de Spearman de biomarcadores onco-metabdlicos
y pardmetros analiticos globales frente a superficie corporal, indice de masa

corporal y edad

Se analiz6 la correlacion de Spearman con los biomarcadores onco-metabdlicos y
los parametros analiticos globales frente a la superficie corporal (body surface, BS), el

indice de masa corporal (body mass index, BMI) y la edad (age).

Los pardmetros analiticos globales exhibieron patrones de correlacién similares
frente tanto a la superficie corporal, como al indice de masa corporal. Se observaron
correlaciones estadisticamente significativas en unas 12 variables del conjunto
de pardmetros analiticos globales, aunque no plenamente coincidentes. En la
mayoria de las correlaciones estadisticamente significativas, se objetivd que los
pardmetros analiticos globales disminuian a mayor superficie corporal o indice de
masa corporal. No se apreci6 correlacion estadisticamente significativa de ningtn

parametro analitico global con la edad.

Respecto a los biomarcadores onco-metabdlicos se apreciaron correlaciones
estadisticamente significativas para FGF21, GDF15 y ANGPTL4 con la edad, y de
IL10 y LEPTIN con el indice de masa corporal.

Dichos resultados estdn reflejados en la Figura
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Figura 18: Mapa de calor de la matriz de correlaciones de Spearman de biomarcadores onco-metabélicos y
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parametros analiticos globales frente a superficie corporal, indice de masa corporal y edad.

Figura de elaboracién propia. Tamano total del grupo: 30 pacientes. Nimero de variables de estudio: 31 variables

frente a superficie corporal, indice de masa corporal y edad. Se muestran en la figura las correlaciones
intervariables segtin coeficiente de correlacién de Spearman agrupadas en base a biomarcadores
onco-metabdlicos y pardmetros analiticos globales. Se remarcan con borde negro aquellas correlaciones

estadisticamente significativas (p<0.05) tras bootstrapping de 1000 remuestreos para cada par de combinaciones.
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5.3.4. Matriz de correlaciones de Spearman para el conjunto completo de

variables de estudio

El estudio de correlaciones de Spearman para el conjunto completo de
variables de estudio mostré correlaciones entre pardmetros analiticos globales,
entre biomarcadores onco-metabdlicos y entre pardmetros analiticos globales con

biomarcadores onco-metabdlicos.

Dentro del grupo de pardmetros analiticos globales, se observaron abundantes
correlaciones estadisticamente significativas debido a que el calculo de muchos
de estos pardmetros parte de variables comunes como el contaje de neutréfilos o

plaquetas.

Respecto al grupo de biomarcadores onco-metabélicos, se apreciaron abundantes
correlaciones positivas intragrupo, a excepciéon de LEPTIN con IL6 que mostraba
correlacién negativa y de la IL10 que no mostré correlaciones estadisticamente

significativas con ninguna variable.

Las correlaciones entre pardmetros analiticos globales y biomarcadores
onco-metabdlicos fueron escasas y dispersas, relacionandose sélo FGF21, GDF15,
IL6, IL18, LEPTIN, HGF e ICAM1 de manera significativa con algunos parametros

analiticos globales.

Estos resultados se muestran en la Figura
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Figura 19: Mapa de calor de la matriz de correlaciones de Spearman para el conjunto completo de variables de
estudio.

Figura de elaboracién propia. Tamario total del grupo: 30 pacientes. Numero de variables de estudio: 31 variables.
Se muestran en la figura las correlaciones intervariables segtin coeficiente de correlacién de Spearman agrupadas
en cuatro cuadrantes en base a biomarcadores onco-metabdlicos y pardmetros analiticos globales. Se remarcan
con borde negro aquellas correlaciones estadisticamente significativas (p<0.05) tras bootstrapping de 1000
remuestreos para cada par de combinaciones.
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5.3.5. Clustering jerarquizado por agregacion de variables para la poblacién de

estudio completa

El estudio de cltsteres jerarquizado por agregacion de variables para la poblacién
de estudio completa mostré el agrupamiento de las variables representado en el

mapa de calor de la Figura

Mediante la aplicacién del método del codo (elbow method) se objetivé que el
numero 6ptimo de clisteres era dos, tal y como se muestra en la Figura
Paralelamente mediante el método del coeficiente de silueta (silhouette score) se
obtuvo el mismo resultado tal y como se refleja en la Figura 23|y en el Anexo 1.

Por todo ello, se definié el niimero 6ptimo de clisteres en dos.

Con dichos resultados se procedi6 a aplicar el punto de corte en el dendrograma
quedando divididos dos clusteres bien identificados (Figura 2I). Por una parte
observamos un cluster inicial con cinco variables todas ellas pardmetros analiticos
globales. Por otra parte obtenemos un segundo cltster constituido por un subgrupo
conformado por todos los biomarcadores onco-metabélicos y algunos pardmetros

analiticos globales y un subgrupo con los pardmetros analiticos globales restantes.
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Figura 20: Mapa de calor de los clusteres jerarquizados por variables y pacientes para la poblacién de estudio
completa.

Figura de elaboracién propia. Tamafio total del grupo: 30 pacientes. Nimero de variables de estudio: 31 variables.
Se muestra en la figura las variables de estudio y los pacientes agrupados por clisteres jerarquizados mediante
algoritmo de agrupamiento con métrica euclediana y método de Ward.
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Figura 21: Dendrograma de los clisteres jerarquizados por variables para la poblacién de estudio completa.

Figura de elaboracién propia. Tamafio total del grupo: 30 pacientes. Ntimero de variables de estudio: 31 variables.
Se muestra en la figura el dendrograma de las variables de estudio resultante del andlisis de cltsteres
jerarquizados mediante algoritmo de agrupamiento con métrica euclediana y método de Ward. Se marca en linea
discontinua azul la linea de corte del nimero 6ptimo de cltsteres segtin analisis mediante método del codo (elbow
method) y método de silhouette score.
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Figura 22: Diagrama de distancias, aceleraciéon y ntimero de cltsteres segiin método del codo (elbow method por
variables para la poblacién de estudio completa.

Figura de elaboracién propia. Tamaro total del grupo: 30 pacientes. Ntimero de variables de estudio: 31 variables.
Se muestra en la figura las curvas de distancia y aceleracién entre cltsteres de variables mediante método del
codo (elbow method) que permiten obtener el maximo de aceleraciéon que definimos como niimero éptimo de
clasteres y se reflejé en el dendrograma previo.
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Figura 23: Diagrama de Average Silhouette Score y ntimero de clisteres segtin método de silhouette score por
variables para la poblacién de estudio completa.

Figura de elaboracién propia. Tamafio total del grupo: 30 pacientes. Ntimero de variables de estudio: 31 variables.
Se muestra en la figura la curvas de Average Silhouette Score frente a nimero de cliisteres de variables mediante

método de Silhouette Score que permiten obtener el maximo de Average Silhouette Score que definimos como
ntimero éptimo de clisteres y se reflej6 en el dendrograma previo.

5.3.6. Creacidén de variables sintéticas de estudio por clister

Por cada uno de los dos clasters identificados, se procedi6 a la creacién de la
variable sintética de estudio cuyo valor resultante para cada paciente era equivalente
a la suma del valor de las variables del claster para dicho paciente. Asi se obtuvo
una variable de claster denominada Stigma (G) procedente del primer cliister y una

variable denominada (Q) procedente del segundo cluster:

Q=06 +0s (©)
G =nps + Imr + alb + hb + pni 4)

QG = copnlr + plr + nplhb + sii + siri + nlr + lIr + anri + pcr + apri + npm + lar +

+si + halp + vitb12 (5)
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Qp =ICAM1 + IL6 + MPO + HGF + CATHEPSIND + ANGPTL4 + IL10 + IL18 +

+ FGF21 + GDF15 + LEPTIN (6)

Dado que Stigma proviene de un clister con 5 variables y que Qoppa proviene
de un clister con 26 variables, sus valores dentro de este estudio estdn acotados
entre 0 y 5 para Stigma y entre 0 y 26 para Qoppa. Es importante mencionar que la
extrapolacién de los resultados de este andlisis a otros posibles estudios posteriores
no implica que tanto Stigma como Qoppa tengan que limitarse a dichos rangos,
pudiendo tomar valores superiores en otra poblacién. La distribucién de dichas

variables sintéticas para los pacientes reclutados se muestra en la Figura
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Figura 24: Perfil de valores de variables sintéticas de clasteres Stigma (G) y Qoppa (Q).

Figura de elaboracién propia. Se representan los valores de las variables sintéticas Stigma (G) y Qoppa (Q). Dado
que Stigma proviene de un cldster con 5 variables y que Qoppa proviene de un clister con 26 variables, sus
valores dentro de este estudio estan acotados entre 0 y 5 para Stigma y entre 0 y 26 para Qoppa. La extrapolacién
de los resultados de este andlisis a posibles estudios posteriores no implica que tanto Stigma como Qoppa tengan
que limitarse a dichos rangos, pudiendo tomar valores superiores en otra poblacién.
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Figura 25: Perfil de valores Qoppa (@) distribuido por status metastasico a la extraccién.

Figura de elaboracién propia. Se representan los valores de Qoppa (Q) distribuidos segtin la presencia o no de
metastasis a la extraccion.

5.4. ANALISIS MULTIVARIANTE CLINICO - ANALITICO

El estudio de las variables Stigma y Qoppa como clasificadoras del I) riesgo
de éxitus, II) desarrollo de metdastasis de novo en pacientes no metastasicos a la
extraccion y III) de la progresion metastdsica en pacientes si metastasicos a la
extraccion fue realizado mediante las curvas operador ROC. Para ello se realizaron
las curvas ROC para las diferentes casuisticas (I-III), se calcul6 el area bajo la curva

(AUC) para cada caso y se dedujeron los puntos 6ptimos de corte de Stigma y

Qoppa.
Dichas curvas ROC estan disponibles en las Figuras [26)-

Tal y como se comenté en la seccién de resultados (descripcion de la poblaciéon de
estudio), en el grupo de pacientes sin metdastasis a la extraccién se incluyeron dos
pacientes (JER3 y JER11) que si habian presentado metéstasis al diagnéstico y habian
tenido una respuesta completa con el tratamiento. Estos pacientes en el momento de
la inclusién llevaban 6 y 12 meses libres de metéstasis. En el seguimiento posterior
ninguno de los dos pacientes recay6 en las localizaciones metastasicas originales.
Pese a ello, su inclusién en dicho grupo podria ser una fuente de sesgo. Por ello
se ha repetido el andlisis de curvas operador ROC sin incluir ambos pacientes
obteniendo resultados analogos a los del estudio principal. Dicho subanilisis se

encuentra recogido en los Anexos 2, 3y 4.
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5.4.1. Estudio de curvas operador ROC para riesgo de debut metastasico en

pacientes no metastasicos a la inclusién

En el caso de Stigma (G), se observa en la Figura @ un AUC de 0.35 y un
intervalo de confianza que cruza 0.5, lo que refleja una relacién no estadisticamente
significativa (p=0.35). Por ello, deducimos que Stigma (G) no parece tutil para
predecir la aparicién de metastasis de novo en esta muestra; ya que no se puede

establecer un punto de corte fiable con estos datos.

ROC curve METSDENOVO-STIGMA (C)
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Figura 26: Curva ROC para Stigma (G) como clasificador del riesgo de debut metastasico en pacientes no
metastasicos a la inclusién.

Figura de elaboracion propia. Se representan la curva operador ROC para Stigma (G) como clasificador del riesgo
de debut metastésico en pacientes no metastésicos a la inclusién (18) con un 4rea bajo la curva (area under the
curve, AUC) de 0.35.
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En el caso de Qoppa (Q), se observa en la Figura un AUC de 0.78 y un
intervalo de confianza que cruza 0.5, lo que refleja una relacién no estadisticamente
significativa (p=0.07). Por ello, deducimos que Qoppa (Q) puede mostrar cierta
capacidad discriminativa (AUC=0.78), pero no parece suficiente para predecir de
forma sélida la aparicién de metdstasis de novo en esta muestra; ya que no se puede

establecer un punto de corte fiable con estos datos.
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Figura 27: Curva ROC para Qoppa (Q) como clasificador del riesgo de debut metastasico en pacientes no
metastésicos a la inclusion.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa (Q) como clasificador del riesgo
de debut metastasico en pacientes no metastasicos a la inclusién (18) con un drea bajo la curva (area under the
curve, AUC) de 0.78.



144 JAVIER DiAz SANTOS

Como se puede observar en la Figura 28, el intervalo de confianza cruza 0.5, lo
que refleja que la relacién no es estadisticamente significativa (p=0.08). Por ello,
deducimos que Qoppa-Biomarcador puede mostrar cierta capacidad discriminativa
(AUC=0.77) pero no parece suficiente para predecir de forma sélida la aparicion de
metdstasis de novo en esta muestra; no se puede establecer un punto de corte fiable

con estos datos.
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Figura 28: Curva ROC para Qoppa-biomarcador (Qg) como clasificador del riesgo de debut metastésico en
pacientes no metastasicos a la inclusién.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa-biomarcador (Qg) como
clasificador del riesgo de debut metastésico en pacientes no metastasicos a la inclusién (18) con un é4rea bajo la
curva (area under the curve, AUC) de 0.77.
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Como se puede observar en la Figura 29, el intervalo de confianza cruza 0.5, lo
que refleja que la relacién no es estadisticamente significativa (p=0.15). Por ello,
deducimos que Qoppa-analitico puede mostrar cierta capacidad discriminativa
(AUC=0.72) pero no parece suficiente para predecir de forma sélida la aparicion de
metdstasis de novo en esta muestra; no se puede establecer un punto de corte fiable

con estos datos.
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Figura 29: Curva ROC para Qoppa-analitico (Qg) como clasificador del riesgo de debut metastasico en pacientes
no metastasicos a la inclusién.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa-analitico (Qg) como clasificador

del riesgo de debut metastdsico en pacientes no metastasicos a la inclusién (18) con un area bajo la curva (area
under the curve, AUC) de 0.72.

Los resultados del subanélisis de curvas operador ROC para riesgo de debut
metastdsico en pacientes no metastasicos a la inclusién con la exclusién de los

pacientes JER3 y JER11 se encuentran disponibles en el Anexo 2.
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5.4.2. Estudio de curvas operador ROC para riesgo de progresién metastasica en

pacientes metastdsicos a la inclusién

En el caso de Stigma (G), se observa en la Figura un AUC de 0.4 y un
intervalo de confianza que cruza 0.5, lo que refleja una relacién no estadisticamente
significativa (p=0.67). Por ello, deducimos que Stigma (G) no parece tutil para
predecir la progresion metastasica en esta muestra; ya que no se puede establecer

un punto de corte fiable con estos datos.
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Figura 30: Curva ROC para Stigma (G) como clasificador del riesgo de progresién metastésica en pacientes
metastasicos a la inclusién.

