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Resumen



Introducciéon: El estado inmuno-inflamatorio preoperatorio de los pacientes con
adenocarcinoma gastrico tratados con intencion curativa, nos puede ayudar a identificar
aguellos pacientes que van a presentar un peor prondstico. Existen varios indices en la
literatura que pretenden evaluar el estado inmuno-inflamatorio en sangre periférica,
aungue debido a una amplia heterogeneidad en cuanto a resultados y a los puntos de
corte utilizados, no disponemos hoy dia de un consenso para su uso en la practica
clinica diaria. Asi mismo, a pesar de conocer la importancia de las complicaciones
postoperatorias y de como afectan también al pronéstico, éstas no se han tenido en
cuenta en la mayoria de las investigaciones previas para saber como afectan y su

relacion con el estado inmuno-inflamatorio preoperatorio.

De este modo, el objetivo principal de esta tesis es analizar el valor prondéstico del estado
inmuno-inflamatorio preoperatorio mediante diversos tipos de biomarcadores inmuno-
inflamatorios, en los pacientes con adenocarcinoma gastrico resecable teniendo en
cuenta la presencia de las complicaciones postoperatorias. Ademas, se pretende definir
el valor de corte de los pardmetros preoperatorios inmuno- inflamatorios a partir del cual
consideremos alto riesgo de recidiva (local o sistémica), en los pacientes con CG

resecable.

Metodologia: El primer estudio realizado, es un analisis retrospectivo, unicéntrico,
donde se ha analizado la capacidad prondstica del indice NLR preoperatorio, teniendo

en cuenta la presencia de complicaciones postoperatorias, asi como su gravedad.

A continuacién, se ha realizado un estudio multicéntrico, basado en los datos del
SEEGCR. Se han analizado un total de 18 biomarcadores preoperatorios inmuno-
inflamatorios, identificando los mejores puntos de corte para cada uno de ellos en base
a las curvas t-ROC y de Log-rank. Posteriormente, para identificar los biomarcadores

con mayor relevancia pronostica, se han realizado 2 modelos de Cox: uno con el
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biomarcador como variable Unica y otro multivariante (a partir de variables
preoperatorias seleccionadas mediante metodologia de bootstrapping). Finalmente, se

analizaron los resultados de cada biomarcador en cada estadio tumoral.

Resultados: Nuestro primer estudio identifico el biomarcador preoperatorio NLR = 2,4
como marcador pronéstico de mala evolucion en cuanto a SG, siendo éste

independiente de la presencia de complicaciones postoperatorias y de su gravedad.

En el segundo estudio, se identificaron los biomarcadores preoperatorios NLR, PNI y
moSIl como aquellos con mejor capacidad pronéstico de mala evolucion, asi como sus
puntos de corte para SG y SLE. Al analizar los biomarcadores por estadios tumorales,
NLR y moSll se mantenian como marcadores pronésticos para estadios | y Il y PNI en
todos los estadios. Finalmente, se observo que el andlisis conjunto de PNI y moSilI,

podria ayudar a mejorar su capacidad prondstica.

Conclusiones: En los pacientes con adenocarcinoma gastrico resecable, el estado
inmuno-inflamatorio preoperatorio actila como marcador prondéstico de supervivencia
global y libre de enfermedad, independientemente de la presencia y la gravedad de las

complicaciones postoperatorias.

Se ha identificado que los valores altos preoperatorios de NLR y moSlI y valores bajos
de PNI, se asocian a una reduccién de la supervivencia global y libre de enfermedad.
Estos resultados se mantienen en los pacientes con estadios I, Il y Ill para los valores

de PNI y para los estadios | y Il para los valores de NLR y moSilI.
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Introduction: The preoperative immune-inflammatory status of patients with gastric
adenocarcinoma treated with curative intent can help to identify those who are likely to
have a worse prognosis. Various preoperative ratios in the literature aimed to evaluate
the immune-inflammatory status in peripheral blood. However, due to significant
heterogeneity in results and the cut-offs used, no consensus exists for their application
in daily clinical practice. Moreover, although the importance of postoperative
complications and their impact on prognosis is well-known, these complications have not
been considered in most previous studies to understand their influence and relationship

with preoperative immune-inflammatory status.

Thus, the main objective of this thesis is to analyze the prognostic value of the
preoperative immune-inflammatory status through various immune-inflammatory
biomarkers in patients with resectable gastric adenocarcinoma, taking into account the
occurrence of postoperative complications. Additionally, it aims to define the cut-offs
values for preoperative immune-inflammatory parameters that indicates a high risk of

recurrence (local or systemic) in patients with resectable gastric cancer (GC).

Methodology: Our first study is a retrospective, single-centre analysis examining the
prognostic value of preoperative NLR, considering the presence and severity of

postoperative complications.

Subsequently, a multicentre study was conducted using data from the SEEGCR
database. A total of 18 preoperative immune-inflammatory biomarkers were analyzed,
identifying the best cut-off points for each parameter, using t-ROC and Log-rank curves.
To identify the biomarkers with the highest prognostic relevance, two Cox models were
developed: one using the biomarker as a single variable and another multivariate model
(based on preoperative variables selected through bootstrapping methodology). Finally,

the results for each biomarker were analyzed across different tumor stages.
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Results: Our first study identified the preoperative NLR biomarker = 2.4 as a prognostic
marker of poor outcomes in terms of overall survival (OS), independent of the presence

and severity of postoperative complications.

In the second study, the preoperative biomarkers NLR, PNI, and moSlII were identified
as having the best prognostic capacity for poor outcomes, along with their cut-off points
for OS and disease-free survival (DFS). When analyzing biomarkers by tumor stage,
NLR and moSlI remained as poor prognostic markers for stages | and Il, while PNI was
prognostic across all stages. Finally, the combined analysis of PNI and moSII showed

potential for improving prognostic capacity.

Conclusions: In patients with resectable gastric adenocarcinoma, the preoperative
immune-inflammatory status serves as a prognostic marker for overall and disease-free
survival, regardless of the presence and severity of postoperative complications.
High preoperative values of NLR and moSil|, along with low PNI values, are associated
with reduced overall and disease-free survival. These results hold true for PNI values

across stages |, I, and Il and for NLR and moSilI values in stages | and Ill.
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1.1 Céncer gastrico y estado inmuno-inflamatorio

El cancer gastrico supone el 5° tumor en frecuencia en el mundo?. Por el contrario, en

nuestro entorno supone el 10° tumor en frecuencia y la 72 causa de muerte?.

A pesar de no ser uno de los tumores mas frecuentes, presenta una alta mortalidad, con
una supervivencia global estimada que puede oscilar alrededor de los 20 meses?, a

pesar de haber realizado un tratamiento 6ptimo.

El tratamiento de eleccién del CG consiste en una cirugia radical, que implica una
gastrectomia (total o subtotal) con linfadenectomia D2, asi como el uso de quimioterapia
perioperatoria en aquellos pacientes con enfermedad localmente avanzada®?®. El
pronéstico de la enfermedad se realiza en funcion de criterios anatomo-patolégicos
obtenidos tras la reseccion de la pieza quirdrgica (invasion del tumor en la pared
gastrica, numero de ganglios infiltrados,...) y la posible presencia de enfermedad

metastasica (TNM)®.

En la practica clinica, llama la atencibn que pacientes con un mismo estadio
anatomopatol6gico (pTNM), puedan presentar un prondstico radicalmente diferente.
Esto hace pensar en la existencia de otros factores asociados al propio paciente, no
exclusivos de las caracteristicas propias del tumor (grado de invasion, afectacion
ganglionar...), y que van a influir directamente en la evolucion posterior de la

enfermedad.

Es bien conocido que factores como la edad, el tipo histoldgico y el estado funcional de
los pacientes (medido con escalas como pueden ser ECOG, Charlson...) van a tener un
papel relevante en la evolucién de la enfermedad y su pronostico. Asi mismo, otros
factores como el estado inmuno-inflamatorio propio de cada paciente también pueden

influir, aunque sus mecanismos de actuacion aun no sean bien conocidos.

Durante las ultimas décadas, se han ido conociendo de forma mas precisa los

mecanismos que desarrolla la inmunidad en el control de la evolucion tumoral. Un detalle
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a destacar, ha sido la observacion de diferentes indices de células inmuno-inflamatorias
en sangre periférica (NLR’, LMR®, MLR®, PLR, PNI*, Sl1*2...), obtenidos previamente
a la cirugia o tratamientos oncoldgicos, y que pueden proporcionar una informacion
prondstica relevante e independiente del estadio anatomopatologico (pTNM). Asi,
pacientes en un mismo estadio pueden tener un tiempo libre de enfermedad y una
supervivencia global diferente, en funcién del valor en los indices inmuno-inflamatorios
en sangre periférica obtenidos antes de realizar cualquier procedimiento terapéutico.
Estos datos han sido confirmados para diferentes tipos de tumores: digestivos3141°,

mamal®, urolégico!’, pulmoén'® y otros.

Por otra parte, algunos de estos parametros obtenidos en sangre periférica, previo a un
tratamiento quirdrgico, han sido relacionados con un mayor numero de complicaciones
postquirdrgicas e incluso infecciones?!®, que también pueden repercutir en el prondstico
oncoldgico final. Incluso, la respuesta terapéutica a determinados farmacos inmuno o
quimioterpicos se ha relacionado con estos indices inmuno-inflamatorios antes de

iniciar los tratamientos?®°.

Otra de las ventajas de este proceder, es que gran parte de la informaciéon que se
obtiene a través de estos indices se puede conseguir de forma facil mediante un analisis
sanguineo estandar (fundamentalmente un hemograma) lo que no requiere de material

técnico especial ni de un coste econémico adicional.

De forma complementaria, recientemente diversos estudios fisiopatolégicos estan
relacionando el estado inmuno-inflamatorio en sangre periférica con la respuesta
inmuno-inflamatoria local del tumor o microambiente peritumoral local?* y también este
altimo con determinados subtipos histopatolégicos de células tumorales (en nuestro
caso el tipo intestinal y difuso)?223, lo que nos hace intuir que todos estos aspectos estan

ampliamente interrelacionados.
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Esta informacion no se tiene en cuenta actualmente en la practica clinica diaria en el
momento de clasificarlos dentro de un estadio y, por tanto, tampoco se tiene en cuenta

en el momento de indicar el tratamiento mas adecuado (Figura 1)

Immune-based classification
Host immune response

Current cancer classification
Tumor cell characteristics

Currently NONE

Anatopathology
Tumor morphology

Stem cell

Tumor cell § Gopyet cell

of origin

Tumor
molecular pathway

gene expression

Tumor
mutation status

Figura 1: Representacion de las diferentes formas de clasificacion de los tumores que usamos en la practica
clinica diaria, teniendo en cuenta las caracteristicas del tumor y en cambio, sin tener en cuenta los cambios
debidos a la respuesta inmunitaria que se produce en el paciente?

1.2 El sistema inmuno-inflamatorio como inhibidor o promotor de las células

tumorales. Inmuno-vigilancia tumoral.

El sistema inmune tiene un doble papel en el desarrollo y progresion del cancer. Por una
parte, puede erradicar las células malignas en su inicio, pero por contra puede promover
activamente el crecimiento, la capacidad invasora y el potencial de diseminacion de

estas células.

Entre las células inmunes con funcionalidad antitumoral destacan las células del sistema
inmune innato como son las células NK, y las células de la inmunidad adaptativa, como

los linfocitos T citotdxicos y las células dendriticas convencionales?26,
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Por otra parte, entre las células inmunes con finalidad protumoral se incluyen un amplio
espectro de células de ambos sistemas (innato y adaptativo) como son: los neutrdfilos,
los macréfagos tipo I, los linfocitos T reguladores, las células supresoras derivadas de

mieloide y las células dendriticas plasmocitoides?2.

La presencia de células inmunes con actividad supresiva o promotora del tumor en el
microambiente tumoral y en sangre periférica, se asocian con un mejor o peor prongstico

oncolégico?’.

Este proceso inicial de interaccion entre diferentes tipos de células inmuno-inflamatorias
con las células tumorales es el concepto conocido como inmuno-vigilancia, en el que se

pueden diferenciar tres partes?2°:

a. Eliminacién
Las primeras células inmunitarias que se dirigen a las células tumorales son
los macréfagos y las células NK. Las NK se encargan de matar a las células
tumorales, liberar citoquinas (que activan el proceso inflamatorio), mientras
gue los macréfagos se encargan de destruirlas. Las células dendriticas
(activadas por las células NK) pondran en marcha a las células T
colaboradoras y las citotdxicas, bloqueando la formacién de nuevos vasos
sanguineos, dificultando el crecimiento y la proliferacion de las células

tumorales.

b. Equilibrio
En ocasiones las células tumorales dafiadas pueden proliferar y experimentar
nuevas mutaciones, que permitiran ocultarse del sistema inmunitario mediante
receptores inhibidores de las células T citotoxicas y las NK, permitiendo el

desarrollo del tumor.

c. Escape
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En esta fase las células tumorales que han podido enmascararse y proliferar,
crean su propio microentorno tumoral dificultando el paso de las células

inmunitarias, favoreciendo un crecimiento incontrolado y su diseminacion.

1.3 Microambiente tumoral y respuesta inmuno-inflamatoria sistémica.

La interaccion entre el microambiente del tumor y la respuesta inflamatoria sistémica en
sangre (determinada a través de diferentes indices celulares en sangre periférica) es un
aspecto complejo, en el que interactian mdultiples factores, y es fundamental en la
comprension de la respuesta inmunolégica y la progresion del cancer. No se puede
establecer una relacién unidireccional clara, de forma que ambos interactian y se

influyen mutuamente.

Para explicar con mas claridad esta interaccién de manera mas extensa, es necesario

abordar varios conceptos clave®:

a) Impacto de las células inmuno-Inflamatorias en sangre periférica en el
microambiente tumoral:

o Infiltracién tumoral®®3*; las células inmuno-inflamatorias en la sangre

periférica, como los neutréfilos, monocitos y linfocitos, pueden migrar al
tumor en respuesta a las sefiales quimiotacticas. Una vez en el
microambiente tumoral, estas células pueden adoptar diferentes fenotipos
gue pueden promover o inhibir la progresion del tumor.

o Respuesta inmunitaria_antitumoral®?: los linfocitos T citotéxicos, cuando

migran al microambiente tumoral, pueden atacar y destruir células tumorales.
Sin embargo, el tumor puede crear un entorno inmunosupresor que inactiva
estas células efectivas.

o Promocién de la angiogénesis y metastasis®: los neutréfilos y macréfagos

asociados al tumor pueden liberar factores proangiogénicos y pro-
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metastasicos, como VEGF y MMPs, que facilitan el crecimiento y la
diseminacion tumoral.
b) Impacto de las células del microambiente tumoral sobre las células en sangre
periférica:

o Liberacién de factores solubles®*-2¢: Las células tumorales y las células

estromales en el microambiente tumoral pueden liberar citocinas,
guimioquinas y otros factores solubles (como IL-6, TGF-B, VEGF) que
pueden entrar en la circulacion sanguinea y afectar la funcién y el nimero de

células inmuno-inflamatorias en la sangre periférica.

o Modulacién del sistema inmune®: Las células tumorales pueden inducir
cambios sistémicos que modulan la respuesta inmunitaria, como el aumento
de los neutrdfilos y la disminucion de los linfocitos, a través de la secrecion
de factores inmunosupresores.

o Induccién de mielopoyesis®®: Las células tumorales pueden estimular la

produccion de células mieloides en la médula 6sea, aumentando el nUmero
de neutréfilos y monocitos en la sangre periférica, lo cual se puede reflejar

en indices como el NLR y el MLR.

En resumen, la comprension de esta interaccion es fundamental para evaluar el estado
del paciente y su pronéstico, asi como para disefiar estrategias de tratamiento. En Ultima
instancia, el objetivo seria mejorar la respuesta inmunolégica y reducir la

inmunosupresion del paciente.

En la actualidad, se estan desarrollando enfoques terapéuticos que buscan modificar el

microambiente del tumor para permitir una respuesta inmunolégica mas efectiva.

1.4 Principales células inmuno-infamatorias en sangre periféricay su mecanismo

de accion.
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La inflamacién inducida por el tumor sobre el huésped, se debe a una interaccién
compleja y multifacética entre los pardmetros inflamatorios en sangre periférica y el
microambiente tumoral. En ella participan diferentes tipos de células y proteinas a través

de diferentes mecanismos que se explican brevemente a continuacion?26;

- Neutrdfilos: los neutrofilos son la principal poblaciéon de leucocitos en la sangre y se
consideran la primera linea de inmunidad en la respuesta a la lesion tisular; constituyen
una importante porcién del infiltrado de células inflamatorias que se encuentran en una
amplia variedad de tumores. Aunque los neutréfilos estan preparados para eliminar
células malignas mediante varios mecanismos, en el microambiente tumoral pueden
inducir directamente la progresion de células tumorales a través de la remodelacién de
la matriz del tejido extracelular, liberando citocinas proinflamatorias y factores de
crecimiento que promueven la inflamacién crénica, resultando en un entorno favorable
para la progresion tumoral y favoreciendo la migracion de células tumorales, la invasion

y modulando la angiogénesis3%4°,

- Linfocitos: existen diferentes subtipos de linfocitos que se pueden detectar en sangre
periférica. De ellos, los linfocitos T citotéxicos son los que juegan un papel fundamental
en la identificacion y destruccién de células tumorales. Un equilibrio entre los diferentes
tipos de linfocitos (T reguladores vs. T citotoxicos), es crucial para una respuesta inmune
efectiva contra el tumor. A su vez, los linfocitos B y los NK son cruciales en eliminacion

de células tumorales.

Los mecanismos por los que los linfocitos actdan sobre el microambiente tumoral, son

los siguientes:

1. Migracién de linfocitos desde la sangre periférica al microambiente tumoral:

Los linfocitos T circulan en la sangre periférica y pueden ser atraidos hacia

el tumor debido a sefiales quimicas emitidas por las células tumorales y otras
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células del microambiente tumoral (quimiotaxis). Los linfocitos B también
pueden migrar hacia el tumor en respuesta a sefiales especificas.

2. Expansion y activacion de linfocitos: Una vez que los linfocitos T llegan al

microambiente tumoral, pueden encontrarse con células tumorales que
presentan fragmentos de antigenos tumorales en su superficie, estimulando
Su activacion.

3. Diferenciacion de linfocitos en diferentes subpoblaciones: Los linfocitos T

pueden diferenciarse en diferentes subpoblaciones, como los linfocitos T
citotéxicos (CD8+), que son capaces de matar células tumorales, y los
linfocitos T colaboradores (CD4+), que ayudan a coordinar la respuesta
inmunoldgica. Los linfocitos B pueden dar lugar a células plasmaticas que
producen anticuerpos especificos contra antigenos tumorales. Los linfocitos
NK son cruciales para la eliminacién de células tumorales, sin necesidad de
activacion previa. La evaluacién de la funcion y la proporcién de los linfocitos
NK en sangre periférica, puede ser indicativa de la capacidad del sistema
inmunitario para reconocer y eliminar células tumorales, influyendo asi en el
prondstico del paciente.

4. Regulacion de la respuesta inmunoldgica: Las células en sangre periférica

también incluyen células reguladoras, como los linfocitos Tregs*, que
pueden inhibir la respuesta inmunolégica antitumoral y limitar la inflamacién

excesiva en el microambiente tumoral.

En pacientes con cancer, se pueden observan ciertos cambios en las subpoblaciones

de linfocitos, como son?3:

1. Disminucién de linfocitos totales: debido a la supresién del sistema

inmunoldgico causada por la enfermedad o el tratamiento.

2. Cambios en la proporcion de subpoblaciones: disminucién de los linfocitos T

CD4+ y un aumento de los linfocitos T CD8+ en algunos tipos de cancer, lo
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gue puede reflejar una respuesta inmunolégica activa contra las células
tumorales.

3. Aparicién de células supresoras: en el microambiente tumoral, pueden surgir

células supresoras, como los linfocitos Tregs y las MDSCs, que inhiben la

respuesta inmunolégica antitumoral.

En pacientes con cancer gastrico, los linfocitos T citotoxicos (CD8+) son los que juegan
un papel fundamental en la identificacion y destruccion de células tumorales. Asi, una
baja proporcién de linfocitos T CD8+ podria estar asociada con un peor prondéstico en
cancer gastrico, indicando una respuesta inmunitaria comprometida. Un equilibrio entre
los diferentes tipos de linfocitos (T reguladores vs. T citotdxicos), se considera de gran

importancia para una respuesta inmune efectiva contra el tumor.

- Monocitos: su diferenciacién a macréfagos (M2) en el microambiente tumoral, puede
facilitar el crecimiento tumoral y la metastasis, a través de la inmunosupresion y la

angiogénesis.

Su funcién y su nimero en la sangre periférica pueden ofrecer informacién valiosa sobre
el estado del sistema inmunoldgico y la presencia de inflamacién en el cuerpo, lo cual
puede ser relevante en el contexto del cancer gastrico. A continuacion, se presentan
algunas explicaciones posibles sobre cémo los monocitos podrian tener un papel

prondstico en el cancer gastrico:

o Inmunosupresion e inhibicion de respuesta inmunoldgica: los monocitos

pueden inhibir la respuesta inmunolégica antitumoral, facilitando la evasion
de las células cancerosas del sistema inmunolégico.

o Promocién de la inflamacidn crénica: La presencia de un mayor nimero de

monocitos en sangre periférica podria reflejar una respuesta inflamatoria

cronica, la cual esta vinculada al desarrollo y progresion del cancer.
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o Angiogénesis y metastasis: un aumento en el nUmero de monocitos podria

sugerir un mayor potencial para la formaciéon de nuevos vasos sanguineos

Yy, por ende, un peor pronostico en términos de metéstasis.

- Plaquetas: No solo participan en la coagulacion, sino que también influyen en la
biologia tumoral al interactuar con las células tumorales, el sistema inmunitario y el
microambiente circundante. Pueden favorecer la metéstasis a través de la proteccion de
las células tumorales en el torrente sanguineo y a través de la promocién de la
angiogénesis, mediante factores de crecimiento vascular endotelial (VEGF), lo cual esta
intimamente relacionado con el nimero de plaquetas circulantes*?. Ademas, pueden

actuar a diferentes niveles?*::

- Proteccién de las CTC: Pueden adherirse a CTC en el torrente sanguineo,

formando una "coraza" que protege a estas células del reconocimiento y ataque
por parte del sistema inmunitario, particularmente de las células NK. Este
“escudo plaquetario” también previene el dafio mecanico a las células tumorales

durante su paso en la circulacion.

- Facilitan adhesién al endotelio y extravasacion: Facilitan la adhesion mediante

la liberacion de moléculas como selectinas (P-selectina), integrinas y factores de
adhesion. Por otra parte, las plaguetas también ayudan a las células tumorales
a atravesar la barrera endotelial y entrar en los tejidos circundantes, un paso
clave en la formacién de metastasis mediante la secrecién de factores como el

factor de crecimiento derivado de plaquetas y metaloproteinasas de matriz.

- Promocién de la angiogénesis: Las plaquetas almacenan y liberan factores de

crecimiento angiogénicos, como VEGF, PDGF, y TGF-B. Estos factores
estimulan la formacion de nuevos vasos sanguineos que nutren al tumor en

crecimiento.
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- Modulacién del microambiente inmunitario: Las plaquetas liberan TFG- 3, que

suprime la activacion de células T citotoxicas y células NK, reduciendo la
capacidad del sistema inmunitario para combatir el tumor. Por otra parte,
favorecen la atraccion de monocitos en el microambiente tumoral promoviendo

una respuesta inmunitaria que favorece la progresion tumoral.

- Promocion de la progresién tumoral: Las plaquetas liberan factores de

crecimiento tumoral (VEGF, TFG-B y PDGF) estimulando la proliferacion y
supervivencia de las células tumorales y remodelan el microambiente
extracelular liberando enzimas como las metaloproteasas de matriz facilitando la
invasion de las células tumorales. Por otra parte, también pueden contribuir a la
resistencia tumoral a ciertos tratamientos al liberar factores que promueven la
supervivencia celular y la reparacién del ADN en células tumorales dafiadas por

guimioterapia o radioterapia.

Por todo ello se han propuesto tratamientos como aspirina y otros tratamientos
inhibidores de las plaguetas como coadyuvantes en el tratamiento del cancer. También
se han sugerido estrategias de terapias combinadas dirigidas a factores
proangiogénicos liberados por las plaquetas, como el VEGF, en combinacién con

agentes antiplaquetarios para reducir la capacidad del tumor para crecer y metastatizar.

- Inflamasomas y citoquinas**“®: se trata de proteinas complejas que pueden tener una

doble funcién, actuando tanto como respuesta inflamatoria antitumoral, como
favoreciendo la carcinogénesis a través de la formacion de factores de crecimiento

tumoral.