Figura de elaboracion propia. Se representan la curva operador ROC para Stigma (G) como clasificador del riesgo
de progresién metastasica en pacientes metastasicos a la inclusién (12) con un 4rea bajo la curva (area under the
curve, AUC) de 0.40.
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En el caso de Qoppa (Q), se observa en la Figura un AUC de 04 y un
intervalo de confianza que cruza 0.5, lo que refleja una relacién no estadisticamente
significativa (p=0.67). Por ello, deducimos que Qoppa (Q) no parece ttil para
predecir la progresién metastdsica en esta muestra; ya que no se puede establecer

un punto de corte fiable con estos datos.
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Figura 31: Curva ROC para Qoppa (Q) como clasificador del riesgo de progresién metastasica en pacientes
metastasicos a la inclusién.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa (Q) como clasificador del riesgo
de progresién metastdsica en pacientes metastasicos a la inclusién (12) con un drea bajo la curva (area under the
curve, AUC) de 0.40.
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Como se puede observar en la Figura 32 el intervalo de confianza cruza 0.5, lo
que refleja que la relacién no es estadisticamente significativa (p=0.39). Por ello,
deducimos que Qoppa-biomarcador no parece ttil para predecir la progresion
metastasica en esta muestra; ya que no se puede establecer un punto de corte fiable

con estos datos.
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Figura 32: Curva ROC para Qoppa-biomarcador (Qg) como clasificador del riesgo de progresién metastasica en
pacientes metastésicos a la inclusién.

Figura de elaboracion propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa-biomarcador (Qg) como
clasificador del riesgo de progresién metastasica en pacientes metastasicos a la inclusién (12) con un é4rea bajo la
curva (area under the curve, AUC) de 0.30.
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Como se puede observar en la Figura el intervalo de confianza cruza 0.5,
lo que refleja que la relacién no es estadisticamente significativa (p=0.52). Por
ello, deducimos que Qoppa-analitico no parece util para predecir la progresién

metastdsica en esta muestra; ya que no se puede establecer un punto de corte fiable

con estos datos, probablemente debido al reducido nimero de casos.
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Figura 33: Curva ROC para Qoppa-analitico (Qg) como clasificador del riesgo de progresion metastésica en

pacientes metastasicos a la inclusién.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa-analitico (Qg) como clasificador
del riesgo de progresién metastasica en pacientes metastasicos a la inclusién (12) con un area bajo la curva (area

under the curve, AUC) de 0.35.
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5.4.3. Estudio de curvas operador ROC para riesgo de éxitus en toda la poblacién

Como se puede observar en la Figura 34} el AUC es 0.25 (IC 95% [0.07, 0.48]) y el
p=0.05. Por tanto, la variable Stigma (G) discrimina de manera invertida respecto al
evento muerte (éxitus) con una significancia estadistica limite. Aunque el p=0.05
sugiere una diferencia estadisticamente significativa limite frente a AUC=0.5, la

amplitud del IC sugiere incertidumbre, posiblemente, debida al reducido nimero

de casos.
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Figura 34: Curva ROC para Stigma (G) como clasificador del riesgo de éxitus en toda la poblacién.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Stigma (G) como clasificador del riesgo
de éxitus en toda la poblacién (30) con un area bajo la curva (area under the curve, AUC) de 0.25.
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Como se puede observar en la Figura 35| el intervalo de confianza no cruza 0.5
(IC 95% [0.60, 0.92]) y la diferencia es estadisticamente significativa (p=0.03). Por
ello, deducimos que Qoppa (@) muestra una buena capacidad discriminativa para

predecir el riesgo de éxitus en esta muestra (AUC=0.78).
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Figura 35: Curva ROC para Qoppa (Q) como clasificador del riesgo de éxitus en toda la poblacién.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa (Q) como clasificador del riesgo
de éxitus en toda la poblacién (30) con un area bajo la curva (area under the curve, AUC) de 0.78.
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Para Qoppa-biomarcador observamos en la Figura que el intervalo
de confianza cruza 0.5 (IC 95% [0.46, 0.89]), lo que refleja que la relacion
no es estadisticamente significativa (p=0.13). Por ello, deducimos que
Qoppa-biomarcador puede mostrar cierta tendencia discriminativa (AUC=0.69)
pero no parece suficiente para predecir de forma fiable el riesgo de éxitus en esta

muestra; ya que no se puede establecer un punto de corte sélido con estos datos.
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Figura 36: Curva ROC para Qoppa-biomarcador (Qg) como clasificador del riesgo de éxitus en toda la poblacién.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa-biomarcador (Qg) como
clasificador del riesgo de éxitus en toda la poblacién (30) con un 4rea bajo la curva (area under the curve, AUC) de
0.69.
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Como se puede observar en la Figura el intervalo de confianza cruza
0.5 (IC 95% [0.41, 0.85]), lo que refleja que la relacién no es estadisticamente
significativa (p=0.25). Por ello, deducimos que Qoppa-analitico puede mostrar una
ligera tendencia discriminativa (AUC=0.65) pero no parece suficiente para predecir
de forma fidedigna el riesgo de éxitus en esta muestra; ya que no se puede establecer

un punto de corte fiable con estos datos.
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Figura 37: Curva ROC para Qoppa-analitico (Qg) como clasificador del riesgo de éxitus en toda la poblacién.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa-analitico (Qg) como clasificador
del riesgo de éxitus en toda la poblacién (30) con un drea bajo la curva (area under the curve, AUC) de 0.65.
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5.4.4. Estudio de curvas operador ROC para riesgo de éxitus en pacientes no

metastdsicos a la inclusién

En el caso de Stigma (G), se observa en la Figura 38 un AUC de 0.18 (IC 95%
[0.00, 0.44]) y p=0.09. Esto refleja una relacién no estadisticamente significativa. La
amplitud del IC sugiere incertidumbre posiblemente debida al reducido niimero de
casos. Por ello, deducimos que Stigma (C) no parece ttil para predecir el riesgo de
éxitus en la poblacién no metastasica a la inclusién en esta muestra; ya que no se

puede establecer un punto de corte fiable con estos datos.
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Figura 38: Curva ROC para Stigma (G) como clasificador del riesgo de éxitus en pacientes no metastasicos a la
inclusién.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Stigma (G) como clasificador del riesgo
de éxitus en pacientes no metastasicos a la inclusién (18) con un area bajo la curva (area under the curve, AUC) de
0.18.
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En el caso de Qoppa (Q), se observa en la Figura un AUC de 098 y un
intervalo de confianza que no cruza 0.5, lo que refleja una relacién estadisticamente
significativa (p=0.01). Por ello, deducimos que Qoppa (Q)) muestra capacidad

discriminativa (AUC=0.98) para el riesgo de muerte en esta muestra.
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Figura 39: Curva ROC para Qoppa (Q) como clasificador del riesgo de éxitus en pacientes no metastasicos a la
inclusién.

Figura de elaboracion propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa (Q) como clasificador del riesgo
de éxitus en pacientes no metastasicos a la inclusién (18) con un area bajo la curva (area under the curve, AUC) de
0.98.
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Considerando Qoppa-biomarcador (Qp), se observa en la Figura @ un
AUC de 0.89 y un intervalo de confianza que no cruza 0.5, lo que refleja
una relacion estadisticamente significativa (p=0.04). Deducimos, por tanto, que
Qoppa-biomarcador (Qg) muestra capacidad discriminativa (AUC=0.89) para el

riesgo de muerte en esta muestra.
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Figura 40: Curva ROC para Qoppa-biomarcador (Qg) como clasificador del riesgo de éxitus en pacientes no
metastasicos a la inclusién.

Figura de elaboracion propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa-biomarcador (Qg) como
clasificador del riesgo de éxitus en pacientes no metastasicos a la inclusién (18) con un area bajo la curva (area
under the curve, AUC) de 0.89.
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Considerando ahora Qoppa-analitico (Qg), se observa en la Figura 41| un AUC
de 0.91 y un intervalo de confianza que no cruza 0.5, lo que refleja una relacion
estadisticamente significativa (p=0.03). Deducimos por tanto que Qoppa-analitico

(Q) muestra capacidad discriminativa (AUC=0.91) para el riesgo de muerte en esta

muestra.
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Figura 41: Curva ROC para Qoppa-analitico (Qg) como clasificador del riesgo de éxitus en pacientes no
metastasicos a la inclusién.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa-analitico (Qg) como clasificador
del riesgo de éxitus en pacientes no metastasicos a la inclusién (18) con un édrea bajo la curva (area under the curve,
AUC) de 0.91.
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5.4.5. Estudio de curvas operador ROC para riesgo de éxitus en pacientes

metastdsicos a la inclusién

Para Stigma (G), se observa en la Figura un AUC de 0.28 (IC 95% [0.00, 0.70]) y
p=0.23. Esto refleja una relaciéon no estadisticamente significativa. La amplitud del
IC sugiere incertidumbre posiblemente debida al reducido nimero de casos. Por
ello, deducimos que Stigma (C) no parece ttil para predecir el riesgo de éxitus en la
poblacién metastdsica a la inclusién en esta muestra; ya que no se puede establecer

un punto de corte fiable con estos datos.
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Figura 42: Curva ROC para Stigma (G) como clasificador del riesgo de éxitus en pacientes metastasicos a la
inclusién.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Stigma (G) como clasificador del riesgo
de éxitus en pacientes metastasicos a la inclusién (12) con un érea bajo la curva (area under the curve, AUC) de 0.28.
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En el caso de Qoppa (Q), se observa en la Figura 43| un AUC de 0.44 (IC 95%
[0.10, 0.78]) y p=0.73. Esto refleja una relacién no estadisticamente significativa. La
amplitud del IC sugiere incertidumbre posiblemente debida al reducido nimero de
casos. Por ello, deducimos que Qoppa (Q) no parece ttil para predecir el riesgo de
éxitus en la poblacién metastasica a la inclusion en esta muestra; ya que no se puede

establecer un punto de corte fiable con estos datos.
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Figura 43: Curva ROC para Qoppa (Q) como clasificador del riesgo de éxitus en pacientes metastésicos a la
inclusion.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa (Q) como clasificador del riesgo
de éxitus en pacientes metastasicos a la inclusién (12) con un area bajo la curva (area under the curve, AUC) de 0.44.
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Considerando Qoppa-biomarcador (Qp), se observa en la Figura un
AUC de 0.59 y un intervalo de confianza que cruza 0.5, lo que refleja una
relacion no estadisticamente significativa (p=0.61). Deducimos por tanto que
Qoppa-biomarcador (Qg) no parece ttil para predecir el riesgo de éxitus en la
poblacién metastésica a la inclusién en esta muestra; ya que no se puede establecer

un punto de corte fiable con estos datos.
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Figura 44: Curva ROC para Qoppa-biomarcador (Qg) como clasificador del riesgo de éxitus en pacientes
metastésicos a la inclusion.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa-biomarcador (Qg) como
clasificador del riesgo de éxitus en pacientes metastasicos a la inclusién (12) con un area bajo la curva (area under
the curve, AUC) de 0.59.
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Considerando Qoppa-analitico (Qg), se observa en la Figura 45 un AUC de
0.25 y un intervalo de confianza que no cruza 0.5, lo que refleja una relacién no
estadisticamente significativa (p=0.17). Deducimos por tanto que Qoppa-analitico
(QG) no parece ttil para predecir el riesgo de éxitus en la poblacién metastdsica a
la inclusién en esta muestra; ya que no se puede establecer un punto de corte fiable

con estos datos.
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Figura 45: Curva ROC para Qoppa-analitico (Qg) como clasificador del riesgo de éxitus en pacientes metastasicos
a la inclusién.

Figura de elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para Qoppa-analitico (Qg) como clasificador
del riesgo de éxitus en pacientes metastasicos a la inclusién (12) con un érea bajo la curva (area under the curve,
AUC) de 0.25.



162 JAVIER DiAz SANTOS

5.4.6. Estudio de diferencias de pardmetros analiticos y biomarcadores
onco-metabdlicos entre la poblacién con niveles altos y bajos de Qoppa

mediante Mann — Whitney

El punto 6ptimo de corte de Qoppa para el riesgo de éxitus fue de igual o superior
a 4.775 (sensibilidad de 1 y especificidad de 0.65) y de igual o superior a 4.949
(sensibilidad de 0.8 y especificidad de 0.84) para el riesgo de desarrollo de metéstasis
de novo. El estudio de desarrollo de metdstasis de novo en poblacién no metastasica a
la extraccién implica una subpoblacién menor que la poblacién total. Es por ello
que al aplicar como punto de corte de 4.775 al estudio de metastasis de novo no
obtenemos cambios en la sensibilidad o especificidad respecto al punto de corte

6ptimo calculado de 4.949.

En base a dichos resultados y considerando un enfoque conservador, dado el
pequeno tamafio muestral, se define un punto de corte para ambos eventos en
Qoppa estrictamente superior a 4.775. Con ello, podemos dividir a la poblacién
en Qoppa bajo (Q < 4.775) resultando en 14 pacientes y Qoppa alto (Q > 4.775)
resultando en los 16 pacientes restantes. Las diferencias analiticas y clinicas entre
la poblacién con Qoppa alto y bajo fueron analizadas mediante el test U de
Mann-Whitney si las variables no verificaban normalidad o mediante T-Student

para las que si lo verificaban.

Se observaron diferencias analiticas estadisticamente significativas en la
distribucién de los valores de ANGPTL4, CATHEPSIN-D, FGF21, ICAM1, lar, MPO
y npm (Figuras [46} [47] y 48). Todos ellos tenfan una distribuciéon no asumible a la
normalidad y para todos estos valores la mediana fue superior en el caso del grupo

con Qoppa alto respecto al grupo con Qoppa bajo.
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5.4.7. Estudio de diferencias clinicas entre la poblacién con niveles altos y bajos

de Qoppa mediante Mann — Whitney

Desde el punto de vista de variables clinicas se objetivaron diferencias
estadisticamente significativas entre la poblacién con Qoppa alto y bajo para el
estadio, la carga tumoral y la carga metastédsica tanto al diagnéstico como a la
extraccién y postextraccion para todas ellas. En estos casos se objetivé una mediana
superior en el grupo de Qoppa alto a la del grupo Qoppa bajo, a excepcién de la
carga metastdsica ponderada al diagnoéstico, para ambos grupos la mediana fue de
cero, aunque mostraban rangos diferentes (entre 0 y 5 para el grupo Qoppa bajo y

entre 0y 12 para el grupo Qoppa alto). Dichos resultados se muestran en las Figuras

9 B0y BT}

Analizando la subpoblacién no metastdsica a la extracciéon se objetivaron
diferencias entre los pacientes con Qoppa alto y bajo para el estadio, la carga tumoral
y la carga metastasica postextraccién, asi como para el desarrollo de metdastasis de
novo (Figuras[52)y[53). En la subpoblaciéon metastasica a la extraccién se objetivaron
tnicamente diferencias en el estadio y la carga metastédsica al diagnoéstico (Figura
B4). Ninguna de estas variables clinicas presentaba una distribucién asumible como

normal.
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Mann-Whitney U Test ANGPTL4 (p-Value 0.04831343313216067)
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Figura 46: Analisis de diferencias entre la poblacién con niveles altos y bajos de Qoppa mediante Mann — Whitney
para ANGPTL4, CATD y FGF21.

Figura de elaboracién propia. Se muestran las diferencias estadisticamente significativas para ANGPTL4, CATD y
FGF21 obtenidas de la comparacién mediante Mann - Whitney entre las poblaciones con niveles altos y bajos de

Qoppa.
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Mann-Whitney U Test ICAM1 (p-Value 0.04831343313216067)
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Figura 47: Analisis de diferencias entre la poblacién con niveles altos y bajos de Qoppa mediante Mann — Whitney
para ICAM]1, lar y MPO.