- Proteinas de fase aguda*: la PCR y la albimina son las proteinas fabricadas a nivel

hepatico més utilizadas como marcadores de inflamacién sistémica, sobre todo

mediante su combinacion a través del indice GPS.
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1.5 Tipos de indices inmuno-inflamatorios preoperatorios y sus posibles

asociaciones.

La respuesta inmuno-inflamatoria sistémica del huésped debido al tumor, se puede
medir en sangre periférica a través de un hemograma basico y una bioguimica (PCR,
albumina). La relacion entre diversos tipos de células, ha permitido identificar diferentes
indices (NLR, LMR, GPS, PLR, SlI, PNI...), que han mostrado su valor pronéstico en los

pacientes con CG en cuanto a supervivencia.

Asi mismo, algunos de estos indices, se han identificado como predictores de respuesta
a tratamientos con quimioterapia neoadyuvante*® e incluso como predictores de

respuesta a tratamientos con inmunoterapia®®2147,

Estos valores pueden verse afectados por diferentes factores; en el NLR, que es de los
indices mas estudiados, sabemos que puede variar debido a la raza (caucésicos, afro-
americanos, hispanos), consumo de tabaco o la presencia de obesidad o diabetes*.
Aun asi, se ha estimado que a partir de un valor de NLR>3 se puede considerar que

refleja un estado inflamatorio moderado (Figura 2)*.

NLR Meter
Grey zone, Mild to Moderate Severe Critical stress
Reverse Normal range,  low inflamm. moderate inflammation inflammation and
severe health stress inflammation and stress and stress inflammation
1-2 2-3 3-7 7-1 1-17 17-23 23+

Figura 2: Estimacién de los rangos de NLR y el grado de inflamacion sistémica con el que se relaciona*®.

Por otro lado, dado que existe una amplia variabilidad y heterogeneidad en el célculo de
los puntos de corte de cada uno de estos indices, esto esta generando cierta

desconfianza para su uso en la practica clinica diaria.
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Durante los ultimos afios se han ido estudiando diferentes indices, no obstante, los que

mas se han estudiado y destacan en la literatura son:

o NLR?*-53; su valor elevado, se asocia a peor pronéstico de SG y SLE. Se ha
asociado a mayor niumero de complicaciones postoperatorias. Destaca la
importancia de la neutrofilia y la linfopenia, como marcadores prondésticos.

o LMR®4+%8; en este caso, ademas de la importancia en los linfocitos, se suma
el papel de los monocitos, los cuales juegan un papel relevante a nivel del
microambiente tumoral.

o SlI*3: incorpora el papel de las plaguetas como parametro inflamatorio,
ademas de neutrdfilos y linfocitos.

o GPS®%9: a diferencia de los indices previos, en este caso se combina PCR
y albumina. Esta Ultima, actla tanto como marcador inflamatorio como
nutricional, dando un valor afadido al marcador.

o PNI*®% combina el papel de la albumina con los linfocitos, de forma que

también se incluye el factor nutricional.

Entre los marcadores inmuno-inflamatorios mas estudiados, se han planteado
combinaciones como PNI-SIlI, para mejorar la capacidad pronéstica e incluso como

marcadores de respuesta a tratamientos neoadyuvantes?®.

El fundamento de estas asociaciones, esta en evaluar diferentes aspectos de la salud
del paciente (como la nutricidn, la inflamacion y la respuesta inmunolégica,

conjuntamente), buscando la obtencién de un diagnéstico mas preciso.

Finalmente, también se ha investigado el uso de estos biomarcadores para medir la
mejoria de la respuesta inmuno-inflamatorio después del tratamiento quirtrgico®. En
este sentido, se ha observado que indices como PLR y NLR aumentan de forma
significativa hasta los 4 dias tras la intervencion y vuelven a niveles preoperatorios una

semana tras la intervencion, siendo el descenso mas significativo de los niveles de PLR
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y NLR aproximadamente un mes tras la intervencion. Asi mismo, los indices NLR o PLR
post-/pre-cirugia <1, indican que hay un descenso en la respuesta inmuno-inflamatoria

tras la cirugia y se han asociado a una mayor supervivencia global?.

1.6 Inmunoscore en microambiente tumoral: impacto como factor prondstico

Del mismo modo que los indices inflamatorios en sangre periférica pretenden actuar
como marcadores prondsticos, se ha intentado investigar su capacidad prondéstica a

nivel del microambiente tumoral local.

El inmunoscore es un sistema de puntuacién que evalla la infiltracion de células
inmunes en el tumor y su entorno. Este biomarcador, se basa en la infiltracién del tumor
(tanto en el centro tumoral como en el margen de invasion?*) por parte de las células
inmunitarias del huésped, principalmente los linfocitos T CD8* y CD3* y las células de

memoria CD45R0O* 31,

En los pacientes con cancer de colon, se describid por primera vez que aquellos tumores
con un mayor infiltrado de células inmunes (linfocitos T CD8™) y por tanto con un elevado
inmucoscore, presentaban mejor supervivencia global y libre de enfermedad®. Esto ha
dado lugar a la propuesta de un TNM-Immune, creAndose un consenso internacional,
donde se concluye que los pacientes con cancer colorrectal avanzado y con elevado
inmunoscore, van a presentar una mejor supervivencia, y a su vez, pueden responder
mejor al tratamiento con quimioterapia, respecto a los que presentan un inmunoscore

bajo®2.

En el CG, se ha estudiado su uso mas recientemente mostrando que un inmunoscore
elevado actia como factor de buen prondstico, independientemente del estadiaje
tumoral®®. A su vez, permite identificar aquellos pacientes con estadio Il / Il que van a

presentar mejor respuesta a quimioterapia adyuvante®. A pesar de ello, no existe un
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consenso internacional sobre su uso e indicaciones, como si que hemaos visto que ya

existe en otro tipo de tumores.

Asi mismo, se ha estudiado en cancer gastrico la correlacion entre la presencia de
marcadores de inmunosupresién en el microambiente tumoral (PD-L1 y CTLA4) y la
presencia de células inmunitarias en sangre periférica (linfocitos T CD4+ y CD8+),
siendo ambos elevados en los pacientes con CG avanzado y sugiriendo que los
patrones de distribucion de los marcadores de inmunosupresion en los tejidos, se
correlacionan con los patrones en sangre periférica®. Aunque no queda claro qué es
causa Yy gué es consecuencia, esta relacion bidireccional nos permitiria poder detectar
mediante analisis de sangre periférica, los cambios que se estan produciendo a nivel

del microambiente tumoral.

1.7 Relacién entre subtipos histolégicos de cancer gastrico, microambiente

tumoral y respuesta inmuno-inflamatoria sistémica en sangre periférica:

El CG clasicamente se ha subdivido segun la clasificacion de Lauren® en intestinal,
difuso 0 mixto. A pesar de existir hoy en dia clasificaciones mas recientes, como la de
la OMS, la clasificacién de Lauren sigue siendo de las mas utilizadas en la practica

clinica diaria y su validez es vigente.

Algunos de los marcadores de peor prondstico los encontramos en los adenocarcinomas
con células en anillo sello®’, los adenocarcinomas difusos o pobremente cohesivos
(segun clasificacion de la Organizaciéon Mundial de la Salud®®), pacientes con infiltracion
angiolinfatica o aquellos pacientes con alteraciones en su biologia molecular?*, como
son: Her2, inestabilidad de microsatélites (MSI), sobreexpresion de PD-L1, o

mutaciones en KRAS y BRAF.

De esta manera, se ha observado un diferente comportamiento inmuno-inflamatorio

segun el subtipo histolégico de CG, de forma que aquellos pacientes con CG difuso /
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mixto, presentaran un menor numero de células NK y linfocitos Tregs en sangre
periférica y menor nimero de linfocitos T CD8+ a nivel tumoral, lo que podria justificar
su diferente comportamiento biolégico y a su vez, las diferencias en cuanto a
supervivencia respecto al CG intestinal??, donde la presencia de linfocitos T CD8+ y NK

es mas elevada®.

Del mismo modo, se ha observado que aquellos pacientes con CG difuso, presentan
menor expresion de PD-L17°. Por otro lado, aquellos pacientes con CG EBV+ y MSI,
van a presentar mayor infiltrado inmunitario tumoral™®. Asimismo, también se ha
identificado una relacion entre los diferentes tipos de tumores gastricos segun la
clasificacion de Lauren y el valor pronéstico de diferentes indices inflamatorios en

sangre’?.

La investigacion en esta area es fundamental para profundizar en la comprensién de
como los tipos histolégicos especificos del cancer gastrico influyen en el microambiente
tumoral y en el significado pronéstico de la evaluacién del inmunoscore peritumoral y los
diferentes indices inflamatorios en sangre. Esto puede llevar a la identificacion de
nuevos biomarcadores predictivos y a la optimizacién de las estrategias terapéuticas

para mejorar los resultados clinicos en pacientes con cancer gastrico.

Por otra parte, también se ha identificado en metaandlisis una asociacion entre NLR
preoperatorio y la presencia de metastasis ganglionares en el cancer géastrico. Todo ello
destaca la importancia de la interrelacion entre las células inflamatorias en sangre
periférica, el microambiente tumoral, los subtipos de tumores gastricos, la presencia de

metastasis ganglionares y sistémicas’®.

1.8 Respuesta inmuno-inflamatorio en sangre periféricay complicaciones

postoperatorias: influencia en el prondstico del cancer gastrico
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Las complicaciones postoperatorias en la cirugia del CG son aquellos eventos adversos
que se producen en el periodo postoperatorio, atribuibles a la cirugia y que estan
claramente definidas por la comunidad internacional™. Estas se clasifican en menores
(tipo I-1l) o mayores (IllI-IV) segun la clasificaciéon de Clavien-Dindo™ y las podemos

dividir también en infecciosas o no infecciosas’®.

Segln los Ultimos registros internacionales (DUCA’/, GASTRODATA™), las
complicaciones postoperatorias van a oscilar por debajo del 30%, siendo las
complicaciones mayores alrededor del 25% y la mortalidad a 30 dias, alrededor del 4%.
Las complicaciones mas habituales, serdn las infecciones no quirtrgicas y la

dehiscencia anastomaética’” .

Sabemos que la presencia de complicaciones postoperatorias mayores, estan ligadas a
un peor pronostico "°8! y a una menor tasa de cumplimiento terapéutico® 23, En funcion
del tipo de complicaciones que se produzcan (infecciosas vs. no infecciosas), éstas van

a desencadenar diferentes tipos de respuestas inmuno-inflamatorias.

Las complicaciones infecciosas se han asociado en mayor medida con una estimulacion
del sistema inmune innato y una supresién de la inmunidad adaptativa, aumentando el
riesgo de recidiva’®, mediante la activacién de citocinas proinflamatorias y factores de
crecimiento  vascular, que a su vez promueven el crecimiento tumoral y la

diseminacion®.

De esta forma, los cambios inmuno-inflamatorios preoperatorios producidos por el
propio tumor y los que se producen debido a las complicaciones postoperatorias, ambos
van a afectar al prondéstico, pero a través de vias diferentes. Hasta el momento, es poco
conocido el impacto que las complicaciones postoperatorias van a tener en el valor
prondstico preoperatorio de los marcadores inmuno-inflamatorios y no se ha tenido en

cuenta en la mayoria de los trabajos realizados.
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Por el contrario, si que se han asociado algunos marcadores inmuno-inflamatorios
preoperatorios, con la presencia de complicaciones postoperatorias infecciosas®®,

siendo éstos predictores de complicaciones postoperatorias.

1.9 Justificacion de la tesis

Como hemos podido ver en base a la literatura revisada, el estado inmuno-inflamatorio
preoperatorio que presenta el paciente, va a jugar un papel importante en el prondstico
del cancer gastrico. A pesar de ello, su uso en la préactica clinica diaria sigue siendo
escaso, probablemente debido a la falta de evidencia cientifica de calidad, a la
heterogeneidad que existe en los resultados actuales y a la variabilidad en la
metodologia utilizada para el calculo de los puntos de corte de cada uno de los
biomarcadores. Ademas, la mayoria de las publicaciones previas, son series

retrospectivas, unicéntricas y con un volumen bajo de pacientes.

Asi mismo, a lo largo de los ultimos afios se han descrito diversos biomarcadores
preoperatorios para objetivar y cuantificar el estado inmuno-inflamatorio preoperatorio.
Sin embargo, existen pocos estudios que hayan comparado los diferentes marcadores
entre si, para poder identificar aquellos que realmente pueden ser (tiles en nuestra

practica clinica diaria.