Figura de elaboracién propia. Se muestran las diferencias estadisticamente significativas para [CAM1, lar y MPO
obtenidas de la comparacién mediante Mann - Whitney entre las poblaciones con niveles altos y bajos de Qoppa.
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Mann-Whitney U Test npm (p-Value 0.011615540328194444)
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Figura 48: Analisis de diferencias entre la poblacién con niveles altos y bajos de Qoppa mediante Mann — Whitney
para npm.

Figura de elaboracién propia. Se muestran las diferencias estadisticamente significativas para npm obtenidas de la
comparacién mediante Mann - Whitney entre las poblaciones con niveles altos y bajos de Qoppa.
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Mann-Whitney U Test STAGE_DX (p-Value 0.004709075053790084)
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Mann-Whitney U Test STAGE_SAMPLE (p-Value 0.03511371572749447)
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Mann-Whitney U Test STAGE_POST (p-Value 0.007756321419511779)

Cluster Pacientes A ClUster Pacientes B

4.0

EY

0.0 05 10 15 20 25 3.0 35 4.0 200 225 250 275 300 325 350 375

Figura 49: Analisis de diferencias entre la poblacién con niveles altos y bajos de Qoppa mediante Mann — Whitney

para estadio al diagndstico, extraccién y postextraccion.

Figura de elaboracién propia. Se muestran las diferencias estadisticamente significativas para estadio al
diagnéstico, extraccion y postextraccién obtenidas de la comparacion mediante Mann - Whitney entre las

poblaciones con niveles altos y bajos de Qoppa.
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Mann-Whitney U Test TUMORBURDEN_DX (p-Value 0.003753127987665003)

Clister Pacientes A » Cluster Pacientes B

Percent
G

Mann-Whitney U Test TUMORBURDEN_SAMPLE (p-Value 0.027836425499267178)

Cluaster Pacientes A Cluster Pacientes B

40 15.0

12.5

Percent
Percent

10.0

7.5

5.0

25

Mann-Whitney U Test TUMORBURDEN_POST (p-Value 0.00535446221274297)
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Figura 50: Analisis de diferencias entre la poblacién con niveles altos y bajos de Qoppa mediante Mann — Whitney
para carga tumoral al diagnéstico, extraccién y postextraccién.

Figura de elaboracién propia. Se muestran las diferencias estadisticamente significativas para carga tumoral al
diagnostico, extraccion y postextraccién obtenidas de la comparaciéon mediante Mann - Whitney entre las
poblaciones con niveles altos y bajos de Qoppa.
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Mann-Whitney U Test METSBURDEN_DX (p-Value 0.001851783306297069)
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Figura 51: Analisis de diferencias entre la poblacién con niveles altos y bajos de Qoppa mediante Mann — Whitney
para carga metastasica ponderada al diagnéstico, extraccién y postextraccién.

Figura de elaboracién propia. Se muestran las diferencias estadisticamente significativas para carga metastasica
ponderada al diagndstico, extraccién y postextracciéon obtenidas de la comparacion mediante Mann - Whitney
entre las poblaciones con niveles altos y bajos de Qoppa.
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Mann-Whitney U Test STAGE_POST (p-Value 0.022012048612677297)
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Figura 52: Andlisis de diferencias entre la poblacién no metastasica a la extracciéon con niveles altos y bajos de
Qoppa mediante Mann — Whitney para estadio, carga tumoral y carga metastasica ponderada postextraccion.

Figura de elaboracién propia. Se muestran las diferencias estadisticamente significativas para estadio, carga
tumoral y carga metastasica ponderada postextraccion obtenidas de la comparacién mediante Mann - Whitney
entre la poblacion no metastésica a la extraccion con niveles altos y bajos de Qoppa.
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Mann-Whitney U Test METSDENOVO (p-Value 0.013470871278674478)
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Figura 53: Analisis de diferencias entre la poblacién no metastésica a la extraccién con niveles altos y bajos de
Qoppa mediante Mann — Whitney para metéstasis de novo postextraccion.

Figura de elaboracién propia. Se muestran las diferencias estadisticamente significativas para metastasis de novo
postextraccién obtenidas de la comparacion mediante Mann - Whitney entre la poblacion no metastésica a la
extraccién con niveles altos y bajos de Qoppa.
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Mann-Whitney U Test STAGE_DX (p-Value 0.03974061705964271)
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Figura 54: Analisis de diferencias entre la poblacién metastésica a la extraccién con niveles altos y bajos de Qoppa
mediante Mann — Whitney para estadio y carga metastésica ponderada al diagnéstico.

Figura de elaboracién propia. Se muestran las diferencias estadisticamente significativas para estadio y carga
metastadsica ponderada al diagnéstico obtenidas de la comparacién mediante Mann - Whitney entre la poblacion
metastasica a la extraccién con niveles altos y bajos de Qoppa.
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5.4.8. Andlisis de Kapplan-Meiery modelo de regresién de Cox de supervivencia

entre la poblacién con niveles altos y bajos de Qoppa

El anélisis de supervivencia total de Kaplan-Meier en la poblacién total
estratificado por valor de Qoppa alto (Q > 4.775) y bajo (Q < 4.775) arrojé
diferencias estadisticamente significativas. La mediana de supervivencia global fue
de 234 dias en el grupo Qoppa alto vs. no alcanzada en grupo Qoppa bajo (p=0.042,
Figura [55). Sin embargo, en el analisis de riesgos proporcionales de Cox no se
alcanz6 significancia estadistica (HR=6.9; IC 95%: 0.8 - 0.59; p=0.079), tal y como
se muestra en Figura

Estudiando en detalle las subpoblaciones no metastdsicas a la extraccién y
las si metastésicas, objetivamos que las diferencias estadisticamente significativas
para el riesgo de éxitus desaparecen en el andlisis de Kapplan-Meier para la
poblacién metastastica a la extraccion (Figuras[57]y[59). Por otra parte, se confirman
dichas diferencias en la poblacién no metastasica a la extraccién obteniéndose una
diferencia de mediana de supervivencia global de 391 dias para poblacién con
Qoppa alto vs. no alcanzada en grupo Qoppa bajo (p=0.034) con una separacién

completa en el andlisis de riesgos proporcionales de Cox, tal y como se muestra en

Figura 56
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Figura 55: Anélisis de Kapplan - Meier de supervivencia entre la poblacién con niveles altos y bajos de Qoppa.

Figura de elaboracién propia. Se muestra la diferencia estadisticamente significativa en probabilidad de
supervivencia entre la poblacién con niveles altos y bajos de Qoppa.
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Figura 56: Analisis de Kapplan - Meier de supervivencia entre la poblacién no metastasica a la extraccién con
niveles altos y bajos de Qoppa.

Figura de elaboracién propia. Se muestra la diferencia estadisticamente significativa en probabilidad de
supervivencia entre la poblacién no metastasica a la extraccién con niveles altos y bajos de Qoppa.
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Figura 57: Andlisis de Kapplan - Meier de supervivencia entre la poblacién metastésica a la extraccion con niveles
altos y bajos de Qoppa.

Figura de elaboracién propia. Se muestra la diferencia no estadisticamente significativa en probabilidad de
supervivencia entre la poblacién metastasica a la extraccién con niveles altos y bajos de Qoppa.
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Figura 58: Analisis de modelo de regresion de Cox de supervivencia entre la poblacién con niveles altos y bajos de

Qoppa.

Figura de elaboracién propia. Se muestra la hazard ratio de supervivencia entre la poblacién con niveles altos y
bajos de Qoppa sin alcanzar significancia estadistica.
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Figura 59: Analisis de modelo de regresién de Cox de supervivencia entre la poblacién metastasica a la extraccion
con niveles altos y bajos de Qoppa.

Figura de elaboracién propia. Se muestra la hazard ratio de supervivencia entre la poblacién metastésica a la
extraccién con niveles altos y bajos de Qoppa sin alcanzar significancia estadistica.
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5.4.9. Analisis de Kapplan-Meiery modelo de regresién de Cox de supervivencia
libre de progresién metastdsica entre la poblacién no metastdsica a la extraccién

con niveles altos y bajos de Qoppa

El estudio de supervivencia libre de progresién metastasica (SLPM) mediante
Kaplan-Meier en la subpoblacién sin metastasis al momento de extraccién
(N=18), estratificado por nivel de Qoppa (alto n=6, bajo n=12) mostré diferencias
estadisticamente significativas. La mediana de SLPM fue de 215 dias en grupo

Qoppa alto vs. no alcanzada (>300 dias) en grupo Qoppa bajo (p=0.024, figura [60).

Sin embargo, el anélisis de riesgos proporcionales de Cox no alcanzé significancia
estadistica, mostrando un HR=8.4 (IC 95 %: 0.93-76) con un valor p=0.058, tal y como

se muestra en Figura 61}
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Figura 60: Analisis de Kapplan - Meier de supervivencia libre de progresién metastasica entre la poblacién no
metastasica a la extraccién con niveles altos y bajos de Qoppa.
Figura de elaboracién propia. Se muestra la diferencia estadisticamente significativa en probabilidad de
supervivencia libre de progresién metastédsica entre la poblacién no metastésica a la extracciéon con niveles altos y
bajos de Qoppa.
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Figura 61: Analisis de modelo de regresién de Cox de libre de progresién metastésica entre la poblacion no
metastasica a la extraccién con niveles altos y bajos de Qoppa.

Figura de elaboracién propia. Se muestra la hazard ratio de supervivencia libre de progresién metastasica entre la
poblacién no metastasica a la extraccién con niveles altos y bajos de Qoppa sin alcanzar significancia estadistica.






VI - DISCUSION






CarituLo VI - Discusion 183

VI - DISCUSION

6.1. TEST DE NORMALIDAD DE LOS PARAMETROS ANALITICOS Y BIOMARCADORES

El hecho de que no pudiera comprobarse la normalidad de las muestras de
los pardmetros analiticos y biomarcadores es de gran importancia ya que obligé
a utilizar test no paramétricos y medidas de escalado como Min-Max en lugar
de normalizacién Z-score. Dicha obligacién es extensible a todas las variables,
incluidas aquellas con nivel de significacion p > 0.05, ya que el calculo de las
correlaciones y de los cltsters esta fuertemente influido por las medidas de escalado
y estandarizacién aplicadas. Aplicar una estrategia a unas variables y otra estrategia

diferente a otras hubiera generado ruido y amplificado diferencias inexistentes.

Es importante mencionar que la no normalidad de variables en estudios clinicos
es esperable y estd ampliamente reflejada en la literatura. Los analitos plasméticos
suelen tener amplias dispersiones debido a las comorbilidades y las caracteristicas
intrinsecas de la poblacién a estudio. Ademds, también es relevante que las técnicas
de multiplex suelen presentar regiones de medida no lineales en sus curvas de
calibracién, reforzando, por tanto, que estos pardmetros se alejen de la normalidad.
Una reciente revision publicada en la revista Signal Transduction and Targeted Therapy
(2024) menciona los retos de la biopsia liquida para su uso en este tipo de estudios
[62].

6.2. PAPEL DISCRIMINADOR DEL RIESGO DE METASTASIS DE NOVO Y EXITUS DE QOPPA

Este estudio piloto prospectivo sugiere que Qoppa, un pardmetro sintético
que integra 11 biomarcadores onco-metabdlicos con 16 pardmetros de laboratorio

globales, presenta un rendimiento discriminatorio satisfactorio (AUC=0.78) para
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estratificar el riesgo de metéstasis de novo y de mortalidad en una cohorte
de pacientes con tumores sélidos. Esto queda respaldado por diferencias
estadisticamente significativas observadas mediante el analisis de Kaplan-Meier.
Sin duda, el mensaje mas importante es que este nuevo enfoque practico unifica
sefales del propio tumor y del paciente. Esto puede indicar la presencia temprana
de nicho premetastético, incluso en el contexto clinico de este trabajo, claramente
heterogéneo. La mayoria de los enfoques disponibles multi-cdncer basados en
indices inflamatorios, protedmica plasmatica, firmas de RNA exosomal y paneles
de metilacion de cfDNA han demostrado una estratificacion clinicamente relevante,
avalando la justificacién de estos modelos integrativos, como se ilustra en trabajos

recientes en otros contextos tumorales [69, 70, |74}, 93, (118, [1344136].

La tendencia mas actual en oncologia de precisién es la optimizacién de paneles
multianaliticos y el desarrollo de modelos estadisticos integrativos que combinen
datos clinicos y analiticos. Un estudio publicado en 2020 con biopsia liquida
demostré que el anélisis de metilacion en DNA circulante permite detectar mas de
50 tipos distintos de cancer en todos sus estadios [136]. Desde aquel trabajo, otros
estudios prospectivos han intentado evaluar la eficacia de realizar tests no invasivos
como un simple andlisis de sangre. Asi, el estudio PATHFINDER, publicado en
la revista Lancet en 2023, confirm¢ la capacidad de detectar de manera temprana
la enfermedad [135]. Otro estudio, SYMPLIFY, utilizé también la metilaciéon del
DNA para la deteccién de cancer con mayor sensibilidad en estadios més avanzados
[137]. En paralelo con el DNA circulante, han emergido otras estrategias de
deteccion basadas en 6micas (transcriptémica, proteémica o incluso metabolémica).
Un estudio recientemente publicado en la revista Nature (2025), evidencia que la
espectrometria de masas permite oportunidades diagndsticas importantes [138],
si bien es cierto que las técnicas no estdn ampliamente implementadas y son
muy costosas para su implementacion clinica. Todo el conjunto de investigaciones
recientes evidencia un objetivo comun: la necesidad de detectar y monitorizar el

avance de la enfermedad tumoral.

Colectivamente, el nuevo indice Qoppa se basa en medir una biopsia liquida
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funcional en la que empleamos parametros bioquimicos disponibles y un panel de
biomarcadores onco-metabdlicos. En este trabajo de investigacién, hemos aplicado
un panel multiplex factible de implementar e incluso de externalizar por hospitales,
lo hace més interesante, si cabe, para los servicios sanitarios. La diseminacién
metastatica requiere de componentes celulares, pero también moleculares y se
necesitan estudios que implementen el uso de biopsias liquidas para el diagnéstico
clinico, el pronéstico y el tratamiento [134]. Mientras que otros estudios evaluaron
inmunodeteccién multiplexada con inmunofluorescencia, este estudio es el primero
en integrar sistemdticamente biomarcadores onco-metabdlicos con pardmetros de
laboratorio global para la estratificacién del riesgo metastdsico en multiples tipos

de tumores.