Un aspecto importante a tener en cuenta, siempre que analizamos marcadores
prondsticos en pacientes quirurgicos, y que hasta la fecha en pocos estudios se habia
incluido en el andlisis, es la presencia de complicaciones postoperatorios y su gravedad,
ya que como hemos visto, éstas van a influir directamente en el pronéstico y pueden

llegar a modificar la capacidad prondstica de los marcadores preoperatorios. Por este
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motivo, es necesario analizar estos biomarcadores preoperatorios teniendo en cuenta

la presencia de complicaciones y su gravedad.

Finalmente, cabe destacar también, que la mayoria de la literatura publicada hasta el
momento, se ha realizado sobre poblacion asiatica, que como es conocido, en el
cancer gastrico pueden existir comportamientos biolégicos distintos respecto a otras

poblaciones.
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El estado inmuno-inflamatorio preoperatorio de los pacientes con
adenocarcinoma gastrico resecable actia como factor prondstico preoperatorio
independiente, para la supervivencia global y libre en enfermedad y su impacto

no se ve alterado por la presencia de complicaciones durante el postoperatorio.

La deteccion preoperatoria de biomarcadores inmuno-inflamatorios, podria
ayudar a identificar de forma precoz a aquellos pacientes que van a presentar
un peor prondéstico postoperatorio y, por tanto, permitir realizar un tratamiento

complementario mas agresivo y mejor dirigido desde una etapa mas inicial.
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3.1 Principal:

o Analizar el valor pronéstico del estado inmuno-inflamatorio preoperatorio

mediante diversos tipos de biomarcadores inmuno-inflamatorios, en los
pacientes con adenocarcinoma gastrico resecable teniendo en cuenta la

presencia de complicaciones postoperatorias.

3.2 Secundarios:

O

Definir un valor de corte de los parametros preoperatorios inmuno-
inflamatorios a partir del cual consideremos alto riesgo de recidiva (local o

sistémica), en los pacientes con CG resecable.

Identificar aquellos pacientes que se podrian beneficiar de un tratamiento

neoadyuvante contra el estado inflamatorio preoperatorio.
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Abstract

Purpose The zim of this study was to determine if the prognostic value of the preoperative neutrophil-to-lymphocy te ratio
{NLR} could be modified by the presence of postoperative complications (POC) and their severity in patients with gastric
adenocarcinoma resected with curative intent.

Methods A retrospective study based on a prospective database of patients with resectable gastric adenocarcinoma treated
with radical intention (RO) between January 1998 and February 2012. The primary endpoint was overall survival according
to preoperative peripheral blood NLR and postoperative complications. Clinicopathological variables, preoperative blood
tests, POC and its severity (Clavien—Dindo classification). type of POC (infectious or not infectious) and mortality were
registered. A univariate and multivariate analysis (step forward Cox regression) was performed. The Kaplan-Meier method
wis used to assess overall survival.

Results The 147 patients with gastric cancer who had undergone radical resection were included from an initial cohort of
209 patients. Univariant analysis: type of surgery, pT. pN, postoperative complications (Clavien-Dindo = 3} and preopera-
tive NLR = 2.4 were significantly associated with survival (p< 0.05). Patients with POC showed worse long-term survival
{p=0.000), with no difference (p=0.867) between infectious or non-infectious POC. NLR = 2.4 was associated with infec-
tious POC {p< 0.001). Patients with preoperative NLR 2 2.4 {(p=0.02) had a worse prognosis. Multivariate analysis: pN
(p<0.001), postoperative complications (p-< 0.001) (HR 3.04; 95% CI: 1.97—4.70) and NLR = 2.4 (p=0.04) (HR = 1.55;
95% CI: 1.02-2.3) were independent prognostic factors.

Conclusion The preoperative inflammatory state of patients with gastric cancer measured by NLR behaves as an independent
prognostic factor, even in patients with POC.

Keywords Gastric cancer - Neutrophil-to-lymphocyte ratio - Preoperative systemic inflammation - Postoperative
complications

Introduction
=1 Joume Tur-Martinez It is known that preoperative systemic inflammatory
Jaume.tur martinez & gmail.com response is related to the development, progression and inva-
| Sarvice of General Surgery, University Hospital Mitua sion of tumour cells and consequently to overall survival [1]
Tearrassa, Terrassa, Barcelona, Spain in most iumaours.
2 Department of Surgery, Universitat Auténoma de Barcelona, Different biological parameters have been identified as
Bellaterra, Spain markers of a systemic inflammatory state. Some of the most
*  Soction of Gastrointastinal Surgery. Hospital del Mar, relevant markers are neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR)
Universitat Auténoma de Barcelona, Hospital del Mar [2]. lymphocy te-to-monocy te ratio (LMER) [3]. platelats-to-
;‘Eﬁjﬂ] Research [nstitute (IMIM), Barcelona, Bellaterra, lymphocytes ratio (PLR) [4], Nutritionzl Prognosis Index
pain
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{[10 % albumin] + [0,005 = lymphocytes]) [5], Glasgow
Prognosis Score (2 combination of C reactive protein and
albumin values) [6]. systemic immune-inflammatory index
(neutrophils x platelets/lvmphocytes) [7] and derived new-
trophil-to-lymphocyte ratio (neutrophil to white blood cells
— neutrophils) [8]. The most frequently analysed biomarker
to evaluate systemic inflammatory response is NLER., as it is
a simple, easy-to-use and inexpensive tool.

Several studies have shown that a high preoperative neu-
trophil-to-lymphocyte ratio (NLR) value in peripheral blood
tests represents an independent prognostic factor of overall
survival in different types of tumours, including gastric can-
cer [3, 9]

It has also been proven that postoperative complications
{especially severe and infectious ones) are independent prog-
nostic factors for long-term survival afier curative gasirec-
tomy [10-12].

Likewise, preoperative systemic inflammatory response
and postoperative complications are both going to affect
overall survival, but at different moments of the disease.
The preoperative systemic inflammatory state is influenced
by the tumour immunity and may induce anti- or pro-tumour
response. The presence of postoperative complications
{especially more infectious ones) could activate different
pro-tumour pathways and impair survival [13].

Given the influence on the survival of preoperative sys-
temic inflammation and systemic inflammation following
postoperative complications, both factors should be analysed
together to ensure the independent predictive value of each
parameter.

The aim of this study was to determine if the prognostic
value of the preoperative NLR could be influenced by the
presence of postoperative complications in patients with gas-
tric adenocarcinoma resected with curative intent.

Methods
Data collection

This is a retrospective observational study using a prospec-
tively maintained database including all patients treated in
the University Hospital Mitua Terrassa (Barcelona, Spain)
with gastric adenocarcinoma undergoing gastric resection
with curative intent (R0} from January 1998 to February
2012. The study was approved by the ethical committee
of our hospital (Acts 1201 9). Exclusion criteria are age
under 18 years old, chronic inflammatory or autoimmuns
illness, necadjuvant chemotherapy and/or radiotherapy, R 1
and R2 resections, intraoperative finding of carcinomatosis
and palliative surgery. The preoperative study included gas-
tro-oesophageal endoscopy, thorax-abdomen-petvis CT and
blood tests almost two weeks before surgery. The following
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precperative data were systematically collected: age, gender,
preoperative ASA grade classification (American Society
Anaesthesiologist), neutrophils, lymphocytes, neutrophil-
to-lymphocyte ratio (the optimal cut-off value for NLR was
obtained according to the median value of the cohort in
order to compare higher vs. lower index), tumour location
(superior, middle, distal third or gastric linitis), type of gas-
trectomy (total. subtotal. or other) and type of lymphadenec-
tomy (according to the Japanese Gastric Cancer Guidelines
2017) [14]. All cases were discussed in a multidisciplinary
tumour board.

Resecied specimens were analysed following the Tth Edi-
tion TNM classification [15]. Lauren classification (intes-
tinal, diffuse or mixed) [16] was also specified. Patients
with serosa invasion or positive lvmph nodes (= pT, and/
orz pN;) received adjuvant chemotherapy with mitomycin
plus tegafur, according to our hospital protocol.

All postoperative complications (POC) occurring dur-
ing the first 30 days after surgery were registered. and their
severity was graded with the Clavien-Dindo {(C-D) classifi-
cation (grade 1-11: minor complications; grade IT1I-1V: major
complications which required any interventional treatment
or presented organ failure with intensive care support; and
grade V: mortality) [17]. Complications were also divided
into infectious and non-infectious. Infectious complica-
tions were classified according to the previous description
published by our group [18]: Sepsis was defined as the
presznce of two of more systemic inflammatory response
syndrome criteria. Intraabdominal infection was defined as
(i) an abscess or diffused infection within the abdominal
cavity diagnosed by ultrasound or computed tomography,
with positive culture; (ii) the presence of an anastomaotic
leakage (defined as full-thickness gastrointestinal defect
involving the anastomosis): (iii) duodenal stump fistula
{bile or purulent drainage from a drain placed close to the
duodenal stump): (iv) pancreatic fistula (drain output with
amylase content) or {v) acute cholecystitis. Respiratory sep-
tic complications included pneumonia (defined as new or
progressive infiltrate on chest X-ray, accompanied by fever,
leukocytosis or leukopenia and purulent sputum, for which
antibiotic treatment was started) and pleural empyema.

Wound infection was defined as a deep surgical site infec-
tion that required treatment with antibiotics agents or super
ficial wound drainage. Urinary tract infection was defined
according to positive urine culture and clinical findings
{fever, urgency. frequency, dysuria or suprapubic tender-
ness). Finally, catheter-related bloodstream infection was
defined as bacteraemia/fungemia in a patient with an intra-
vascular catheter with at least one positive blood culture
obtzined from a peripheral vein and no other apparent source
for the bloodstream infection except the catheter.

Postoperative follow-up was done according to interna-
tional guidelines [19, 20] with clinical examination 1 month
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after discharge. a general blood test with tumour markers and
clinical examination every six months and annual abdomi-
nal CT scan and gastroscopy, until a 5-year follow-up was
achieved for initial stages (pTis, pT1NOMO). All other stages
were followed with gastroscopy and abdominal CT every six
months during the first two years and then annually.

Primary endpoint

The primary endpoint was overall survival, according
to preoperative peripheral blood NLR and postoperative
complications.

Statistical analysis

Data are shown as frequencies and percentages for cate goTi-
cil variables or as median (interguartile range) for quantita-
tive variables. Chi-square was used to analyse if the patients
with higher preoperative NLR had suffered more postopera-
tive complications and more severe complications. Overall
survival was calculated from the date of surgery until death
from any cause or the date of the last follow-up in living
patients. A descriptive statistical analysis and a univariate
and multivarizble Step Forward Cox regression was per-
formed for the prognostic factors. Kaplan—-Meier curves
according to NLR with the presence or not of POC were
plotted and compared using log-rank statistics. The SPSS
software package (SPSS Inc. Chicago, 1L, USA), version
25, was used to manage patient data and perform statistical
analysas.

Results
Cohort data

Of the 209 patients with resectable gastric cancers, 62
were excluded because they did not meet the inclusion
criteria (47 patients) or because they lacked preoperative
leukocyte count data (15 patients) (Fig. 1). A total of 147
patients were included for analysis. with a median follow-
up of 43.9 months [1-204]. Table | shows the clinical and
pathological variables of included patients: median age was
67.5 years [33-92], with a majority of men (65%). The most
common ASA classifications were ASA-II(68%) and ASA-
I (20%); 46% of tumours were distal third; most of the
patients were treated with 2 subtotal gastrectomy and D2
Iymphadenectomy (23%). Inestinal adenocarcinoma was the
maost prevalent Lauren histology type (48.3%), and most of
the tumours were locally advanced. POC were registered in
60 patients (41%), 25 (17%) of them were infectious and 32
(22%) were severe (C-D 2 3). All POC are lisied in Table 2,
being most frequent: intraabdominal abscess (2.8%).

-43-
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Fig. 1 Flow-chart of patients” selection. NLR, neutrophil-to-lymphao-
cyte ratio; POC, postoperative complications

anastomosis leak (8.8%) and preumonia (5.4%). Thirty-six
patients (24.5%) presented one POC, 13 (12.2%) patients
had 2 and 6 (4%) patients had > 3 POC.

Patients with high preoperative NLR (p=0.69) did not
present more POC. The postoperative mortality rate at
30 days was 6.1%.