El panel de biomarcadores plasméticos integrado en Qoppa describe mecanismos
muy amplios del proceso metastatico. Esta seleccion cubre deliberadamente
dimensiones complementarias del nicho premetastdsico e interacciones sistémicas
tumor-huésped. Como parte del disefio del panel, se tuvieron en cuenta proteinas
relacionadas con la activacién endotelial, la permeabilidad y adhesién vascular
(ANGPTL4, HGF e ICAM1). Estos mecanismos son esenciales en la extravasacién
e invasion metastatica. Mas concretamente, la ANGPTL4 presenta una funcién
bien definida en el proceso tumoral, incluyendo angiogénesis y metdstasis [23].
CATHEPSIN-D y MPO capturan remodelacién proteolitica e inflamacién impulsada
por neutroéfilos, ambas asociadas con invasividad aumentada y siembra metastédsica
[139]. La MPO denota un estado prooxidativo en los neutréfilos, estos granulocitos
participan activamente en la metdstasis. Estas rutas estdn particularmente alteradas
en los procesos metastaticos, ya que las células tumorales secretan citoquinas con
funciones duales protumorales e inmunomoduladoras, y pueden ser mas facilmente
detectables en sangre. Los biomarcadores FGF21, GDF15 y leptina integran estrés
metabdlico inducido por tumor y sefalizacién adiposa-hepdtica, procesos que
afectan la competencia inmunolégica y el estado metabdlico de érganos objetivo.
Este enfoque es importante porque entiende que el cédncer es una enfermedad

no s6lo genética sino también sistémica con alteraciones metabdlicas e inmunes
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cuantificables en sangre [62]. Ademas, IL6, IL10 e IL18 fueron seleccionadas como
citoquinas con funciones duales pro-tumor e inmunomoduladoras, evaluando
colectivamente inflamacion sistémica crénica y escape inmunoldgico. Mas alla
de su significancia mecanicista y opuesta (proinflamacién vs. inmunosupresion),
estos biomarcadores fueron seleccionados basados en evidencia previa de variacién
dindmica con carga tumoral, enriquecimiento parcial en tejidos hepaticos, adiposos
o endoteliales que habilitan inferencia relacionada con 6rganos, y su viabilidad
para cuantificacién multiplexada robusta en laboratorios clinicos. Las correlaciones
de los biomarcadores onco-metabdlicos con la edad, superficie corporal o indice
de masa corporal fueron escasas y de poca amplitud. En la bibliografia, hemos
encontrado estudios con pacientes con cancer que muestran también correlaciones
entre LEPTIN-BMI; o GDF15-edad (p=0.025) [140, 141]. Aunque existen estudios
respecto al potencial impacto de estas variables clinicas en ciertos pardmetros
analiticos globales como nlr o sii, dicho impacto no esta bien establecido y ha
mostrado tendencias contradictorias [142, 143]. Somos conscientes de que las
relaciones observadas en este estudio entre la superficie corporal o el indice
de masa corporal y los pardmetros analiticos globales deberian observarse con
cautela debido a la complejidad de esas interrelaciones y a la heterogeneidad de

la poblacién.

El parametro Qoppa fue clinicamente relevante, mostrando variacién significativa
de acuerdo con el riesgo prondstico para el desarrollo de metéstasis de novo y éxitus
en poblacién no metastasica. Ademas, las diferencias entre valores de Qoppa alto
y bajo reflejaron divergencia marcada en ciertos biomarcadores onco-metabdlicos.
Adicionalmente, las diferencias entre Qoppa alto y bajo se correlacionaron con
diferencias clinicas en estadio de enfermedad, carga tumoral y carga metastésica
al diagnoéstico, muestreo y post-muestreo. Estos hallazgos refuerzan el concepto
de que las variables que comprenden el pardmetro sintético Qoppa capturan un
estado biolégico sistémico que expresa la trayectoria de la enfermedad y el proceso
oncolégico, permitiendo monitoreo no invasivo repetido de pacientes de alto riesgo.

Dentro de este enfoque, Qoppa no pretende nunca sustituir criterios clinicos, sino
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ofrecer una herramienta cuantitativa complementaria para identificar y estratificar
pacientes de alto riesgo que requieren de una vigilancia mas estrecha, apoyar
tratamientos coadyuantes cuando exista la posibilidad y repetir su monitorizacién
a lo largo de la enfermedad. Este punto de vista es particularmente interesante
dentro de la oncologia de precisién, ya que podria suponer una herramienta mas
en la asistencia clinica habitual de los pacientes y se alinea con las tendencias mas
innovadoras y actuales en oncologia, en la cual la enfermedad tumoral se identifica

antes de su visibilidad en estudios de imagen.

Por otro lado, los resultados presentados aqui deben considerarse generadores
de hipétesis para estudios posteriores respecto a la utilidad clinica de Qoppa mds
grandes. Somos conscientes de que la adopcién de Qoppa en la practica clinica
real requerirfa, primero, una validacion clinica en cohortes mayores, un estudio
de costes, asi como la estandarizacién de los procedimientos analiticos (manejo
de muestras, calibracién, control de calidad). Por su parte, la heterogeneidad
de tipos tumorales incluidos en este estudio también puede considerarse una
limitacién, pero se plante6 asi desde el inicio dado que este nuevo indice aspira
a ser un pan-cancer y se busca explorar su comportamiento transversal en distintas
neoplasias. Se entiende que distintos tipos de tumores presentan diversa naturaleza,
biologfa, tropismo, escape inmune y perfil inflamatorio, lo cual también puede
estar afectando al modelo. Por ello, la seleccién de parametros analiticos globales
y biomarcadores onco-metabdlicos diversos, se realizé para intentar capturar la
mayor informacién posible y desde los distintos puntos de referencia. En general,
los estudios pan-cancer actuales emplean cohortes muy grandes con capacidad de
estratificar por tipo de tumor y estadio [136, 138] y deberia ser uno de los pasos en

una hoja de ruta futura.

Qoppa exhibié capacidad discriminatoria limitada en pacientes con enfermedad
metastasica en el momento del analisis. Esta limitaciéon puede atribuirse a la
presencia de una dindamica molecular mas compleja con varias rutas de progresion
tumoral adquiridas que se desarrollan en el mismo espacio y tiempo, tal y como

comentdbamos en la introduccién de este trabajo. Esto genera un ruido biolégico
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y reduce la sensibilidad del indice. Esto sugiere que mientras la conjuncién de
parametros analiticos globales con biomarcadores onco-metabdlicos puede detectar
inicio de metastasis, es inadecuado para identificar variaciones en carga metastasica
una vez que el proceso metastdsico se ha establecido. En el grupo de pacientes
no metastdsicos a la inclusién se incluyeron dos pacientes que habian presentado
metdstasis al diagnéstico y que tras tratamiento se encontraban mas de seis meses
libres de metéstasis. Conocida la posible fuente de sesgo, se realizé el subanélisis
de curvas operador ROC sin incluir estos pacientes, lo cual arrojé los mismos
resultados. Esto refuerza los resultados del andlisis principal, el planteamiento del

estudio y el potencial papel clinico de Qoppa.

Serian necesarios nuevos trabajos con aproximaciones complementarias de
Qoppa junto con DNA circulante u otras técnicas émicas. No obstante, dado el
impacto prondstico sustancial del inicio de metéstasis, Qoppa permanece con un
considerable interés y utilidad clinica para la deteccién de la poblacién en alto riesgo

de desarrollo de metéstasis de novo.
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VII - CONCLUSIONES

Este estudio piloto prospectivo sugiere que la medicién clinica de biomarcadores
onco-metabdlicos es viable en sangre periférica de pacientes oncolégicos. La
integracion de estos biomarcadores plasmaéticos relacionados con la activacién
endotelial, inflamacién y metabolismo con pardmetros de laboratorio globales en
la variable sintética Qoppa se asocié consistentemente con riesgo de éxitus y
metastasis de novo en esta pequefia cohorte generadora de hipétesis, respaldando
la viabilidad metodolégica de este enfoque. Por ello, siguiendo los objetivos

propuestos incialmente, las conclusiones de esta tesis doctoral son las siguientes:

1. En esta cohorte de pacientes oncolégicos del sur de Espafia se selecciond,
y se analiz6 un panel de biomarcadores onco-metabdlicos circulantes,
evidenciando un perfil sistémico compatible con activacion inflamatoria,
disfuncién inmunometabdlica y alteraciones endoteliales propias del contexto
tumoral. El andlisis conjunto mostré asociaciones relevantes entre varios
biomarcadores del panel y pardmetros analiticos globales de uso clinico
(hemograma e indices derivados, marcadores inflamatorios, y parametros de
funcién hepética y renal), apoyando que estos mediadores reflejan el estado

biolégico global del paciente.

2. La integraciéon de los biomarcadores onco-metabdlicos con pardmetros
analiticos globales permiti6 desarrollar un nuevo indice prondstico compuesto
(Qoppa), que demostré capacidad discriminatoria global para estratificar
el riesgo de metdstasis de novo y mortalidad. En conjunto, los resultados
respaldan la utilidad potencial de este enfoque integrativo como herramienta
de medicina de precision para identificar pacientes de alto riesgo mediante
una biopsia liquida funcional basada en extraccién sanguinea y analitica

accesible.

3. Las correlaciones de los biomarcadores onco-metabdlicos con la edad,
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superficie corporal o indice de masa corporal fueron escasas. Se requiere de
mas estudios para definir el impacto de la superficie corporal e indice de masa

corporal en los pardmetros analiticos globales.

4. El proceso de toma de muestras, procesamiento y obtencién de datos fue

factible en la préctica clinica habitual.

Aunque los datos presentes son insuficientes para justificar implementacién
clinica inmediata, proporcionan una prueba de concepto de que tales paneles
plasmaticos integrativos pueden capturar informacién clinicamente relevante en
contextos clinicopatoldgicos estdndar. Este tipo de estudios piloto aportan una
validacion prospectiva y sirven de base a un refinamiento en cohortes méas grandes,

estratificadas por tipo de tumor y multicéntricas.
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VIII - LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

8.1. LIMITACIONES

Este estudio piloto tiene varias limitaciones, relacionadas principalmente con la

potencia estadistica limitada.

Primero, el tamafio de la cohorte fue modesto (n=30) y fue altamente heterogéneo
en términos de tipo de tumor primario, estadio, tratamientos previos y carga
metastasica. Aunque esta heterogeneidad se alinea conceptualmente con la
naturaleza pan-tumoral y centrada en el huésped de Qoppa, probablemente
aumento el ruido y diluy6 asociaciones potenciales dentro de subgrupos especificos.
Cabe destacar que tal heterogeneidad también limita la definicién de un punto de
corte universal tinico, ya que los umbrales clinicos pueden variar entre tipos de

tumores y condiciones clinicas.

Segundo, dado el tamafio pequefio de muestra comparado con el nimero de
variables integradoras, existe riesgo de sobreajuste de modelo (AUC=0.78). Esto
fue parcialmente mitigado por validacién interna usando remuestreo bootstrap.
Sin embargo, esto no puede sustituir una validaciéon externa. Consistente con
esto, la significancia de la regresion de Cox fue borderline (p=0.058), lo que
probablemente refleja una potencia insuficiente en lugar de ausencia de asociacion.
Como consecuencia, las estimaciones de efecto, puntos de corte propuestos y la
aparente separacién prondstica entre estratos de Qoppa deben interpretarse con

cautela y considerarse exploratorios.

Tercero, no especificamos estratificaciéon por estirpe tumoral o tratamiento, por
lo que la aplicabilidad clinica pan-cancer de Qoppa debe ser confirmada. Antes
del uso rutinario, su rendimiento prondstico, reproducibilidad y valor afiadido

deben confirmarse en cohortes mas grandes multicéntricas estratificadas por tipo
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de tumor y escenario clinico. Los estudios futuros también deberian explorar

si versiones simplificadas y especificas del contexto del panel de biomarcadores

pueden retener la mayoria de la informaciéon predictiva mientras mejoran la

viabilidad y rentabilidad antes de su implementacién clinica.

8.2. FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Una vez que se completen los pasos ya descritos en las limitaciones superiores,

los cuales son necesarios para desarrollar el enfoque de Qoppa y su orientacién no

centrada sélo en el tumor sino también en la respuesta del huésped, consideramos

interesante destacar las posibles futuras lineas de investigacién:

» Nuevos biomarcadores 6rgano especificos: La deteccién de un alto riesgo

de desarrollo de metastasis de novo de Qoppa se basa en obtener una
imagen de la situacién bioldgica desde distintos puntos de vista aportados
por biomarcadores onco-metabdlicos y pardmetros analiticos globales. Dicho
enfoque puede enriquecerse incluyendo biomarcadores érgano-especificos
que hablen de la potencial actividad tumoral en dicho 6rgano. Esto permitiria
conocer no sélo la presencia de riesgo sino la posible localizacién del mismo.
Asimismo, generaria una nueva linea de investigacién sobre qué hacer y como
tratar la presencia de enfermedad exclusivamente bioquimica. Este paradigma
ya se ha dado en neoplasias como el adenocarcinoma de préstata y a dia de hoy
tenemos tratamientos disponibles para la recaida exclusivamente bioquimica

sin metdastasis radiolégicamente observables.

Anilisis evolutivo temporal: Actualmente, las capacidades analizadas de
Qoppa son estaticas, consistiendo en una instantdnea fija en un momento
temporal de la enfermedad. Aportaria gran cantidad de informacién y
valor clinico estudiar un enfoque andlogo de pardmetros analiticos globales
y biomarcadores onco-metabdlicos que varien a lo largo del tiempo y

analizar las implicaciones de dichas variaciones en el riesgo de desarrollo de
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metastasis. Esta aproximacién evolutiva podria aportar una captura dindmica

de la enfermedad.

» Complementar con RNA, DNA circulante u otras émicas para pacientes
metastdsicos: Qoppa no ha mostrado valor en la poblacién metastésica a la
extraccion. La adicién de anélisis de microRNA, DNA tumoral circulante,
proteémica plasmatica u otro algtn andlisis adicional podria complementar
el enfoque y aportar valor a la deteccién de progresién de los pacientes

metastasicos.

» Integracién en una plataforma tnica evolutiva: Seria de interés estandarizar,
externalizar y profesionalizar la deteccién dentro de un proceso normalizado
de trabajo que permitiese a cualquier centro remitir las muestras y enviar
datos mediante una plataforma informatica. De esta manera, el servicio podria
prestarse en cualquier drea geografica y facilitarfa que pudiera accederse a él

de manera evolutiva en distintos momentos temporales de la enfermedad.
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X - ANEXOS

ANEXO 1. METODO DE SILHOUETTE SCORE PARA LA DETERMINACION DEL NUMERO
OPTIMO DE CLUSTERS POR VARIABLES EN EL ANALISIS DE PARAMETROS ANALTICOS Y DE

BIOMARCADORES ORGANO - ESPECIFICOS

Se recopilan los resultados de cada iteracion obtenidos al aplicar el andlisis de

silhouette score para determinar el nimero 6ptimo de cltsters.
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Figure 1.1: Andlisis de silhouette score para todos los nimeros de clusters de variables posibles.

Silhouette analysis for clustering on data with n_clusters = 2. Av. SilScore: 0.36831478672709805

The silhouette plot for the various clusters. The visualization of the clustered data.
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CAPITULO — ANEXOS 223

Figure 1.2: Analisis de silhouette score para todos los nimeros de clusters de variables posibles.

Silhouette analysis for clustering on data with n_clusters = 5. Av. SilScore: 0.2333990288550931

The silhouette plot for the various clusters.

The visualization of the clustered data.