Preoperative NLR results

Median preoperative leukocyte counts and ratios were neu-
trophils 4.2 10%L {1.6-14.2), lymphocytes 1.8 x 10%L
{0.4-3.9) and NLR 2.4 (0.8-16.4). The 50th percentile of
NLR (2.4) was used as a cut-off value. The sample was
divided into two groups according to NLR value. Both
groups had similar clinical characteristics, histological types
and tumour stage, but infectious POC were more prevalent
in the NLR = 2.4 group (p< 0.001) (Table 1).

Patients with POC showed worse long-term survival
{p=0.000) (Fig. 2), with no difference (p=0.867) between
infectious (29.1 months [4.10-34.13], S-year overall sur-
vival 21.3 months) or non-infectious POCs (299 months
[17.18—42.62], 5-year overall survival 25.6 months).
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Table 1 Descriptive analysis and patients’ distribution according to
NLR values

Charscierisfics " % NIR<24 NIRz24 p
147 r=T1{% ==T6(%)

CGender 051

Male b6 B 48 (67.6) 48 (63.1)

Women il 35 I3(314) I8 (36.9)

ASA grade 035

1 13 1WLE 6(E4) S{1LEp

P G BBl D708 44 (579

3 1B A3 11(155) 17 (22.4)

4 1 USR] 0o

NC 9 343 6(7.9)

Tumour location LU

Dristal 173 M 46 33 (46.5) 3T (4B.T)

Medial 173 48 327 M (338 4 (31.6)

Upper I/3 E 19 14(18.7) 14 (18.4)

Oastric linitis 1 03 00m 1{13})

Type of surgery 033

Subeni] gastrecinmy W00 68 48 (67.6) 32 (6B.4)

Totzl gastwctomy 4z 186 19(26.8) I3 (3.3)

Orthers 5 34 4i5E) 1{13)

Lymiphad nectomy 036

D2 122 B3 6l (B5.9) 61 (B0.3)

ol 5 17 10 (1413 15 (187

Lauwmen typs 0.39

Imiie stinal 71 48B3 32(45.0) 41 (53,95

Diffuss 44 199 6 (36.6) 18 (23.7)

Mimed 0 W4 15(IB3) 17 (22.4)

pT 048

pTl 16 W% EB{113) B (1.5

pl2 4 I1R6 (3318 18 (23.7)

pl3 T8 531 33 (46.5) 45 (35.2)

pT4 11 74 6(BS 5(6.6)

pM 0.83

pil 4 II I (29.4) 19 (25)

phNl 0 W4 14107 16 (21)

pNZ 9 197 15(21.0) 14 (1B.5)

piia T 15 11 (15.5) 11 (14.5)

pi3b 6 177 10(140) 16 (21}

Prostoperstive complica- .69

tions

Mo B 5921 41(57.8) 46 (60.5)

Yos 6 4B 30(4132) 3D (35.5)

c-n 063

0 B 391 40 (56.4) 47 (61.8)

=11 & 190 13(IB3) 15 (18.7)

=1 3 156 13(1B3) 10(13.2)

v B &1 57 4(5.3)

Infectious complications < 0001

No I3 3B 15(3532) 10(13.1)

You 5 17 G{B.) 19 (25)

Adprvant Chemothe rpy

Mo B4 434 31437 33 (43.4)

Yos B3 566 40(56.3) 43 (56.6)
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Table 1 {continued)

NLR, neutrophil-to-lymphocyte ratio; C-0, Clavien-Dindo classifi-
cation; ASA. American Society of Anassthesiologist; NC, not corme-
spondad

Table 2 Description of non-infectious and infectious postoperative
complications

Non-infectious (%) Infectious (%)

Bleeding {3.4) Intrashdominal abscess (B.8)
Paralytic ileus (3.4) Anastomosis leak (8.8)
Respiratory failune (2.7) Preumonia (5.4)

Upper gastrointe stinal bleeding (2.7) Duodenal stump leak (3.4)
Anaemia (2] Abdominal wall shscess (2)

Pancreatic fistnla (2)

Acute distress espimtory syndrome
(2)

Pleural effusion (1.4)

Delayed gastric emptying (1.4)

Others (5.4)

‘Wound infection (2)
Urine infection (1.4)

Others (4.1)

The group of patients with precperative NLR = 2.4
{p=10.02) also had a worse prognosis (Fig. 3). NLR main-
tained its prognostic relevance (p=0.00) in patients with
NLR < and > 2.4, with and without POC (Fig. 4A, B).
Similarly, NLR was also related to survival in the group
of patients with stage 111 tumours (34.04 months [95% CI
19.05-49.02] vs. 15.37 months [95% CI 12.44-18.31],
p=001).

In the univariant survival analysis, factors related to
worse long-term survival were the type of surgery, D2 lym-
phadenectomy, serosa invasion (pT3-4), nodal metastasis,
the existence of POC (especially those classified as Cla-
vien-Dindo = 3) and preoperative NLR = 2.4 (Table 3).

Multivariant analysis showed that lymph node metastases
(pM) ip<0.001), presence of postoperative complications
{(p<0.001) and NRL = 2.4 {p=0.04) were independently
associated with poor survival (Table 3).

Discussion

This study shows that the preoperative systemic inflamma-
tory response of the host correlates with overall survival
independently in patients with curative gasiric cancer resec-
tion. Also, postoperative complications and their severity
were associated with the worst prognosis, but the inflamma-
tory response of postoperative complications (which differs
from the inflammation produced by the oncological process)
did not affect preoperative NLR.

The prognostic value of preoperative NLR has previously
been reported for gastric cancer and other types of tumours
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Fig.2 Kaplan—Maier curves
comparing overall survival in
patients with and without post-
operative complications

Fig. 3 Kaplan-Meier cunves
comparing overall survival
according to the neutrophil-to-
Iymphocyte ratio (NLR)
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[2, 4, 21-27]. It is well known that peripheral blood neu-
trophils, lymphocytes, monocytes and platelets, as well as
their combination by ratios, behave as inflammatory markers
in patients with cancer and play & relevant role in tlumour-
related immunity. However, the relationship between blood
levels and the local inflammatory tumour microenvironment
has not been established to date.

Neutrophils could promote growth and metastasis of
tumours through secreting cytokines, chemokines and vascu-
lar endothelial growth factor and promote adhesion between
circulating tumoral cells and distant organs, increasing the
chance of distant metastases [28]. Moreover, neutrophils
could also inhibit the antitumour immune function of the
Matural Killer and cytotoxic T cells. Lymphocytes play a
relevant role in tumour-related immunity. Several subtypes
of tumour infiltrating lymphocytes such as CD8+T cells
and memory T cells are associated with betier outcomes, but
some subsets of T cells, regulatory T cells and Th17 cells
are related to tumour progression and unfavourable progno-
sis. However, a high level of absolute lymphocytes count in
blood is associated with an antitumour function, inhibition
of tumour progression and favourable prognosis [29].

This study showed that pT, pN, type of surgery. type
of lymphadenectomy, NLR and severity of postopera-
tive complications (C-D) were predictors of long-term
survival. However, multivariate analysis showed that
only pM, postoperative complications and NLR remained
independent prognostic factors. These findings under-
line that systemic inflammatory status has an important
influence on the prognosis of patients with gastric cancer,
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independently from tumour stage and the presence of POC,
sugpesting that NLR can behave as a reliable marker of the
host inflammatory status against the tumour.

However, it has been described [30, 31] that an altered
precperative inflammatory state of the patient can favour
POC and these POC (especially the infectious and severs
ones) are related to a higher risk of tumour recurrence. It
could be argued that only morbidity itself has a real influ-
ence on long-term prognosis rather than the preoperative
systemic inflammatory state [10, 11, 30].

Our results suggest that the mechanisms through which
precperative systemic inflammatory response (NLE = 2.4)
inflaences overall survival were not mediated through the
development of surgical complications. Both parameters
were independent prognostic factors. This is an impor-
tant concept because POC are not uncommon after gastric
cancer surgery and affect almost 40% of patients in this
study, the most common being anastomotic lkeaks (8.8%)
and intraabdominal abscess (8.8%). These results are in
concordance with recent studies [22].

Our results also show the importance of the preop-
erative value of NLR in the prognosis and its influence
on the overall survival of different anatomopathological
stages (TNM classification). NLR significantly influenced
stages 11 and I'V so that patients with the same TNM stage
had different overall survival according to NLR value.
This phenomenon could be explained because most of
the patients of our cohort had an advanced TNM stage.
This is an important observation because it allows us to
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Table 3 Univariate and
multivariate analyses of
clinicopathological variables in
relation to overall survival

Variables Univariant Multivariant
HE HE P
Ape 1(0.99-102) 0.82
Gender 0T
Male 1
Women 0.65 (0.40-1.04)
Tumour location 0T
Dristal I/3 1
Medial 1/3 L.23 (0.77-1.96)
Upper I/3 1.43 (0.83-2.47)
Gastric linitis 1152 (1.49-BE.75)
Type of surgery 002
Subtotal gastrectomy 1
Total gastrectomy LE4(1.16-292)
Others LE3 (0.65-5.10)
Lymphadenectomy 0ol
D1 1
D2 0.52 (0.32-0.86)
Lauren ty pe 0.18
I ntestinal 1
Diffuse 144 (D.86-2.40)
Mixed L57 (0.91-2.71)
pT <001
pT1 1.0
pT2 L.20(0.47-3.05)
pT3 2.58 (1.10-6.02)
pT4 6.62 (2.24-19.5)
M < (LMY <M
ph&l 1.0 1.0
pHN1 1.9 (0.63-2.66) .66 (0L85-3.27)
[ 146 (0.72-2.95) 148 (0.75-2.92)
plia 2.97(1.49-593) 2.93 (1.48-5.78)
pl3b 5.65 (2.9-11.03) 6.42 (3.25-12.70)
Postoperative complications < (WY <N
Mo 1.0 1.0
Yes 2Bl (L.B5-4IT) 304 (1.97-4.70)
c-D <0001
1] 1.0
-1 2.62(1.54-447)
-y 336(1.98-570)
W 49 48 (20.98-117.12)
Imfectious complications 0.56
Mo 1
Yes 144 (0.41-4.98)
NLRE [LYL)] [LF12]
<24 1 1
=24 LTT(1.14-275) 1.55 (1.02-2.37)
HR. hazard matio; C- D, Clavien-Dindo classification; VLK. newtrophil-to-lymphocyte ratio
&) Springer
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differentiate those patients with the same TNM stage and
different long-term survival [33, 34].

It is known that surgery and non-infectious complications
(like obstruction, perforation and haemorrhage) are associ-
ated with the generation of systemic inflammatory response,
resulting in the suppression of cell-mediated immunity [35].
The development of postoperative infectious complica-
tions results in an up-re gulation of innate iMmune responss
and the suppression of adaptive immunity, favouring an
increased risk of recurrence [30].

Previous hypotheses relating to surgical complications
and a reduction in survival were based on the paradigm that
infective complications initiate an inflammatory cascade,
activate pro-inflammatory cytokines and vascular growth
factors which promote tumour growth and dissemination
[36]. Although the mechanisms are not well known, the
systemic inflammatory response induced by the tumour
may differ from that induced by surgical trauma or infec-
tion. An elevated preoperative NLR has been associated
with a greater density of CD4+ lymphocytes around the
tumour, without other specific immune cells, like CD3+or
CD& + lymphocytes, suggesting a relationship between
peripheral inflammatory response and immune activation
in the local tumour microenvironment [37]. In our series,
we found more infectious POC in the NLR> 2.4, in line
with previous studies [31, 38], but this phenomenon did not
correlate with differences in overall survival.

Taking all these reasons into account, we should differ-
entiale precperative tumour-related inflammation from the
inflammatory mechanisms of POC, which will influence
prognosis in different ways.

Another important issue in most studies is the lack of
consensus on the cut-off value for NLR. One of the contro-
versies of this type of study is the lack of standardisation to
determine the cut-off value for NLE, ranging in the literature
from 2 to 5 [33, 39—41]. We used an NLR cut-off value of
2.4, based on the median value, with similar results to other
studies [9. 42]. However, different methods can be used o
calculate NLR, such as ROC curve, median value or the use
of computer X-Tile software [29]. Because of this variability
in the cut-off values, it is difficult to use preoperative NLR as
a clinical standardised prognostic value. Besides. a combina-
tion of different preoperative systemic inflammatory markers
{NLR, LMR, total number of monocytes and lymphocytes)
may provide a better predictive value than each one alone,
but this has not been confirmed to date [43].

The limitations of this study include those related to its
retrospective design, the limited number of patients, the
impossibility of having a standard cut-off value for NLE and
that the prognostic value of peripheral blood cells after sur-
gery was not evaluated. More studies are needed to establish
a clear cut-off value of preoperative inflammatory markers
and help to find its utility in clinical practice.
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In conclusion, the precperative systemic inflamma-
tory response in patients with gastric cancer, measured by
neutrophil-to-lymphocyte ratio, behaves as an independent
prognostic factor, even in those patients with postoperative
complications. More prospective trials are necessary to vali-
date these data.
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Simple Summary: The aim of this study was to evaluate 18 different preoperative immune, inflam-
matory, and nutritional scores and their best cut-off values as predictors of poorer overall survival
((5) and disease-free survival (DFS) in patients who underwent curative gastrectomy for gastric
adenocarcinoma. This is a retrospective observational multicentre study based on data of the Spanish
EURECCA Esophagogastric Cancer Registry Time-dependent Youden index and log-rank st wemne
used to obtain the best cut-offs of preoperative biomarkers for 05 and DFS. The most relevant pre-
operative biomarkers of poorer 05 and DFS were high neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLE), high
monocy te systemic inflammation index (moSIl) (for stages [ and 1), and low prognostic nutritional
index (NI (regardless tumour stage).
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Abstract Background: The aim of this study was to evaluate different preoperative immune, inflam-
matory, and nutritional scores and their best cut-off values as predictors of poorer overall survival
(05) and disease-free survival (DFS) in patients who underwent curative gastric cancer resection.
Methods This was a retrospective observational multicentre study based on data of the Spanish
EURECCA Esophagogastric Cancer Registry Time-dependent Youden index and log-rank test werne
used to obtain the best cut-offs of 18 preoperative biomarkers for 05 and DFS. An adjusted Conx
mode] with variables selected by bootstrapping was used to identify the best preoperative biomarkers,
which were also analysed for every TNM stage. Results: High neutrophilto-lymphooy te ratio (NLE),
high monooyte systemic inflammation index (moSII), and low prognostic nutritional index (PN}
werme identified as inde pendent predictors of poor outcome: NLE » 5.91 (HR:1.73; 95%.C1 [1.23-2.43]),
moSI =2027.12 (HE: 2. 26; 95%C1 [1.36-3.78]), and PNI=40.31 (HR:0.75; 95%CI [0.5840.96]) for Syear
05 and NLE = 6.81 (HE:1.75; 95%.C1 [1.24-2.45]), moSIl > 2027.12 (HR: 2.46; 95%.C1 [1.49-4.04]), and
PMI = 40.31 (HE:0.77; 95%C1 [0.60,0.97]) for 5-year DF5. These outcomes were maintained in the
whole cohort for NLE and moSII {p < (0.05) but not in stage Il and for FINI in all tumoral stages. The
associations of NLE-PNI and moSIFPNI were also a relevant prognostic factor for 05, Conclusions:
High MLE, high moSII {for stages [ and III), and low PNI (regardless of tumour stage) were the most
promising preoperative biomarkers to predict poor OS5 and DFS in gastric cancer patients treated

with curative intent

Keywords: gastric cancer; preoperative biomarker; preoperative inflammation score; preoperative

immune score; preoperative nutritional score

1. Introduction

Gastric cancer is one of the most common malignancies worldwide, with few im-
provements in overall long-term results in recent decades [1-3]. Surgery remains the main
treatment in candidates for curative intent, but perioperative adjuvant treatment has been
shown to improve survival in patients with non-metastatic locally advanced tumours [£].
Prognostic evaluation of resectable gastric cancer is mainly based on histological assess-
ment of the resected specimen (pTNM) [5]. However, a reliable precperative prognostic
evaluation is crucial in order toestablish the most adequate multimodal personalised treat-
ment. Precperative tumour staging based on endoscopy, endoscopic ultrasound, computed
tomography, or positron emission tomography could have some limitations [6,7]. Immune,
inflammatory, and nutritional markers determined before surgery in peripheral blood cells
have been demonstrated to cormelate with long-term prognosis [8], the risk of postoperative
complications [%], and histological response to necadjuvant treatment [10]. Moreover,
several of these markers have been proven to define different prognostic subgroups, being
associated with a poor ime-survival events for the same pathological TNM stages [11,12].

Several preoperative immunity, inflammation, nutritional, and combined markers
have been identified as independent predictors of overall survival (OS) and disease-free
survival (DFS) in recent studies, the most relevant being: neutrophikto-ty mphocy te ratio
(NLR), lvmphocyte-to-monocyte ratio (LME), Glasgow prognostic score (GPS), prognostic
nutritional index (PNI), systemic inflammation index (SII), and platelet-to-lymphocyte
ratio (PLR) [12-17]. However, there is no consensus on which of them is more relevant,
probably because most studies are based on short case series and use different cut-off
values, making it difficult to compare them and to standardise their routine application.
Moreover, most studies come from Asiatic cohorts, which are known to present different
treatment responses and outcomes compared to Western populations [11,12,16,17].

The aim of the present study was toevaluate various preoperative immune, inflam-
matory, and nutritional scores in a Spanish multicentre database registry of patients un-
dergoing gastric cancer resection with curative intent in order to identify the best cut-off
values for each score by a time-dependent statistical method and to select the most relevant
predictors of peor 05 and DFS.
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2. Methods
21. Source of Data

This study involves a multicentre, retrospective analysis, based on a prospectively
maintained population-based online database (Spanish EURECCA Escphagogastric Cancer
Registry, SEEGCR), in which all patients with primary gastric cancer undergoing surgery
with curative intent in 15 public hospitals are included. The SEEGCR is an audited database
with high completeness and accuracy [18].

2.2, Ethics

The SEEGCE was approved by the Ethical Committee of Hospital del Mar as a pro-
motor centre and by the Ethical Committee of each centre. All the patients signed an
informed consent form before their inclusion in the registry and authorised the use of their
data for research purposes. Moreover, the present study was approved by the scientific
committee of SEEGCR and was conducted following the STROBE guidelines for reporting
observational studies [19].

2.3, Patients

All consecutive patients with primary gastric or esophagogastric junction adenocarci-
noma (Siewert 2 or 3) undergoing only gastric resection with curative intent (R0) between
January 2014 and December 2018 were selected for the study. The data collection and the
statistical analysis were started in October 2021, Exclusion criteria were: (1) age under
18 wears; (2) chronic inflammatory disease: obesity (body mass index = 40 kgjmz}, liver
cirrhesis, chronic pancreatitis, or inflammatory bowel disease; (3) autoimmune or haemato-
logical disease; (4) R1 and R2 resections; (5) intracperative finding of peritoneal metastases
or liver metastasis; (6) palliative surgery; and (7) missing follow-up or precperative or
postoperative white blood cell count data.

24, Data Collection

The following clinicopathological data were systematically collected: age, gender,
American Society of Anesthesiclogists (ASA) grade classification, Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG) performance status, Charlson comorbidity index, tumour location
(proximal, middle, distal third, or gastric linitis), ty pe of gastrectomy (total, subtotal, or
other), type of lymphadenectomy according to the Japanese Gastric Cancer Guidelines
207 [20], necadjuvant and adjuvant treatment, pathological TNM (according to 7th edition
TNM classification [5]) and Lauren classification (intestinal, diffuse, or mixed) [21], severity
of postoperative complications occurring during the first 30 days after surgery registered
according to both the Clavien-Dindo (C-13) classification [22] and the comprehensive
complication index [23]. Postoperative complications were grouped as minor (C-D grade
I-11); major (C-I grade I-1V); and mortality (C-D grade V). They were also classified as
infectious or non-infectious [24].

Preoperative blood tests were registered in all patients (even in those patients receiv-
ing necadjuvant treatment) using the last blood test before surgery within the previous
two weeks: tumoral markers (CEA and CA 19-9), leucocytes, neutrophils, lymphocytes,
monocytes, albumin, platelets, haemoglobin, and C-reactive protein (CRF). Based on these
precperative blood test results the following prognostic scores were calculated: (1) im-
mune scores: neutrophik-to-lymphocy te ratio (NLR); lymphocy te-to-monocyte ratio (LMR);
monocy ke-to-lymphocy te ratio (MLR); systemic inflammation index (SII): platelets » neu-
trophil / lymphocyte; platelet-to-lymphocyte ratio (PLR); haematological inflammatory
index (HII): [(platelets / neutrophil)/ lymphocyte] » 100; derived NLR (dNLR) [25]: neuw-
trophil/ (leucocy te — neutrophil); monocyte I {moSI): platelets « neutrophil /lymphocyte
* MLE. (2) Inflammatory scotes: CRP-to-lymphocyte ratio (CLE); CRP-to-albumin ratio
{CAR); prognostic index (PI): patients with elevated CRP (=10 mg/L} and white blood
cells (=11 = 10”/L) were allocated a score of 2, and patients with one or neither were
allocated a score of 1 or (), respectively; Glasgow prognostic score (GPS): patients with both
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hypoalbuminaemia (<35 g/L) and an elevated CRF (=10 mg/ L) were allocated a score of 2,
and patients with one or neither were allocated a score of 1 or 0, respectively. (3) Nutritional
scoTes: prognestic nutritional index (PNI): 10 » albumin (g/dl) + 0.005 = lymphocytes;
advanced lung cancer inflammatory index (ALI): body mass index I,‘Kg,.-"mQ} »* albumin
(g/dL)}/NLR; platelet-to-albumin ratio (PAR); neutrophil-to-albumin ratio (NAR); com-
bined albumin and NLRE (COA-NLE) [26]: patients with both hypoalbuminaemia (<35 g/L)
and an elevated NLE (>2.3) were allocated a score of 2, and patients with one or neither
were allocated a score of 1 or 0, respectively; systemic inflammatory score (SIS): patients
with hypoalbuminaemia (<40 g/L) and LMR < 444 were allocated a score of 2, and patients
with one or neither were allocated a score of 1 or 0, respectively. As CPE and albumin were
not routinely recorded in all centres, scores including these parameters were analysed only
for patients with available data, as long as there were at least 375 patients included in each
score in order to obtain acceptable estimations,

Postoperative follow-up was performed according to each hospital protocol, mostly
following international guidelines [20,27,28], and recording tumour relapse (local, nodal,
carcinomatosis or systemic different than carcinomatosis) and death.

1.5, Statistical Analysis

Dhata are shown as frequencies and percentages for cate gorical variables or as median
(interquartile range, IQR) for quantitative variables. 05 was calculated from date of surgery
until death from any cause or date of last follow-up in living patients. DFS was calculated
from date of surgery to date of tumour relapse or death or date of last follow -up in living
patients without relapse.

Two methods were used to compute cut-off values for each preoperative index for
05 and DFS: (1) using time-dependent recefver operating characteristic (+-ROC) curves,
we selected the value that maximises the Youden index (YT) and (2) we selected the value
that most separated the two survival curves according to the log-rank test (LREt). Based on
these bwo cut-offs points, biomarkers were categorised into two groups (low and high risk),
if the cut-offs had a similar value, or into three groups (low, intermediate, and high risk)
if they did not. Association of these categories with O5 and DFS was assessed with the
Kaplan-Meier method and compared using the log-rank test.

The best-performing biomarkers were selected and raw and adjusted Cox models
were estimated for O5 and DFS. Bootstrapping was used to select the variables to include
in the adjusted model. Data were sampled 1000 times by bootstrapping. For each bootstrap
sample, a Cox model was fitted using backw ard elimination. Variables retained in more
than 75% of the models (age, tumoral stage, tumour location, Charlson index, CEA, and
BMI} were candidates for inclusion as adjustment variables in the final model.

Two Cox models were then caleulated for OS5 and for DFS: (1) model with only the
biomarker as the explanatory variable {dichotomous if the two cut-off values wene similar
and in three categories if the two cut-off values were different), (2) model 1 adjusted by the
variables obtained in bootstrapping, plus tumoral stage (pTMN) and necadjuvant therapy
(selected by clinical criteria). The hazard ratio (HR) and the 95% confidence interval (CI)
for each biomarker category were reported.

Finally, an analysis with the most relevant biomarkers was performed within every
THM stage. All analyses were performed with a bwo-sided significance level of 0L05 using
R software version 4.3.0 [29]. The main R packages used for data management and analysis
were dplyr, compareGroups, gtsummary, and survival-ROC.