5
1.00
0.75 . .
4
£
£ 050
£
2
3 3 N 025
2 o
2 £
3 s
0.00
g 9
[} B
e T &
2 U 0 025
- 2
s
& —0.50
1
I 075
i
|
i
! -1.00
-0.1 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10 -1.0 -0.5 0.0 0.5 10 15 2.0
The silhouette coefficient values Feature space for the 1st feature
Silhouette analysis for clustering on data with n_clusters = 6. Av. SilScore: 0.23257419228163514
The silpouette plot for the various clusters. The visualization of the clustered data.
1.00
5
i 0.75
i ¢
E
- I g
L
2
3 N 0.25 .
a o
I} £
5 3 T
2 & 0.00 2
E g
[} @
2
| o025
2 El
s
! & —0.50
i .
H .
|
! O —075
1
|
i
! -1.00
-0.1 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 -1.0 -05 0.0 0.5 1.0 15 2.0
The silhouette coefficient values Feature space for the 1st feature
Silhouette analysis for clustering on data with n_clusters = 7. Av. SilScore: 0.24823020341581153
The silhouette plot for the various clusters. The visualization of the clustered data.
1.00
6
|
H 0.75
i
i
| o
4 = 2
2 050
L
2
3 0.25
g 4 9
4 £
et T
I
g 8 0.00
E} o
s} 3 ©
&
o 025
5
* I g
! & —0.50
1
i b
1 —' -0.75
|
i o
! -1.00
-0.1 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10 -1.0 -05 0.0 0.5 1.0 15 2.0

The silhouette coefficient values

Feature space for the 1st feature

Elaboracién propia. Tamaifio total del grupo: 30 pacientes. Ntimero de variables de estudio: 31 variables. Se
muestra en la figura las curvas del andlisis de silueta con aumento progresivo de niimero de cltsters para la
determinacién del coeficiente silueta promedio y la determinacién del punto éptimo de corte.



224

Javier Diaz SanTOs

Figure 1.3: Analisis de silhouette score para todos los niimeros de clusters de variables posibles.
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Silhouette analysis for clustering on data with n_clusters = 8. Av. SilScore: 0.23112920460594308
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Figure 1.4: Analisis de silhouette score para todos los nimeros de clusters de variables posibles.

Silhouette analysis for clustering on data with n_clusters = 11. Av. SilScore: 0.24374278922414183

The s\ltleuette plot for the various clusters.
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Figure 1.5: Analisis de silhouette score para todos los niimeros de clusters de variables posibles.

Silhouette analysis for clustering on data with n_clusters = 14. Av. SilScore: 0.25416593155264183

The slltlxsuette plot for the various clusters.
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Figure 1.6: Analisis de silhouette score para todos los niimeros de clusters de variables posibles.

Silhouette analysis for clustering on data with n_clusters = 17. Av. SilScore: 0.23771283555508088

The s\ltﬁuette plot for the various clusters.
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Elaboracién propia. Tamaifio total del grupo: 30 pacientes. Ntimero de variables de estudio: 31 variables. Se
muestra en la figura las curvas del andlisis de silueta con aumento progresivo de niimero de cltsters para la
determinacién del coeficiente silueta promedio y la determinacién del punto éptimo de corte.
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Figure 1.7: Andlisis de silhouette score para todos los nimeros de clusters de variables posibles.

Silhouette analysis for clustering on data with n_clusters = 20. Av. SilScore: 0.21532696054418757
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19
18
17
16
15
14

Cluster label

-0.1 0.0 0.2 0.4 0.6
The silhouette coefficient values

Silhouette analysis for clustering on

The sil?fuette plot for the various clusters.

20
19
18
17
16 !
15
14

Cluster label

0.8

The visualization of the clustered data.

e
N
G

e
=
S)

—0.25

Feature space for the 2nd feature

—-0.50

—0.75

-1.00

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0
Feature space for the 1st feature

data with n_clusters = 21. Av. SilScore: 0.18499960362674023

HFNWA U O N ® O

-0.1 0.0 0.2 0.4 0.6
The silhouette coefficient values

Silhouette analysis for clustering on

The SII?Suette plot for the various clusters.

21
20
19
18 |
17
16
15
14
13
12
1
10
9

Cluster label

08

The visualization of the clustered data.

100

e
=
S

—0.25

Feature space for the 2nd feature

—-0.50

—0.75

-1.00

-1.0 -0.5 0.0 0.5 10 15 20
Feature space for the 1st feature

data with n_clusters = 22. Av. SilScore: 0.17058244971813347

FNWAU O @

-0.1 0.0 0.2 0.4 0.6
The silhouette coefficient values

08

The visualization of the clustered data.

Feature space for the 2nd feature
s °
N o
& 3

-0.50

-0.75

-1.00

-1.0 -0.5 0.0 0.5 10 15 20
Feature space for the 1st feature

Elaboracién propia. Tamano total del grupo: 30 pacientes. Ntimero de variables de estudio: 31 variables. Se
muestra en la figura las curvas del andlisis de silueta con aumento progresivo de niimero de cltsters para la
determinacién del coeficiente silueta promedio y la determinacién del punto 6ptimo de corte.
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Figure 1.8: Andlisis de silhouette score para todos los nimeros de clusters de variables posibles.

Silhouette analysis for clustering on data with n_clusters = 23. Av. SilScore: 0.15122056446347465
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Elaboracién propia. Tamaifio total del grupo: 30 pacientes. Ntimero de variables de estudio: 31 variables. Se
muestra en la figura las curvas del andlisis de silueta con aumento progresivo de niimero de cltsters para la
determinacién del coeficiente silueta promedio y la determinacién del punto éptimo de corte.
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Figure 1.9: Andlisis de silhouette score para todos los nimeros de clusters de variables posibles.

Silhouette analysis for clustering on data with n_clusters = 26. Av. SilScore: 0.12866672127731857
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Elaboracién propia. Tamano total del grupo: 30 pacientes. Ntimero de variables de estudio: 31 variables. Se
muestra en la figura las curvas del andlisis de silueta con aumento progresivo de niimero de cltsters para la
determinacién del coeficiente silueta promedio y la determinacién del punto 6ptimo de corte.
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Figure 1.10: Analisis de silhouette score para todos los ntimeros de clisters de variables posibles.

Silhouette analysis for clustering on data with n_clusters = 29. Av. SilScore: 0.0379974919937053
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Elaboracién propia. Tamaifio total del grupo: 30 pacientes. Ntimero de variables de estudio: 31 variables. Se
muestra en la figura las curvas del andlisis de silueta con aumento progresivo de niimero de cltsters para la
determinacién del coeficiente silueta promedio y la determinacién del punto éptimo de corte.
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ANEXO 2. ESTUDIO DE CURVAS OPERADOR ROC PARA RIESGO DE DEBUT METASTASICO EN

PACIENTES NO METASTASICOS A LA INCLUSION CON EXCLUSION DE JER3 v JER11

Paralelamente al estudio realizado, se repiti6 el andlisis de manera analoga
excluyendo del mismo a los pacientes [ER3 y JER11. Estos pacientes tal y como
se describe en la seccién de Resultados habian tenido metdstasis al diagndstico
pero no las presentaban a la extraccién y se encontraban mas de 6 meses con la
enfermedad estable y ausencia de metéstasis detectables al reclutamiento. Al excluir
dichos pacientes los resultados que se obtienen son solapables a los previamente
obtenidos.

Figure 2.1: Curva ROC para stigma (G) como clasificador del riesgo de debut metastésico en pacientes no
metastasicos a la inclusién con exclusién de JER3 y JER11.
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Elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para stigma (G) como clasificador del riesgo de debut
metastdsico en pacientes no metastasicos a la inclusién con exclusién de JER3 y JER11 (17) con un drea bajo la
curva (area under the curve, AUC) de 0.44.
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Figure 2.2: Curva ROC para qoppa (Q) como clasificador del riesgo de debut metastasico en pacientes no

metastasicos a la inclusion con exclusién de JER3 y JER11.
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Elaboracion propia. Se representan la curva operador ROC para qoppa (Q) como clasificador del riesgo de debut
metastasico en pacientes no metastasicos a la inclusién con exclusién de JER3 y JER11 (17) con un &rea bajo la
curva (area under the curve, AUC) de 0.75.
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Figure 2.3: Curva ROC para qoppa-biomarcador (Qg) como clasificador del riesgo de debut metastésico en
pacientes no metastasicos a la inclusién con exclusién de JER3 y JER11.
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Elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para qoppa-biomarcador (Qg) como clasificador del
riesgo de debut metastédsico en pacientes no metastédsicos a la inclusién con exclusion de JER3 y JER11 (17) con un
drea bajo la curva (area under the curve, AUC) de 0.79.
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Figure 2.4: Curva ROC para qoppa-analitico (Qg) como clasificador del riesgo de debut metastasico en pacientes
no metastasicos a la inclusién con exclusién de JER3 y JER11.
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Elaboracion propia. Se representan la curva operador ROC para qoppa-analitico (g) como clasificador del riesgo
de debut metastésico en pacientes no metastésicos a la inclusién con exclusion de JER3 y JER11 (17) con un area
bajo la curva (area under the curve, AUC) de 0.72.
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ANEXO 3. EsTuDIO DE CURVAS OPERADOR ROC PARA RIESGO DE EXITUS EN TODA LA

POBLACION CON EXCLUSION DE JER3 Y JER11

Figure 3.1: Curva ROC para stigma (G) como clasificador del riesgo de éxitus en toda la poblacién con exclusién

de JER3y JER1.
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Elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para stigma (G) como clasificador del riesgo de éxitus
en toda la poblacién con exclusion de JER3 y JER11 (29) con un area bajo la curva (area under the curve, AUC) de

0.28.
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Figure 3.2: Curva ROC para qoppa (Q) como clasificador del riesgo de éxitus en toda la poblacién con exclusién

de JER3 y JER11.
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Elaboracion propia. Se representan la curva operador ROC para qoppa (Q) como clasificador del riesgo de éxitus
en toda la poblacién con exclusién de JER3 y JER11 (29) con un &rea bajo la curva (area under the curve, AUC) de

0.78.
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Figure 3.3: Curva ROC para qoppa-biomarcador (Qg) como clasificador del riesgo de éxitus en toda la poblacién

con exclusién de JER3 y JER11.
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Elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para qoppa-biomarcador (Qg) como clasificador del
riesgo de éxitus en toda la poblacién con exclusiéon de JER3 y JER11 (29) con un érea bajo la curva (area under the

curve, AUC) de 0.70.
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Figure 3.4: Curva ROC para qoppa-analitico (Qg) como clasificador del riesgo de éxitus en toda la poblacién con

exclusién de JER3 y JER11.
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Elaboracion propia. Se representan la curva operador ROC para qoppa-analitico (g) como clasificador del riesgo
de éxitus en toda la poblacién con exclusiéon de JER3 y JER11 (29) con un érea bajo la curva (area under the curve,

AUC) de 0.67.
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ANEXO 4. EsSTUDIO DE CURVAS OPERADOR ROC PARA RIESGO DE EXITUS EN PACIENTES NO

METASTASICOS A LA INCLUSION CON EXCLUSION DE JER3 v JER11

Figure 4.1: Curva ROC para stigma (G) como clasificador del riesgo de éxitus en pacientes no metastéasicos a la
inclusién con exclusién de JER3 'y JER11.
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Elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para stigma (G) como clasificador del riesgo de éxitus
en pacientes no metastasicos a la inclusién con exclusién de JER3 y JER11 (17) con un area bajo la curva (area under
the curve, AUC) de 0.27.
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Figure 4.2: Curva ROC para qoppa (Q) como clasificador del riesgo de éxitus en pacientes no metastésicos a la

inclusién con exclusién de JER3 y JER11.
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Elaboracion propia. Se representan la curva operador ROC para qoppa (Q) como clasificador del riesgo de éxitus
en pacientes no metastasicos a la inclusion con exclusiéon de JER3 y JER11 (17) con un area bajo la curva (area under

the curve, AUC) de 1.00.
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Figure 4.3: Curva ROC para qoppa-biomarcador (Qg) como clasificador del riesgo de éxitus en pacientes no
metastasicos a la inclusion con exclusién de JER3 y JER11.
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Elaboracién propia. Se representan la curva operador ROC para qoppa-biomarcador (Qg) como clasificador del
riesgo de éxitus en pacientes no metastasicos a la inclusién con exclusién de JER3 'y JER11 (17) con un &rea bajo la
curva (area under the curve, AUC) de 1.00.
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Figure 4.4: Curva ROC para qoppa-analitico (Qg) como clasificador del riesgo de éxitus en pacientes no
metastasicos a la inclusion con exclusién de JER3 y JER11.
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Elaboracion propia. Se representan la curva operador ROC para qoppa-analitico (g) como clasificador del riesgo
de éxitus en pacientes no metastasicos a la inclusién con exclusién de JER3 y JER11 (17) con un &rea bajo la curva
(area under the curve, AUC) de 1.00.
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ANEXO 5. INFORME POSITIVO DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION Y MEDICAMENTOS

DE HM HosPITALES






F. M

hm hospitales
INFORME DEL CEIm de HM Hospitales

La Dra. Aimudena Lage, Presidente del Comité Etico de Investigacion con medicamentos de
HM Hospitales

CERTIFICA

Que el Comité HM Hospitales, ha evaluado en su reunién del 17 de abril de 2024, Acta n°® 297,
la propuesta de la Fundacion Investigacion HM Hospitales, para que se realice el proyecto de
investigacion titulado:

Andlisis de biomarcadores 6rgano-especificos de respuesta a factores solubles
tumorales en pacientes oncolégicos del sur de Espafia

Cdédigo CEIm HM Hospitales: 24.03.2323-GHM
Cadigo del Promotor: RESOLT

Memoria cientifica y econdmica de proyectos/estudios de investigacion para CEIDI y
CEIm
Hoja de Informacioén al Paciente, version 4.0 del 21 de Abril de 2024

Y habiendo valorado el proyecto desde un punto de vista ético y metodolégico, y la respuesta
a las aclaraciones solicitadas, emite un DICTAMEN FAVORABLE, para que se realice el
proyecto en el servicio de Oncologia del Hospital Internacional HM Santa Elena siendo el
Investigador principal el Dr. Javier Diaz

Que el CEIlm de HM Hospitales, tanto en su composicién como en sus procedimientos, cumple con las
normas de BPC (CPMP/ICH/135/95) y con la legislacion vigente que regula su funcionamiento

Miembros que pertenecen al Comité:

Presidente: Dra. Almudena Lage Moreda, Licenciada en Medicina y Cirugia
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Abstract

Background/Objective: Early detection of metastatic progression remains a major chal-
lenge in precision oncology. Conventional radiological imaging cannot reliably identify
micrometastatic disease. Although circulating tumor DNA is promising for minimal resid-
ual disease detection, organ-derived response biomarkers reflecting tissue adaptation to
secreted factors remain unexplored. We hypothesized that integrating such biomarkers
with global laboratory parameters would generate a synthetic variable with improved dis-
crimination for de novo metastasis and mortality. Methods: This prospective observational
pilot study enrolled 30 patients (median age 64.4 years; 56.7% female) with heterogeneous
solid malignancies. Peripheral blood biomarkers responsive to tumor-secreted soluble
factors (n = 11) were quantified using a multiplexed beads Luminex immunoassay. Global
analytical parameters (n = 20) were derived from routine laboratory assessments. Hierar-
chical agglomerative clustering analysis generated two synthetic variables: Stigma (G 9)
and Qoppa (?). Receiver operating characteristic curve analysis, Kaplan-Meier survival
analysis, and Cox regression were used to evaluate the performance. Results: Qoppa
demonstrated acceptable discriminatory performance for de novo metastasis (AUC = 0.78).
For mortality prediction, performance varied by disease status (overall AUC = 0.78): supe-
rior in non-metastatic patients (AUC = 0.98) but negligible in those with baseline metastases.
Kaplan—-Meier analysis confirmed significant survival differences (p = 0.042 overall sur-
vival; p = 0.024 for metastasis-free survival in the non-metastatic subgroup). Differences in
biomarker expression and clinical variables (stage, tumor burden, and metastatic burden)
were observed between the high and low Qoppa strata. Conclusions: In this small hetero-
geneous pilot cohort, Qoppa provides a proof of concept that integrating organ-derived
response biomarkers with routine laboratory parameters may capture clinically relevant
signals for metastatic risk stratification in oncology patients. This composite parameter
supports the generation of hypotheses for future biomarker-driven research and clinical
test development. External validation in larger multicenter cohorts is required before
clinical implementation.