3. Resulls
3.1 Descriptive Analysis

During the study period, 1447 patients were registered, of whom 346 presented one or
more exclusion criteria, leaving 1151 patients for analysis (Figure 1). The mean age was
64,5 years and most of the patients were male (61.9%) and had a good performance status,
the Charlson index 2 and ECOG 1 being the most commen. Subtotal gastrectomy (59.1%)
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and D2 lymphadenectomy (48.2%) were the most frequent surgical procedures. Major
postoperative complications occurred in 213 (41%) patients, while 222 {19.5%) patients
presented infectious complications. Detailed information about tumeur location, type of
surgery, tumoral stage, and postoperative results is depicted in Table 1. Table 2 shows the
median and IQR values for all the preoperative immune, inflammatory, and nutritional
scores. Preoperative indexes expressed in progressive categories are listed with their
frequencies. The median follow-up of the whole cohort was 45 months (0-105).

1447 gastric cancer
patients

12 M1
123 R1-R2

1312 M0 RO gastric
cancer patients

69 chronic inflammation disorders
92 missing data

1151 included patients

Figure 1. Flow chart of the study population.

Table 1. Baseline characteristics and postoperative outcomes.

Baseline Characteristics n(1151)
Age, Mean (SD) 695 (11.5)
Gender

Male 713 {61.9%,)

Female 438 (38.1%)

Charlson Index, Mean (SD)) 296 (1.33)
Charlson Index

2 572 (497%)

3 305 (26.5%)

4 139 (12.1%)

=5 135 ({11.7%)
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Table 1. Cont.

Baseline Characteristics m(1151)
ECOG
0 415 (36.1%)
1 615 (53.4%)

2 101 (8.8%:)

3 20(L7%)
ASA

1 50 (4.3%:)

2 526 (45.7%)

3 536 (46.6%)

4 39 (3.4%)

Tumour location

1/3 Proximal 150 (13%)
1/3 Middle 395 (34.3%)
1/3 Distal B8 (51.1%)

Other 18 (1L.6%:)

Meoadjuvant treatment

No 786 (68.3%)

Yes 365 (31.7%)

Type of gastrectomy

Subtotal BBO (59.1%)

Total 470 (40.8%)

Other 1(0.1%)

Tvpe of lymphadenectomy
™M 196 (17%)
D1+ 307 (34.5%)

o2 555 (48.2%,)

Other 3 (0.3%)
TNM stage

1 448 (38.9%)

2 290 (25.2%)

3 413 (35.9%)
pT

0 32 (28%)

1 304 (26.4%)

2 (167 %)

[

—

WO
=

3 318 (27.6%)

4 305 (26.5%)
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Table 1. Cont.

Baseline Characteristics n (1151}

pN

Lauren classification 1094
DHffuse 326 (29.7%)
Intestinal 622 (56.8%)

Mixed 146 (13.3%)

Adjuvant treatment

Mo 610 (53%)
Yes 539 (479%)

Postoperative Outcomes

Postoperative complications

No

Yes

Clavien-Dindo classification 516

Type 111 503 (58.7%)
Type IV 713 (41.3%)
I 15.2[0-21]

Infectious complications

No 92 (B0.7%)
Yes 227 (19.3%)

Mortality

Mo 679 (59.0%,)
Yes 472 (41.0%)

Tumour relapse

Mo B2 (697 %
Yes 349 (30.3%)

Type of relapse

Local 35 (3.0%)

Lymph node 52 (4.5%:)

Peritoneal metastasis B2 (7.1%:)
Systemic 116 (10.1%)

Combined 64 (5.6%:)

5D = standard devaation; BCOG = Bastern Cooperative Oneology Group; ASA = Amencan Socety of Anesthesaol
st 0] = "_I.l.[‘:"l.l.‘-.l't']k'fl.‘u:l'\. @ Ll.ll.'l'lp]i.l..:ti.l.ln. e,
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Table 2. Descriptive results of preoperative biomarkers.

Preoperative Markers n Median (IQR)
CEA 1151 4.40[1-3]
CA19.9 922 55.02 [5-21]
NLE 1151 223 [1.62;3.25]
LMR 1151 293 [2.19;3.80]
FLR 1151 135 [102;186]
MLR 1151 (.34 [0.26;0,46]
dNLE 1151 105 [671;154]
sl 1147 524 [347832]
maoSII 1147 173 [96.9;348]
HII 1151 35.0 [23.6;51.2]
PNI 830 40,0 [36.943.1]
ALI 813 451 [30.1,67.0]
PAR 830 609 [4797.65]
NAR 830 0,10 [0.08;0.14]
CAR 375 0.55 [0.18;1.91]
CLRE 425 139 [0.45:4.93]
COA-NLRE 8249
0 375 (45.29%)
1 343 (41.4%)
2 111 (13.4%)
GPs 375
0 253 (67.5%)
1 85 (227%)
2 37 (2.57%)
515 830
0 122 (14.7%)
1 FOS (85.3%)
2
Pl 424
0 321 (75.7%)
1 91 (21.5%)
2

12 (2.83%)

NLE = neutrophil-te-lymphocyte ratio; LME = lymphooy te-to-menocyte ratio; PLE = platelet-to-lymphocy te
ratio; MLR = menooyte-to-lymphocyte ratio; ANLR = derived neutrophil-to-lymphecyte ratio; SI1 = systemic
inflammatory index; moSIl = monocyle systemic inflammatory index; HII = haematological inflammatory
mndex; FNI = prognostic utribional index; ALD = advanced lung cancer inflammatony mdex; PAR = platelet-to-
albunun rabo: NAR = |'u.'ut:l'-::-l.‘]'l:ll-h:-d]bul'l'lm rabie; CAR = L:-.I'-ud:.'.l".'-u-l.‘l.'\.?Lun'l-k:-—.llbul]\i.‘l'l ratan; CLR = C-raactive-
proke i.1'|-1-:>—l'.-'|.'np'.".|.n.‘.-'Le ratic; COA-MNLE = combmed albumin concentration and :‘.u1.11.'r|.||.‘|'|.1]-1l.:—|'.-'L'l'l:.‘lh-::-L‘.-‘Le ratio;
GPS = Glasgow prognostic scone; SIS = systemic inflammation scone; PI = prognostc index; I10R: interquar-
tile rarge.

3.2 Excluded Preoperatioe Biomarkers
Cut-off values for each score, calculated to predict both OS5 and DF5, are listed in

Supplementary Tables 51-54 The following biomarkers were excluded because no sta-
tistical significance was identified in the raw Cox model: dNLR, HII, PAR, NAR, CAR,
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and CLR. Sllwas also excluded because of its similarity to moSIl, the latter having more
relevant results. After adjusted analysis, the following indexes were also excluded: ALL
GFS, 515, PI, FLE, LME, and COA-NLE. MLR (cut-off = 0.56) remained as an independent
prognostic factor for 05 (HRE 1.74, 95%CT 1.3-2.33; p 0.001) and DF5 (HE 1.55, 95%(C1
1.17-2.04; p: 0.002), but because its similarity to moSIL, it was also excluded.

2.3. Most Rdevant Preoperative Biomarkers

The most relevant precperative markers for 05 and DFS according to adjusted Cox
models were NLE, PN, and moSIL Cut-off values for OS were: 1.99 (YI) and 5.91 (LEt) for
NLE; 40.61 (YD) and 40.31 (LEt) for PNI; 116.45 (Y]) and 2027.12 (LEt) for moSIL Cut-off
values for DFS werne: 2.03 (YI) and 6.81 (LEt) for NLR; 40.21 {¥T) and 40.31 (LEt) for PNI;
110,74 (YT) and 2027.12 (LEt) for moSII {(Supplementary Figure 51).

05 and DFS were analysed according to the NLR, moSll, and PNI categories. High
NLR (=5.91), high moSII (=2027.12), and low PNI (<40.31) categories were identified as
prognostic factors of poor outcome, with O5 at 5 years of 28.45%, 14.05%, and 47.78%,
respectively (Figure 2I), and DFS at 5 years of 21.34%, 14.05%, and 45.91%, respectively
{Figure 21I).

In adjusted analysis, NLR > 591 {(HE: 1.73; 95% CI [1.23-2.43], p: 0.002), moSI = 2027.12
(HR 2.26; 95% CI [1.36-3.78], p= 0.002), and PNI = 40.31 (HE: 0.75; 95% CI [0.58-0.96],
p: 0.023) behaved as independent prognostic factors for OS (Table 3). For DFS, NLR =6.81
(HE: 1.75; 95% CI [1.24-2.45], p: 0.001), moSII = 2027.12 (HR: 2.46; 95% CI [1.49-4.04],
p <0001}, and PNI = 40.31 (HR: 0.77; 95% CI [0.60, 0.97], p: 0.028) were independent
prognostic factors (Table 4).

Table 3. Raw and adjusted Cox models for MLE, moSIl, and PNI for overall survival

Raw Model Adjusted Model *
HR 5% CI p-Value HR 5% CI p-Value
NLE
Low NLE (<1.99) Ref Ref
[}T_i:s ;fg I;;'_E]} 133 109164  0.006 110 089,136 04
High NLR (>5.91) 294 212407 <0001 173 123,243 0002
moSII
Low moSI (<116.45) Ref Ref
{}112_{::;’2 T;E‘;I?u , 143 11517 000 120 096,150 011
High moSII (>2027.12) 435 264715 <0001 226 136,378 0002
PNI
Low PNI (<40.31) Ref Ref
High PNI (40.31) D48 038061 <0001 075 058,096 0023

HRE = hazard ratio, CI = conbhdence mterval, NLE = neutrophil-te-lymphocyte ratio, moSIl= monocy te systemic
mnflammation mdex; PNI= prognestic nutational index. * All models adjusted by age, BECOG, tumour localization,
Charlson index, CEA, body mass mndex, tumour stage, and necadjuvant therapy.

-60 -



Cancers 2024, 16 2188 10 of 17

LN
dwwm o MLRLOw MUA foe iy == LR ALA {1 s oed i) o ALR=Mgh MLE ()
1M
L]
: o
=
R ]
p< D003
[T
a 12 24 1e [ (=]
Merihe
A Pl P, ¥ &5 - e aa T e
EM.F—MMIH KL (1, 50 and =294 ik 8 42 ko] il L
KLA=High HLM (=2 % 1z 11 » kL] 18 1
[] 17 ] It [ [
Kenme
B
N - A L 1N AN SRR G [T S ST 1] = CRGANEHR TOEN [T 13]
184
g
—
——
L . _‘_“‘_"‘—m_.‘ -
Ll— ——
E ot ||
’ I S
na o
[kt ] I_
ni
[ [ M £ ] [
Wit
el belorm m =1 W4 wr A bl i o a5
Emajllun-nrmﬁ.l.:-"l’.ihnw-:r.'l‘l:n"): y Bia EL] 483 w1 m
raSli=igh Sl (20T 12 ] 4 4 I El 2
L 1 o il L] B0
Wigeite

Bame — PRl PR et Phisigh P e

Bl
ars
g Az i ——
@
s
p =D
A
[ 2 E"] £ B [
[0
T LEEE k) 43 aat e aur 167 H
S et P40 ) 400 m e e 1 40
[ iz El] = e o
oo

-61-



Cancers 2024, 16, 2188 11 0f 17

»
Santn i MLELow RLE e B0 v RALRbbooi WL 13 B0 mrl well ) o Wi MLE 08 |
i3
[
E
g 053
[
.25
[T
o pH 2 H 43 L]
[l i)
5 L v FLA 2 i i i k1] ma iTE
&hlq'\bﬂn KLA (=300 pad =681 | [:3E] dh o e ] m
L A=Hgh MLF A & = e H 1n L] T
[] 12 Fr n ] L]
Fanthe
B
Thea — palarg - T MSmn e dT — remley e (T 1)

199 N.\
TN
! \\Mmm_ R
H 05 I_LI i

L.
@ | .
T
oz
e 0O ||
e
[] 5 D E] ] &1
Wondhs
- g 44 Fag b=l 24 1w 120
gml-m-wlwl'u T4 e T 1) Tl T L] 438 33 it
e H iph Sl 3027 431 ] il a ] 2 ®
o 15 ol E L] -
oy
T
Erma = FisLom PR ]| = P oigh P (=01
10
e
et
T
LB
——
P R
I
B L0
00
[] [ ] E] [ [
lorii
Wby FH 1 fmid 31 430 k') 2M 1 143 ]
W st iph PR =T 3 An E= 1] > ok 13
[ [ = E ] [
W

(II} Disease-Free Survival.

Figure 2. Kaplan—Meier curves for NLE (A}, moSII (B), and PNI (C) categories in (LII).
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Table 4. Raw and adjusted Cox models for NLE, moSll, and PNI for disease free survival.