Keywords: liquid biopsy; biomarkers; metastasis; precision medicine; disease progression
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1. Introduction

The early detection of metastatic progression is one of the most important clinical
challenges in oncology. Metastases are responsible for more than 90% of mortality in solid
tumors, with hepatic, bone, pulmonary, and cerebral localizations being the most frequent,
at an approximate incidence of 8-22 cases per year per 100,000 inhabitants [1-5]. Despite
therapeutic advances, diagnosis at the metastatic stage implies a worse prognosis as an
independent factor, particularly grave in the case of synchronous metastases at primary
tumor diagnosis [2,4].

Conventional metastasis detection is performed using radiological imaging techniques,
which present important limitations in identifying micrometastatic disease. These tech-
niques require a minimum tumor volume for visualization and do not allow continuous
non-invasive monitoring during clinical follow-up [6,7]. Therefore, the search for non-
invasive biomarkers that enable the early detection of metastatic risk has become a priority
area of research in precision oncology [8-11]. Biomarkers can enable the identification
of high-risk patient subgroups, appropriate therapeutic stratification, and monitoring of
therapeutic response with higher sensitivity than conventional methods [6-9].

Primary tumors orchestrate metastatic dissemination through organ-specific
premetastatic niche formation [1,12-18]. This process is driven by tumor-secreted sol-
uble factors and exosomes that trigger immunoinflammatory remodeling in distant or-
gans [13-15], particularly those with high capillary density, such as liver, lung, and
brain [17,18]. These organ-derived pathophysiological responses to tumor-secreted soluble
factors are reflected through circulating biomarkers [19,20], whereas systemic biological
responses to tumor activity are captured by global laboratory parameters. These parame-
ters encompass, among others, the neutrophil-to-lymphocyte ratio, systemic inflammation
indices, and acute phase reactants, which may serve as complementary prognostic markers
alongside response biomarkers [21-25].

While circulating tumor DNA (ctDNA) liquid biopsy demonstrates clinical utility
for minimal residual disease detection—with lead times of 10.5 months for recurrence
detection [26-28]—this approach remains tumor-centric and fails to capture the organ
microenvironmental adaptation essential for metastatic establishment. Organ-derived
response biomarkers reflecting tissue-specific adaptation to tumor-secreted soluble factors
remain poorly explored, despite offering complementary information about the microenvi-
ronmental conditions that predispose target organs to metastatic disease. The integration of
both tumor molecular characteristics and organ-specific biomarkers captures the complex
biology of tumor-host interactions essential for disease prevention [29]. To our knowl-
edge, no clinical analysis has systematically evaluated these organ-derived biomarkers,
representing a significant knowledge gap.

We hypothesized that response biomarkers to tumor-secreted soluble factors detectable
in peripheral blood, when integrated with established global laboratory parameters, would
generate a predictive synthetic variable with enhanced discriminatory capacity for de novo
metastasis risk and mortality compared to individual parameters in isolation.

The preliminary results of this pilot study were presented as a poster at the 3rd
International Online Conference on Clinical Medicine (IOCCM 2025) [30]. This manuscript
provides the complete dataset, detailed methodology, and extended survival analysis not
previously published.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

A prospective observational pilot study was conducted, and written informed con-
sent was obtained from each patient. The study population was actively recruited at

https://doi.org/10.3390/jcm15020846



J. Clin. Med. 2026, 15, 846

30f23

the Clara Campal Comprehensive Oncology Center of HM Hospitales in Malaga (HM
CIOCC, Malaga, Spain) between 1 May 2024 and 15 July 2025. A prospective design
was selected to enable systematic biomarker sample collection without dependence on a
pre-existing biobank.

2.2. Study Design

Eligible participants included patients with a histologically confirmed diagnosis of
one or more malignancies, with the requirement that at least one primary neoplasm was a
solid tumor rather than a hematologic malignancy (lymphoma, leukemia, or myeloma).
Participants (>18 years old) provided informed consent prior to their enrolment in the
study. Patients were diagnosed, treated, or monitored at the Clara Campal Comprehensive
Oncology Center of HM Hospitales in Malaga (HM CIOCC Malaga). Conversely, patients
with temporary or permanent inability to provide informed consent owing to cognitive
impairment, linguistic barriers, or other factors were excluded from the study. Additionally,
individuals who requested verbal consent alone without formal written documentation
were excluded in accordance with institutional ethical requirements and good clinical
practice guidelines.

Given the exploratory nature of this pilot study, a sample size of approximately 5% of
our available oncology patient pool (approximately 500 patients) was targeted, resulting in
an estimated sample size of 25 patients.

2.3. Biomarker Selection

Biomarker selection was performed through a review of the published literature,
seeking preclinical and clinical evidence of molecules secreted by specific organs (liver, lung,
blood-brain barrier) in response to tumor-secreted soluble factors, possessing sufficient
tissue specificity to enable organ-specific inferences, demonstrating clinical variability in
high tumor burden contexts, and measurable by available technical methods. The eleven
selected plasmatic biomarkers are listed in Table 1.

Table 1. Biomarkers of response to tumor-secreted soluble factors. The aliases for response biomarkers
are written in uppercase in this study.

Biomarker

Alias Description

Angiopoietin-like 4

Expressed in hepatic and adipose tissues. It exhibits heterogeneous

ANGPTLA pro-angiogenic roles in metastatic disease progression [31,32].

Cathepsin D

A lysosomal protease secreted by tumor cells. It functions as a
CATD promoter of cancer cell replication, invasive phenotype, and
metastatic dissemination [33,34].

A hepatokine regulated by nutritional status and hypoxia also

Fibroblast Growth Factor 21 FGEF21 secreted by tumor microenvironment fibroblasts. It acts as a pivotal

immune suppressor leading to CD8+ T cells exhaustion [35,36].

A member of the transforming growth factor-{3 superfamily. It is

Growth/Differentiation Factor 15 GDF15 upregulated in systemic inflammation and metabolic response to

tumor burden [37,38].

Hepatocyte Growth Factor HGF

A multifunctional growth factor. It exhibits pro-angiogenic,
pro-invasive, and
pro-metastatic functions through c-MET signaling pathway
activation [39,40].

An adhesion molecule constitutively expressed on endothelial cells

Intercellular Adhesion Molecule 1 ICAM1 and leukocytes. It is dysregulated in tumor-associated inflammation

and participates in premetastatic niche formation [41,42].
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Table 1. Cont.

Biomarker Alias Description
Pro-inflammatory interleukin that activates STAT3 via JAK
. signaling in both tumor cells and stromal cells. It facilitates
Interleukin 6 IL6 1 . -
epithelial-mesenchymal transition and suppresses cytotoxic T
lymphocyte-mediated anti-tumor immunity [43].
Anti-inflammatory interleukin with paradoxical pro-metastatic
activity in malignancy. It promotes immune escape through T
Interleukin 10 IL10 regulatory cell amplification, PD-L1 upregulation on monocytes,
and suppression of CD8+ T cell infiltration and cytotoxic
anti-tumor immunity [44,45].
Pro-inflammatory interleukin with paradoxical stage- and
Interleukin 18 .18 tissue-dependent functionality. I.t may suppress ‘Fhe primary tumor,
however, may also enhance the invasion ability in metastatic
stage [45-49].
An adipokine with pleiotropic roles in metabolic and immune
Leptin LEP regulation. It is dysregulated by metabolic augmentation secondary
to tumor-derived systemic effects [50,51].
An enzyme constitutively expressed in neutrophil granulocytes. It
Myeloperoxidase MPO serves as a circulating marker of neutrophilic infiltration and
inflammatory cell invasion associated with tumor progression [52,53].
Global analytical parameters were selected based on their association with oncological
prognosis and metastatic risk. These parameters are derived from routine laboratory as-
sessments available in standard clinical practice, thereby enhancing the applicability of the
strategy. Twenty qualitative and quantitative analytical parameters were selected, includ-
ing complete blood count values, prognostic indices, metabolic parameters, hepatorenal
function markers, inflammatory markers, and hemostatic indices. In what follows, to dif-
ferentiate them from response biomarkers, the aliases for the global laboratory parameters
are written in lowercase. The parameters are listed in Table 2.
Table 2. Global analytical parameters derived from routine laboratory assessments. The aliases for
global laboratory parameters are written in lowercase in this study.
Parameter Alias Description
Albumin alb  Serum albumin concentration in peripheral venous blood (g/dL) [23,54].
aminotrans E: rsapsilftela telet count  apri Aspartate aminotransferase—platelet ratio
o P P (apri = AST/ULN of AST/absolute platelet count [10° /L] x 100) [21,22].
Aspartate anri Aspartate aminotransferase-neutrophil ratio
aminotransferase—neutrophil ratio (anri = AST/ULN/ absolute neutrophil count [10°/1]) [21,22,55,56].
Hemoglobin-albumin-lymphocyte—platelet index
Hemoglobin-albumin- hal (halp =100 x Hemoglobin [g/dL] x Albumin [g/dL]/Absolute
lymphocyte-platelet P peripheral blood lymphocytes x Absolute peripheral blood platelets)
[57-59].
Hemoglobin hb Serum hemoglobin concentration in peripheral venous blood (g/dL)
[60,61].
Lactate dehydrogenase—albumin lar Lactate dehydrogenase—albumin ratio

ratio

(lar = Lactate dehydrogenase/Albumin) [62].
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Table 2. Cont.

Parameter Alias Description

Lymphocyte-monocyte ratio

Lymphocyte-monocyte ratio Imr  (Imr = Absolute peripheral blood lymphocytes/Absolute peripheral
blood monocytes) [21,22,63].
Leukocyte-lymphocyte ratio

Leukocyte-lymphocyte ratio 1lr (llr = Absolute peripheral blood leukocytes/Absolute peripheral blood
lymphocytes) [21,22].
Neutrophil-lymphocyte ratio

Neutrophil-lymphocyte ratio Al §nlr = Absolute peripheral blood neutrophils/Absolute peripheral blood
ymphocytes)
[23,58,60,64-67].
Naples prognostic score

Naol i (nps = X nps; for i between 1 and 4, where nps; =1 if alb > 4 mg/dL,
aples prognostic score fps nps, = 1 if total cholesterol < 180 mg/dL, npsz = 1 if nlr > 2.96, and
npsy = 1if Imr > 4.44) [63].
C-reactive protein pcr  C-reactive protein concentration in peripheral venous blood [68].
Neutrophil-platelet-lymphocyte Negtrophﬂ—platelet—lymphocyte—hemoglobm ratio (nplhb = Absolute
hemoglobin ratio nplhb  peripheral blood neutrophils x Absolute peripheral blood
platelets/ Absolute peripheral blood lymphocytes x Hemoglobin) [69].
Novel prognostic model
Novel prognostic model npm (npm = X npm; for I between 1 and 2, where npm; =1 if nplhb > 5.667
and npm; = 1 if absolute peripheral blood monocytes > 0.5051/mL) [69].
Platelet-lymphocyte ratio
Platelet-lymphocyte ratio plr gplr = Absolute peripheral blood platelets/ Absolute peripheral blood
ymphocytes)
[23,58,64,65,67].
Prognostic nutritional index
Prognostic nutritional index pni  (pni=5 x Absolute lymphocytes [10°/L] — 10 x Albumin [g/dL])
[59,65,67,70].
Serum iron si Serum iron concentration [71].
Systemic immune inflammation index
Systemic immune inflammation sii (sii = Absolute peripheral blood neutrophils [/L] x Absolute peripheral
index blood platelets [/L]/Absolute peripheral blood lymphocytes [/L])
[21,22].
Svstemic inflammation response Systemic inflammation response index

y index p siri  (siri = Absolute peripheral blood neutrophils [/L] x Absolute peripheral
blood monocytes [/L]/Absolute peripheral blood lymphocytes [/L]) [72].
Combined platelet-nlr score

Combined platelet-NLR score copnlr (cop-nlr = X copnr; for i between 1 and 2, where copnr; = 1 if nlr > 3 and
copnrp = 1 if absolute platelets > 300 x 10°/L) [21,22].

Vitamin B12 vitb12 Serum vitamin B12 concentration in peripheral blood (pg/mL) [73].

2.4. Blood Sampling and Biochemical Determinations

The determination of response biomarkers to tumor-secreted soluble factors was per-

formed in EDTA peripheral blood obtained after fasting through a customized multiplex

immunoassay (Merck Millipore, Burlington, MA, USA), following the manufacturer’s

instructions. Multiplex utilizes polystyrene bead-based technology to measure the eleven

markers. Based on the measurements of standard concentrations provided by the manu-

facturer, standard curves were utilized to convert optical density values into concentra-
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tions (pg/mL). Supernatant samples were thawed once and clarified by centrifugation
at 10,000x g for 10 min. Next, the plate was loaded into the Luminex 200 system (Lu-
minex Corporation, Austin, TX, USA) for reading. Analytes were measured in duplicate
across three plates/panels: HAGEIMAG-20K-6p (FGF21, GDF15, IL6, IL10, IL18, leptin),
HLPPMAG-57K-2p (ANGPTL4, HGF), and HNDG3MAG-36K-3p (cathepsin-D, ICAM1,
MPO). Based on the measurements of the standard concentrations provided by the manu-
facturer, standard curves were utilized to convert the median fluorescence intensity (MFI)
values into concentrations (pg/mL or ng/mL). Across quantifiable measurements, the
median intra-assay CV was 7.84%, and 80% of measurements showed CV < 10%. The oper-
ational limit of detection (LOD) for each analyte was defined as the expected concentration
for the lower standard concentration. To avoid over-detection bias that would artificially
inflate the results, missing values were imputed using the minimum detected value within
the assay range for each parameter. In parallel, global laboratory parameters were col-
lected, calculated from routine laboratory studies performed prior to plasma extraction.
All routine laboratory studies were conducted exclusively within the study period. The
sample collection and laboratory data extraction served as baseline covariables, enabling
prospective determination of the response biomarkers and global laboratory parameters.
The clinical follow-up was extended to 15 July 2025, permitting evaluation of clinical events,
including metastatic progression, de novo metastasis, and mortality.

2.5. Statistical Analyses

The clinical data were systematically collected at four defined assessment timepoints:
diagnosis, biomarker sampling, post-sampling, and end of follow-up. The post-sampling
period was defined as the interval from biomarker sampling to the next occurrence of dis-
ease progression, patient death, or the end of follow-up. The documented clinical variables
included histological diagnosis, prior or concurrent malignancies, disease stage, locore-
gional lymph node involvement, primary tumor volume, and temporal intervals between
major clinical events. A description of the disease burden determination is available in the
Supplementary Materials.

The data analysis was structured according to the following hierarchical framework:
descriptive statistical analysis of demographic and clinical characteristics; hierarchical
agglomerative clustering analysis to identify patient clusters based on biomarker and
analytical parameter profiles; generation of synthetic cluster-derived variables capturing
integrative biomarker and analytical information for each identified cluster; comparative
analysis of analytical and clinical differences between high and low synthetic cluster
variable strata; and survival analyses encompassing both overall survival and metastasis-
free survival outcomes.

The descriptive statistical analysis of the entire study population was performed
with quantitative variables expressed as the mean or median and range according to the
distribution characteristics. The Shapiro-Wilk test was used to evaluate the normality of the
biomarkers and global laboratory parameters. Variables failing normality testing informed
the selection of subsequent non-parametric statistical approaches. Hence, all biomarkers
and global analytical parameters were normalized using min—-max scaling.

Hierarchical agglomerative clustering analysis was performed using the Euclidean
distance as the similarity metric and Ward’s minimum variance method for linkage. The
determination of optimal cluster number was determined using two complementary ap-
proaches: the elbow method and silhouette score analysis. Dendrograms and heat maps
were generated to visualize the cluster architecture and relationships between biomarkers
and analytical parameters.
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A novel synthetic variable was derived for each identified cluster by weighted sum-
mation of the min-max scaled variables according to the following equation:

n m
yi=> Wixji+ Y Sz, 1
=1 k=1

where y; represents the synthetic cluster variable, x;; and zj; are the min-max scaled
global laboratory parameters and response biomarkers, respectively, and W; and Sy are the
assigned weights. Given the pilot nature of this study and insufficient prior knowledge
to justify differential weighting, uniform unit weights were employed (W; =1, and 5y =1
for all j and k). This approach avoids subjective bias and prevents overfitting in small
datasets, where data-driven weight optimization risks fitting noise rather than signal [74,75].
Consequently, the synthetic cluster variable is mathematically equivalent to the sum of all
the scaled variables included in that cluster.

To assess the discriminatory capacity of synthetic cluster-derived variables, the study
population was stratified into two cohorts: patients with existing metastases at biomarker
sampling and patients without existing metastases at biomarker sampling. Receiver operat-
ing characteristic (ROC) curves were generated for each synthetic cluster-derived variable
in relation to mortality risk across the entire study population and within each stratified co-
hort. Additionally, ROC curves were constructed to evaluate the capacity of each synthetic
variable to predict post-sampling de novo metastases’ appearance in the non-metastatic
population and post-sampling metastatic disease progression in the metastatic population.
From these ROC curves, the optimal cutoff thresholds were determined for each synthetic
cluster-derived variable. Furthermore, the individual discriminatory contributions of the
biomarker component and the global laboratory parameter components within each syn-
thetic cluster variable were separately analyzed for each clinical event. Although patient
monitoring continued beyond the first post-sampling event, with the potential for disease
stabilization or subsequent progression, the ROC analysis focused exclusively on the first
documented post-sampling event. This ensures methodological clarity and facilitates the
accurate characterization of the classifier role of the synthetic cluster variables. The mortal-
ity was determined by official death certification. De novo metastasis was defined as the
weighted metastatic burden increasing from zero to >0 in baseline metastasis-free patients.
Metastatic progression was defined as a positive increment in the weighted metastatic
burden from baseline to follow-up in patients with baseline metastases. All determinations
were performed in duplicate by a single investigator. For each ROC curve, optimism
correction was also performed using the bootstrap of the area under the curve (AUC)
with 1000 bootstraps per case. The ninety-five percent confidence intervals (95% CI) were
obtained for both the area under the curve and the optimal cutoff point. Furthermore, the
p-value for the comparison was calculated using the Mann-Whitney U test for each ROC
curve versus the absence of discriminatory capacity (AUC = 0.5).

For biomarkers and laboratory parameters with a non-normal distribution, the Mann—
Whitney U test was employed to compare biomarkers and analytical parameters between
high- and low-level synthetic cluster-derived variables. Student’s t-test was used for
normally distributed parameters.

Clinical variables, including the stage at diagnosis, stage at biomarker sampling, post-
sampling stage, tumor burden metrics, weighted metastatic burden, and the presence of de
novo metastases following sampling, were compared between the high and low synthetic
cluster-derived variable groups. For that purpose, the Mann-Whitney U test was applied
for clinical variables with non-normal distribution, and for clinical variables with normal
distribution, the t-Student test was used.
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Kaplan—-Meier survival analysis was performed in the non-metastatic population at
the time of biomarker sampling, stratifying patients by synthetic cluster-derived variable
level (high vs. low). Overall survival (OS) and metastasis-free survival (MFS) curves were
generated, also stratifying patients by synthetic cluster-derived variable level (high vs. low).
Multivariate Cox proportional hazards regression analysis was used to analyze Qoppa as
the principal independent variable, adjusting for the age, sex, histological type, and TNM
stage. Hazard ratios (HR) with ninety-five percent confidence intervals were reported.

3. Results

Thirty patients with cancer were recruited (median age 64.4 years, range 32.3-79.5 years;
17 women 56.7%, 13 men 43.3%). Thirteen patients had a family history of cancer, which was
limited to only nine patients in the case of first-degree relatives. Three patients (10%) had a
history of successfully treated malignancy, and no cases of concurrent or metachronous
neoplasms were documented. Among the comorbidities, two patients had long-standing
rheumatoid arthritis requiring chronic immunomodulation, and one was HIV-seropositive
with virological control on highly active antiretroviral therapy; no limiting disease-related
sequelae were observed in these three patients.

The primary malignancies were heterogeneous, with breast cancer predominating
(23.3%), followed by lung cancer (13.3%), and colon and bladder cancers equally repre-
sented (10% each). Histologically, adenocarcinoma was the most frequent subtype (26.7%),
followed by infiltrating ductal carcinoma (16.7%), neuroendocrine carcinoma (13.3%), and
urothelial carcinoma (13.3%). At diagnosis, the median disease stage was 2-3, with lo-
coregional lymph node involvement in 36.7% of patients and metastatic disease in 23.3%.
Among patients with metastasis at diagnosis, hepatic involvement was the most com-
mon (71.4%), followed by bone (57.1%), peritoneal (42.9%), and pulmonary metastases
(14.3%). The equivalent ellipsoidal primary tumor volume showed substantial heterogene-
ity (median 6481.89 mm?, range 65.45-1,518,661.60 mm?3), with a tumor burden at diagnosis
ranging from 1 to 13 (median 1, mean 2.8). A concise overview of the metastatic status at
sample collection is available in the Supplementary Materials.

At the time of biomarker sampling, 60% of the patients had active disease (median
stage 3-4, a median tumor burden of 2, and a range between 0 and 14). The median disease
duration from diagnosis to biomarker sampling was 0.39 years (range, 0-5.4 years), during
which patients received a median of 1.5 treatment lines (range, 0-5). The median number of
disease relapses prior to biomarker collection was zero (mean 0.4, range 0-2). The median
follow-up duration was 202 days (IQR: 144.25-232.75). Seventeen patients had received
prior oncologic treatment before sample collection, while 13 were treatment-naive at that
time. A summary of the values of the detected biomarkers, follow-up times, and prior
treatments is provided in the Supplementary Material.

Post-sampling, metastatic disease progression was observed in 10 patients, disease
stabilization in 11 patients, and a complete response in 9 patients. Both patients with
stable disease and those with complete response remained in the same condition until
the end of the follow-up. Among the ten patients with disease progression, two achieved
disease stabilization by the end of follow-up, whereas eight experienced further disease
progression despite additional lines of treatment. Of these eight patients, seven ultimately
died. The main characteristics of the study population are shown in Table 3.

Hierarchical clustering analysis using variable aggregation for the entire study popu-
lation revealed the grouping of variables shown in the heat map in Figure 1. According to
the elbow method and silhouette score, the variable set was divided into two well-defined
hierarchical clusters. The first cluster included five variables, all of which were global
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parameters. The second cluster comprised all the response biomarkers and the remaining

global laboratory parameters. The compositions of these clusters are shown in Figure 2.

Table 3. Demographic clinical characteristics of the study population (1 = 30).

Characteristic Value

Recruited population (N) 30
Sex (Female:Male) 17:13
Age at diagnosis, years (median [range]) 64.44 [32.31-79.52]
Histology

Adenocarcinoma 8

Endometrioid adenocarcinoma 1

Serous adenocarcinoma 1

Clear cell carcinoma 1

Invasive ductal carcinoma 5

Squamous cell carcinoma 1

Invasive lobular carcinoma 2

Neuroendocrine carcinoma 4

High grade serous carcinoma 1

Urothelial carcinoma 4

Cholangiocarcinoma 1

Liposarcoma 1
Origin

Colon 3

Cervix 1

Endometrium 2

Esophagus 1

Breast 7

Pancreas 2

Prostate 1

Lung 4

Retroperitoneal 1

Kidney 2

Bladder 3

Gallbladder 1

Distal biliary tract 1

Ovary 1
Stage at diagnosis (median) 25
Tumor burden at diagnosis (median [range]) 1[1-13]
Metastasis at diagnosis (N (%)) 7 (23%)
Metastatic burden at diagnosis (median [range]) 0[0-12]
Stage at sample collection (median) 3.5
Tumor burden at sample collection (median [range]) 2 [0-14]
Metastasis at sample collection (N (%)) 12 (40%)
Metastatic burden at sample collection (median [range]) 0[0-12]
Stage at post-sampling (median) 4
Tumor burden at post-sampling (median [range]) 2 [0-14]
Metastasis at post-sampling (N (%)) 17 (57%)
Metastatic burden at post-sampling (median [range]) 1[0-12]
Stage at end of follow-up (median) 4
Tumor burden at end of follow-up (median [range]) 2 [0-22]
Metastasis at end of follow-up (N (%)) 17 (57%)
Metastatic burden at end of follow-up (median [range]) 1[0-20]
Death (N (%)) 7 (23%)
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Figure 1. Hierarchically clustered heat map of variables (vertical axis) and patients (horizontal axis)
across the complete study population. It was performed using variable aggregation and the Euclidean
distance as the similarity metric, with Ward’s minimum variance method for linkage.

For all global laboratory parameters and response biomarkers, individualized min—
max scaling was performed per variable. Subsequently, for each of the two identified
clusters, a synthetic study variable was created, with the resulting value for each patient
corresponding to the sum of the scaled values of the individual variable values within
each cluster. Accordingly, a cluster-derived variable named Stigma (G) was obtained from
the first cluster, and another variable named Qoppa (?) was obtained from the second
cluster. The contributions of global laboratory parameters and biomarkers to Qoppa are
called Qg and 9, respectively; thus, @ = Qg + @p. Because Stigma originated from a cluster
comprising five variables and Qoppa from a cluster composed of 26 variables, their values
in this study ranged from 0 to 5 for Stigma and from 0 to 26 for Qoppa. The extrapolation
of these analytical results to subsequent studies does not imply that Stigma and Qoppa
must be restricted to these ranges, as they may have higher values in different populations.
The composition of Stigma (G) and Qoppa (®) is shown in Table 4. The profiles of the values
of these variables are available in the Supplementary Material.
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Figure 2. Hierarchical cluster dendrogram by variable for the complete study population. The
optimal number of clusters was two, according to the elbow method and silhouette score analysis.
The cutoff point is indicated by a blue dashed line. Cluster 1 variables are shown as blue branches
and cluster 2 variables as red branches in the dendrogram.
Table 4. Composition of the synthetic study variables Stigma (©) and Qoppa (?), as well as the
contribution of the global laboratory parameters and the response biomarkers to Qoppa (P and
Qp, respectively).
Synthetic Study Variable Symbol Number of Parameters
Parameters
Stigma G 5 nps + Imr + alb + hb + pni
copnlr + plr + nplhb + sii + siri + nlr + llr + anri +
Qoppa Q 2% ICAM1 +IL6 + MPO + HGF + CATHEPSIN-D + pcr +
PP (@ =9G + 9p) ANGPTLA4 + apri + IL10 + IL18 + FGF21 + GDF15 +
npm + lar + LEPTIN + si + halp + vitb12
Qoppa global laboratory 0 15 copnlr + plr + nplhb + sii + siri + nlr + 1Ir + anri + pcr +
G

parameters’ contribution

Qoppa response 0 1 ICAM1 + IL6 + MPO + HGF + CATHEPSIN-D +
biomarkers’ contribution B ANGPTL4 +IL10 + IL18 + FGF21 + GDF15 + LEPTIN

apri + npm + lar + si + halp + vitb12

The assessment of these variables, Stigma and Qoppa, as classifiers for the risk of
mortality, development of de novo metastasis in non-metastatic patients at baseline, and
metastatic progression in metastatic patients at baseline was performed using receiver
operating characteristic (ROC) curves. For all Stigma and Qoppa case studies, optimism
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correction was additionally performed via bootstrapping of the area under the curve using
1000 bootstraps per case.

The calculation of the area under the curve (AUC) identified Qoppa as an acceptable
classifier with AUC = 0.78 for both mortality risk (95% CI: 0.60-0.92) and de novo metastasis
(95% CI: 0.48-1). The optimism correction bootstrapping resulted in minimal variations
for Qoppa as a classifier of death and de novo metastasis (AUC from the original 0.78 to
the corrected 0.77). The AUC p-value for the ROC curves versus the null hypothesis of no
discriminative ability (AUC = 0.5), using the Mann—-Whitney U test, was 0.03 when Qoppa
was evaluated as a classifier of death and 0.07 when assessed as a classifier of de novo
metastasis development in patients without metastases at the time of sample collection. No
classification role was observed for Qoppa or Stigma in the remaining possible scenarios.
These findings are shown in Figure 3 and summarized in Table 5 for the cases in which
Qoppa is discriminatory (AUC > 0.5; mortality in the overall cohort and development of de
novo metastases among patients who were non-metastatic at the time of sample collection).

Table 5. Main characteristics and performance of the ROC operator curves for the case studies
described in Figure 3. Optimism correction with bootstrapping using 1000 bootstraps is applied,
showing the corrected area under the curve with its 95% confidence interval. The p-value for
comparing the ROC curve against no discriminatory ability (AUC = 0.5) using the Mann-Whitney U
test is also shown. The sensitivity and specificity at the cutoff point of 4.775 is also presented.

Sample  Original Optimism 95%
Case Study amp 8 Corrected Confidence  p-Value Sensitivity Specificity
Size (N) AUC
AUC Interval
Qoppa for risk of death 30 0.78 0.77 0.60-0.92 0.03 1 0.65
(Figure 3a)
Qoppa for risk of development of
metastasis de novo in patients with 18 0.78 0.77 0.48-1.0 0.07 08 0.84

no metastasis at sample collection

(Figure 3c)

A more detailed analysis of Qoppa’s role as a classifier for death risk revealed that the
AUC of the complete Qoppa is superior to the AUC values of the Qoppa components asso-
ciated with global laboratory parameters (?g; AUC = 0.65) or biomarkers (?5; AUC = 0.69),
separately. Furthermore, the role of the complete Qoppa as a classifier for mortality risk in
the population who were exclusively non-metastatic at baseline increased to AUC = 0.98,
whereas its classification role disappeared when considering the population who were
exclusively metastatic at baseline (AUC = 0.44). A detailed analysis of Qoppa as a classifier
for the risk of de novo metastasis in non-metastatic patients at baseline demonstrated
a similar pattern. The AUC of the complete Qoppa was superior to the AUC values of
the Qoppa components associated with global laboratory parameters (9g; AUC = 0.72)
or biomarkers (Qp; AUC = 0.77). Subpopulation-specific ROC curves are available in the
Supplementary Material.

The optimal cutoff point for Qoppa regarding the mortality risk was 4.775 (sensitivity,
1.00; and specificity 0.65. 95% CI: 4.774-6.195) and 4.949 (sensitivity, 0.80; and specificity
0.84. 95% CI: 3.55-8.48) for the risk of de novo metastasis development. The study of
de novo metastasis development in the non-metastatic population at baseline involved a
small subpopulation of the overall population. For clinical implementation and analytical
consistency within this exploratory pilot study, we adopted the cutoff derived from the
broader population (Qoppa > 4.775) as the single operational threshold. Therefore, when
applying a cutoff point of 4.775 to the de novo metastasis study, we obtained the same
sensitivity and specificity as those for the optimally calculated cutoff point of 4.949.
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Figure 3. ROC curve analysis study of the role of Qoppa and Stigma as a classifier: (a,b) case study:
death; (c,d) case study: development of metastasis de novo in patients with no metastasis at sample

collection; (e,f) case study: metastasis progression in patients with metastasis at sample collection. A

satisfactory role as classifier was observed in the figures (a): Qoppa and death and (c): Qoppa and

new metastases’ development in the population without metastases at the time of sampling. For each
case, the 95% confidence interval and p-value for comparing the ROC curve against no discriminatory
ability (AUC = 0.5) using the Mann-Whitney U test are also shown.
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Based on these results, we stratified the population into low Qoppa (@ < 4.775, re-
sulting in 16 patients), and high Qoppa (? > 4.775, resulting in the remaining 14 patients).

These results are shown in Figure 4.

Non-metastatic at sampling (N=18) Metastatic at sampling (N=12)

5 10 15 20 25 30

Patients ID

Figure 4. Qoppa synthetic cluster variable profile for all patients. The cutoff point obtained from
the ROC curve study is indicated, defining the range of low Qoppa (? < 4.775) and high Qoppa
(@ >4.775). The non-metastatic population at sampling time is also identified in relation to the

population with metastases at that time.

Analytical and clinical differences between the populations with high and low Qoppa

were analyzed using the Mann—-Whitney U test for variables that did not meet the normality
criteria and with the Student’s t-test for those that did. Statistically significant analytical
differences were observed in the distribution of the ANGPTL4, CATHEPSIN-D, FGF21,
ICAM1, LAR, MPO, and NPM values. All these variables showed a non-normal distribu-
tion, and in every case, the median value was higher in the high-Qoppa group than in the
low-Qoppa group. From a clinical variable standpoint, differences were observed between
the high- and low-Qoppa groups in terms of the disease stage, tumor burden, and metastatic
burden, at diagnosis, at sampling, and post-sampling, for all these parameters. In all cases,
the high-Qoppa group demonstrated higher median values than the low-Qoppa group,
with the exception of the weighted metastatic burden at diagnosis, where both groups
exhibited a median of zero, although with different ranges (0-5 for the low-Qoppa group
versus 0-12 for the high-Qoppa group). When analyzing the non-metastatic subgroup at
sampling, significant differences between high- and low-Qoppa patients were observed
in the stage, tumor burden, post-sampling metastatic burden, and de novo metastatic
development. In the metastatic subgroup at sampling, differences were restricted to the
stage and metastatic burden at diagnosis. None of the clinical variables demonstrated a
normal distribution. The analytical and clinical differences analyses are available in the
Supplementary Material.

The survival analysis for metastasis-free survival (MFS) using the Kaplan—-Meier
methodology in the non-metastatic subpopulation at sampling (N = 18), stratified by
Qoppa level (high N = 6, low N = 12), demonstrated statistically significant differences.
The median MFS was 215 days in the high-Qoppa group versus not reached (>300 days) in
the low-Qoppa group (p = 0.024, Figure 5). However, Cox proportional hazards analysis
did not reach statistical significance (HR = 8.4, 95% CI: 0.93-76, p = 0.058). The proportional
hazards assumption was not violated (Schoenfeld test p = 0.49).
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Figure 5. Kaplan-Meier metastasis-free survival analysis between the non-metastatic population at
sampling with high Qoppa (? > 4.775, six patients) and low Qoppa levels (? < 4.775, twelve patients).
Statistically significant differences were observed with p-value 0.024. The median metastasis-free
survival for the group of high Qoppa levels was 215 days with 95% CI: 83-226. The median metastasis-
free survival for the group of low Qoppa was not reached. The corresponding confidence intervals
are depicted for each curve as shaded areas.

The Kaplan—-Meier analysis of overall survival was performed in the total population
stratified by Qoppa value (high vs. low), demonstrating statistically significant differences.
The median overall survival was 234 days in the high-Qoppa group versus not reached in
the low-Qoppa group (p = 0.042, Figure 6). However, Cox proportional hazards analysis did
not achieve statistical significance (HR = 6.9; 95% CI: 0.8-0.59; p = 0.079). The proportional
hazards assumption was assessed using Schoenfeld residuals; no violations were detected
(p = 0.29). A detailed analysis of the non-metastatic and metastatic subpopulations at
sampling revealed that statistically significant differences in the mortality risk disappeared
in the Kaplan—-Meier analysis for the metastatic-at-sampling population. Conversely, these
differences were confirmed in the non-metastatic-at-sampling population, showing an
overall survival median difference of 391 days for the high-Qoppa population versus not
reached in the low-Qoppa group (p = 0.034), with complete separation observed in the
Cox proportional hazards analysis. These subpopulation analyses are available in the
Supplementary Material.
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Figure 6. Kaplan-Meier overall survival analysis between the population with high Qoppa (? > 4.775,
14 patients) and low Qoppa levels (? < 4.775, 16 patients). Statistically significant differences were
observed with p-value 0.042. The median survival for the group of high Qoppa levels was 234 days
with 95% CI: 164-391. The median survival for the group of low Qoppa was not reached. The
corresponding confidence intervals are depicted for each curve as shaded areas.

4. Discussion

This prospective pilot study indicates that Qoppa, a synthetic parameter that integrates
organ-derived response biomarkers with global laboratory parameters, exhibits satisfactory
discriminatory performance (AUC = 0.78) in predicting de novo metastasis and mortality
among patients with solid tumors. This is supported by the statistically significant differ-
ences observed in the Kaplan-Meier analysis. Qoppa is conceptually aligned with emerging
pan-cancer biomarkers integrating organ-specific responses to estimate the metastatic risk.
Most available multi-cancer approaches based on plasma proteomics [76], exosomal RNA
signatures [77], and cfDNA methylation [78,79] panels have demonstrated a clinically
relevant stratification across tumor types, supporting the rationale for such scalable assays
and integrative models, as illustrated by recent work in other tumor settings [80-82].

The plasmatic biomarker panel integrated into Qoppa was intentionally designed to
cover complementary dimensions of the premetastatic niche and systemic tumor interac-
tions. ANGPTL4, HGF, and ICAM1 serve as pivotal mediators of endothelial activation
and cell adhesion, thereby facilitating organ-specific extravasation of circulating tumor
cells [31,32,39—-41]. Cathepsin D and MPO capture proteolytic remodeling and neutrophil-
driven inflammation, both associated with increased invasiveness and metastatic seed-
ing [33,34,52,53]. FGF21, GDF15, and leptin integrate tumor-induced metabolic stress and
adipose-hepatic signaling, processes that affect immune competence and the metabolic
state of target organs [35-38,50,51]. Additionally, IL-6, IL-10, and IL-18 were selected as
cytokines with dual pro-tumor and immunoregulatory functions, collectively assessing
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chronic systemic inflammation, and immune escape [42-48,83]. Beyond their mechanistic
significance, these biomarkers were selected based on prior evidence of dynamic variation
with tumor burden, partial enrichment in liver, adipose, or endothelial tissues that enable
organ-related inference, and their feasibility for robust multiplex quantification in clinical
laboratories. Collectively, Qoppa relies on standard blood sampling, available biochemical
parameters, and a biomarker panel, a multiplex platform that can be performed by an ex-
ternal laboratory. Whereas other studies assessed multiplex immunofluorescence [84], this
study is the first to systematically integrate multiorgan-derived response biomarkers with
global laboratory parameters for metastatic risk stratification across multiple tumor types.

The Qoppa parameter, comprising 11 biomarkers responsive to tumor-secreted soluble
factors and 16 global laboratory parameters, was internally validated, showing significant
variation according to the prognostic risk. Furthermore, the differences between high
and low Qoppa values reflected marked divergence in certain biomarkers responsive to
tumor-secreted soluble factors. Additionally, the differences between high and low Qoppa
were correlated with clinical differences in disease stage, tumor burden, and metastatic
burden at diagnosis, sampling, and post-sampling. Thus, these findings reinforce the
concept that the variables comprising the synthetic Qoppa parameter capture the liquid
biopsy expression of disease trajectory characteristics and the oncologic process, enabling
repeated non-invasive monitoring of high-risk patients [85].

The results presented herein should be considered hypothesis-generating for sub-
sequent larger studies concerning the clinical utility of Qoppa. Adopting Qoppa into
real-world practice would require, first, a clinical validation in higher cohorts, a cost study,
as well as standardization of the analytical procedures (sample handling, calibration, qual-
ity control) [86]. Indeed, there is a risk of model overfitting, which was partially mitigated
by internal validation using bootstrap resampling, but this cannot substitute for external
validation. Consistent with this, the Cox regression significance was borderline (p = 0.058),
which likely reflects insufficient power rather than the absence of association. Importantly,
this approach contributes to establishing a novel ultra-early detection paradigm, align-
ing with the most innovative and current trends in oncology, wherein tumor disease is
identified prior to its visibility on imaging studies [87].

Qoppa exhibited limited discriminatory capacity in patients with metastatic disease at
the time of analysis. Given that Qoppa integrates biomarkers of the response to soluble tu-
mor factors and global analytical parameters, this finding suggests that while this approach
can detect metastatic onset, it is inadequate for identifying variations in metastatic burden
once the metastatic process is established. This predictive limitation in the metastatic
context may be attributable to the higher biological complexity inherent to advanced
disease compared with at-risk populations with localized disease [88]. In established metas-
tases, multiple progression pathways and molecular mechanisms operate concurrently,
generating substantial “biological noise” that obscures individual biomarker prognostic
signals [89]. Altered biomarker values in this population likely reflect the manifestations of
already-present advanced disease rather than capacity to predict subsequent progression.
This indicates that this strategy should be complemented with additional biomarkers or
monitoring approaches in the metastatic population to track the disease evolution [90].
Nevertheless, given the substantial prognostic impact of metastatic onset, Qoppa remains
of considerable interest and potential clinical utility.

This pilot study has several limitations, primarily related to the limited statistical
power (small sample size). First, the cohort size was modest (1 = 30), and it was highly
heterogeneous in terms of primary tumor type, stage, prior treatments, and metastatic
burden. Although this heterogeneity is conceptually aligned with the pan-tumor and host-
centered nature of Qoppa, it likely increased noise and diluted potential associations within
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specific subgroups. Importantly, such heterogeneity also limits the definition of a single
universal cutoff, as clinical thresholds may vary across tumor types and clinical conditions.
Second, given the small sample size compared to the number of integrative variables, there
is a risk of model overfitting, which was partially mitigated by internal validation using
bootstrap resampling, but this cannot substitute for external validation. As a consequence,
the effect estimates, proposed cutoffs, and the apparent prognostic separation between
Qoppa strata should be interpreted with caution and considered exploratory. Third, we did
not pre-specify tumor-site-specific models; so, the clinical applicability of Qoppa remains
uncertain. Before routine use, its prognostic performance, reproducibility and added value
beyond standard clinicopathological variables should be confirmed in larger multicenter
cohorts, ideally with prespecified tumor type and clinical scenarios. Future studies should
also explore whether simplified context-specific versions of the biomarker panel can retain
most of the predictive information while improving the feasibility and cost-effectiveness
prior to clinical implementation.

5. Conclusions

This prospective pilot study suggests that the clinical measurement of response
biomarkers to tumor-secreted soluble factors is feasible in peripheral blood from oncologic
patients. Integration of these plasma biomarkers related to endothelial activation, inflam-
mation, and metabolism with global laboratory parameters into the synthetic variable
Qoppa was consistently associated with adverse risk and de novo metastasis in this small
hypothesis-generating cohort, supporting the methodological feasibility of this approach.
Although the present data are insufficient to justify immediate clinical implementation,
they provide proof of concept that such integrative plasmatic panels can capture clinically
relevant information in standard clinicopathological settings and warrant prospective
validation and refinement in larger tumor-type-stratified and multicenter cohorts.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at https://www.
mdpi.com/article/10.3390/jcm15020846/s1, RAW_DATA_MINMAXSCALED; Table S1: Descriptive
values of the 11 biomarkers measured through Luminex; Table S2: Main characteristics and perfor-
mance of the ROC operator curves for the case studies described as supplementary material with
optimism correction bootstrapping; Table S3: Main characteristics of the study population regarding
follow-up time, received treatments before sample collection, and presence of metastases at the time
of sample collection; Table S4: Summary of metastatic sites and number of metastases per location and
calculation of weighted metastatic burden and overall tumor burden. Figure S1: Profile of synthetic
variable values of clusters Stigma (C) and Qoppa (?); Figure S2: ROC curve analysis study of the
role of the component of Qoppa from global analytical parameters (P, panel a) and from response
biomarkers (@p, panel b) as a classifier of the risk of death; Figure S3: ROC curve analysis study of
the role of Qoppa as a classifier of the risk of death for patients with no metastasis at the time of
sample collection (panel a) and patients with metastasis at the time of sample collection (panel b);
Figure S4: ROC curve analysis study of the role of the component of Qoppa from global analytical
parameters (PG, panel a) and from response biomarkers (9B, panel b) as a classifier of the risk of
development of metastasis de novo in patients with no metastasis at the time of sample collection;
Figure S5: Study of analytical differences using the Mann-Whitney U test for variables that did not
meet the normality criteria and the Student’s t test for those that did; Figure S6: Study of clinical
differences using the Mann-Whitney U test for variables that did not meet the normality criteria
and the Student’s t test for those that did; Figure S7: Kaplan—-Meier survival analysis between the
patients with high and low Qoppa levels for the population with no metastasis at the time of sample
collection; Figure S8: Kaplan-Meier survival analysis between the patients with high and low Qoppa
levels for the population with metastasis at the time of sample collection.
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