Raw Model Adjusted Model *
HR 95% C1 p-Value HE 95% C1  p-Value
NLR
Low NLE {<2.03) Ref Ref
Medium NLR .91
i e
(>2.03 and <6.81) 129 1.07, 157 0.008 111 138 03
High NLE (>6.81) 300 212475 <0001 2.00 ]2':‘;* <0.001
mSII
Low moSII (<110.74) Ref Ref
Medium moSII 1.10, (.95,
(11074and <2027.17) B 1.66 0004 115 146 013
High moSIl {»2027.12) 4.26 2.62, 6.91 <001 243 1.48, 4.0 <0.001
PNI
Low PNI (<40.31) Ref Ref
High PMI (>40.31) (.52 0.42, 0.64 <001 077 (.61, 0.98 (.032

HE = hazard ratio, CI = conbdence mterval, NLE = neutrophil-to-lymphecyte ratio, moSI = monocy te systenuc
milammation mndex; PNI= prognostc nutaitional index. * All models adjusted by age, BCOG, tumour localization,
Charlsen mdex, CEA, body mass mdex, tumour stage, and neoadjuvant therapy.

3.4. Tumour Stage and Preoperative Biomarkers

Supplementary Figure 52 shows the Kaplan-Meier curves of NLR, PNI, and moSIl
within each tumour pathological stage: patients with high NLE or high moSII showed
the worst O5 and DFS outcomes for stages [ and 111 (p < 0.05) and also patients with low
PNI for stages 1, 11, and 11 {p < 0.05). These results were not obtained in stage 11 with high
NLE or high moSIl, where the physical status of the patient (measured by the Charlson
index) and age were the most relevant preoperative prognostic factors. Alr_hough PLR was
excluded in the previous Cox models, it was identified as an independent prognostic factor
in stage Il tumours (HR 1.5, 95% CI 1.15-1.97; p: (.003).

3.5 Combination of Preoperative Biomarkers

The prognostic roles of NLR, PNI, and moSII biomarkers in overall survival were
analysed together in an adjusted multivariate Cox regression model Including the three
biomarkers in the same model did not yield statistically significant results and did not
improve model performance. However, the association of PNENLR or PNIFmoSIT suggests
a better independent prognestic role of both biomarkers in overall survival than each cne
alone, even after adjustment for age, ECOG, tumour localization, Charlson index, CEA,
body mass index, tumour stage, and necadjuvant therapy (Supplementary Table 55).

4. Discussion

The present study evaluated and compared different precperative immune, inflamma-
tory, and nutritional biomarkers described in the literature in order to identify the most
relevant prognostic predictors of poor 05 and DFS for patients with resectable gastric
cancer. Time-dependent adjusted analysis showed that high NLR and low PNI were the
precperative categories that more strongly correlate with the most unfavourable long-term
prognosis after surgery. These findings are consistent with previous studies that reported
the usefulness of NLE [30] and PNI [31] as preoperative prognostic markers, regardless of
tumour stage. However, detailed comparison of the present study’s results with previous
data is hindered by the wide heterogeneity in the definition of the categories of biomarkers,
mainly because many of the studies were based on small case series and calculated static
cut-off values [14,17,32]. The present study identifies the thresholds that best divided
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patients with better and worst cutcomes, taking into account the evolution of the disease
(time-dependent analysis) in a large homogeneous cohort. To our knowledge, this is the
first study to evaluate the time-dependent correlation of the biomarkers with OS5 and DF5
separately. The best cut-off values were the same for both outcomes in the cases of PNI
(40.31) but found to be different for MLR in the evaluation of O5 (5.91) and DF5 (6.81).

The prognostic usefulness of these preoperative biomarkers remained when evaluated
within tumour stages. Stage [ and stage II1 gastric cancer patients with high NLE or any
tumoral stage (stages 1, II, and III} with low PNI presented with worse O5 and DF5. This
means that patients identified in the same tumour stage may have different evolution
depending on their inflammatory and immune activation and their nutritional state. These
findings are in line with previous publications in which precperative inflammatory markers
using lymphocyte and monocyte values seem to be the most favourable for discriminating
patients with advanced gastric cancer [33]. However, precoperative high NLE was not so
useful in patients with intermediate tumour stage (stage II), where the functional status
and age seemed to be more relevant for prognosis. These results differ from a previous
publication, in which low SII identified differences in survival for stage Il gastric cancer
patients [16]. Together with NLR and PNI, MLE was also identified as a good estimator
of 05 and DFS, in accordance with previous studies [34]; and PLE was found to correlate
with DF5 in stage III patients, also in agreement with previous studies [34,35].

In an exploratory analysis, moSIl {(a combination of the 511 and MLR) appears as a
new precperative inflammation index with promising predictive capacity, although this
finding should be confirmed in future studies. As for high NLR and low PNI, high moSII
behaves as a poorer prognostic index of 05 and DFS, maintaining these cutcomes in turmour
stages | and IIl. Additionally, the association of immunological and mutritional markers
(moSI-PNI) in a Cox model improved prognosis estimation, in consonance with previous
studies suggesting that PNI-SIl was a promising predictor of chemotherapy response and
05 [36] This suggests the development of clinical prediction models that include these
biomarkers as potential predictors of overall survival beyond classical predictors.

An increase in moSI-PNI score indicates a relative decrease in lymphocytes, sug-
gesting that the patient may be immunosuppressed or deficient, thus promoting tumour
progression and affecting the patient’s prognosis [36]. The decrease in serum albumin
levels has been associated with an increase in proinflammatory cells, in addition to a
poorer nutritional status. Also, patients with a state of malnutrition will present with lower
immunity, which affects disease progression [37].

Although postoperative complications are known to be a prognostic factor [9,24], they
were not included in the multivariate analysis because the aim of the present study was
to assess precperative prognostic markers. Previous studies have analysed postoperative
complications in relation to preoperative inflammatory markers, showing that they also
had an impact on long-term prognosis [24]. The influence of the precperative biomarkers
according to pathological nodal stage has also been described [38] but was not the aim
of the present study. Further exploratory analysis would be interesting. However, other
precperative parameters werte considered such as necadjuvant therapy, age, ECOG, tumour
localization, Charlson index, CEA, BMI, and tumour stage.

The findings of this study may contribute to a more accurate precperative assessment
and allow a tailored multimodal treatment design, depending on each patient’s risk for
tumour relapse. The potential use of prognostic biomarkers in clinical practice requires a
previous agreement on their cut-off values for category definition, to which the present
study may contribute. In addition, the confirmation that precperative nutritional, inflam-
matory, and immune statuses of patients affect their long-term cutcome, regardless of
their tumour stage, could also have some dinect therapeutic implications: some high-risk
patients may benefit from preoperative nutritional prehabilitation, together with inflamma-
tory and immune perioperative regulation; other patients at risk may benefit from closer
follow-up or this fact should be taken inte account when administering necadjuvant or
adjuvant chemotherapy.
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The present study has some limitations, mainly in relation to its observational nature.
Although blood test data were prospectively collected in the registry, included parameters
depended on each centre’s protocol, so some of them were missing. This limitation tends to
be compensated by the high number of patients, the systematic exclusion of the scores with
fewer cases, a limited amount of missing information, the multicentre character of the study,
and the adjusted statistical analy sis. All blood test samples were recorded less than twoweeks
before the surgery, even in patients with necadjuvant treatment, as previously reported [35].
Although this may be one of the first studies evaluating most of the known preoperative
scomes, some others could not be analysed because they use blood test parameters which were
not routinely collected in our database, such as fibrinogen, included in svstemic inflammatory
response index (F-SIRI) [40]; or total cholesterol, reeded for the Controlling Nutritional Status
(CONUT) [41]. Another limitation could be found in the low number of patients in the
analysis of the biomarkers according to tumoral stage. This is because we have identified the
subgroup of patients with the worst clinical prognosis and where our findings could achieve
more clinical relevance. Nonetheless, these results present a high validity and are comparable
due to a statistical process with a high internal validity achieved by bootstrapping. External
validation of the model remains to be tested in an independent cohort.

5. Conclusions

In conclusion, this study identified high NLE, high moSII (for stages [ and I11), and low
PNI (regardless of tumour stage) as the most promising preoperative biomarkers to predict
poor 05 and DF5S in gastric cancer patients treated with curative intent. Therefore, the
nutritional, inflammatory, and immune status of the patient should be considered to predict
the long-term prognosis and for designing tailored multimodal treatment and surgical
prehabilitation approaches.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at hitps://
www.mdpi.com,/article/ 10.33%0/ camcers1 6122188/ 51, Table 51: Cut-offs for mortality according to
Youden Index method for all biomarkers, sample size of the two resulting groups and HE and %5% CI
of the Cox model with the dichotomized biomarker. Table 52: Cut-offs for mortality according to
Log-rank method for all biomarkers, sample size of the two resulting groups and HE and 95%, CI
of the Cox model with the dichotomized biomarker Table 53 Cut-offs for disease-free survival
according to Youden Index method for all biomarkers, sample size of the two mesulting groups and
HR and %5% Cl of the Cox model with the dichotomized biomarker. Table $& Cut-offs for disease-free
survival according to Log-rank method for all biomarkers, sample size of the two resulting groups
and HR and 95% CI of the Cox model with the dichotomized biomarker. Table 55: Multivariant Cox
regression models to analyze the association of NLE, moSIl and PMI on overall survival. Figure 51.
Cut-off values for NLE (A), moSII (B) and PN (C) according to Youden Index method (blue line)
and log-rank test method (orange line). Figure 52 Kaplan-Meier curves for NLE, moSII and PNI
categories according to tumoral stage based on TNM classification.
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5.Resumen global de los resultados

-69 -



La mayoria de los estudios iniciales que intentaban relacionar el estado inmuno-
inflamatorio preoperatorio en sangre periférica con el prondstico final en los pacientes
intervenidos de por cancer gastrico, no tenian presente una posible influencia de las
complicaciones postoperatorias en la supervivencia global o libre de enfermedad. Por
ello, considerdbamos que era necesario realizar un estudio mas exhaustivo en el que
se analizaran el tipo y nUmero de complicaciones y la gravedad de éstas con el objetivo
de poder reafirmar que no ejercian una influencia que pudiera sesgar los resultados

finales.

En nuestro primer trabajo, hemos analizado el impacto de las complicaciones

postoperatorias sobre el valor prondstico del indice preoperatorio NLR.

Se analizaron un total de 147 pacientes con diagnéstico de adenocarcinoma gastrico,

intervenidos con intencién curativa (R0), en Unico centro hospitalario.

Dado que no existia un consenso sobre los niveles de corte 6ptimos de NLR para
evaluar su influencia como valor pronéstico, decidimos dividir la muestra en 2 grupos en
base al p50 (valores mas altos respecto a valores mas bajos), obtuvimos un punto de
corte de 2,4 para NLR (0,8 — 16,4). Siendo los 2 grupos comparables en cuanto al resto
de parametros clinico-patolégicos, observamos que no hubo diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a ndmero y gravedad de complicaciones
postoperatorias (p: 0,69). En cambio, el grupo de pacientes con NLR>2,4, presentaron
mayor porcentaje de complicaciones infecciosas (p < 0, 001), siendo las mas frecuentes:

absceso intraabdominal (8,8%), fuga anastomotica (8,8%) y neumonia (5,4%).

Asi mismo, pudimos observar que los pacientes con complicaciones postoperatorias,
presentaron una menor SG (p< 0,001), aunque sin diferencia (p: 0,867) cuando las
complicaciones fueron infecciosas (29,1 meses [4,10 —54,13], 21,3 meses de SG a 5

afos) o no infeccioses (29,9 meses [17,18 —42,62], 25,6 meses de SG a 5 afios).
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En cuanto a la capacidad prondstica preoperatoria del indice NLR, obtuvimos que los
pacientes con NLR>2,4 presentaban una menor SG, a pesar de la presencia o no de
complicaciones postoperatorias (p: 0,02). En cambio, cuando se analizaba por estadios

tumorales, solo se mantenia esta diferencia en los pacientes con estadio Il (p: 0,001).

Finalmente, pudimos ver que el valor de NLR>2,4, tanto en el analisis univariante como
multivariante, se mantenia como un marcador pronostico independiente de peor
supervivencia global, ademas de la gravedad de las complicaciones postoperatorias y

el pN.

Una vez observada la relevancia del parametro inmuno-inflamatorio NLR preoperatorio
en sangre, como factor pronéstico independiente en la supervivencia de estos pacientes
y dadas las limitaciones que observamos que presentaban la mayoria de trabajos para
su aplicacion clinica, se decidié realizar un segundo estudio, mas ambicioso en
objetivos, que permitiera aclarar y establecer unos criterios concluyentes para su
aplicacion en la préctica clinica, en cuanto a los indices y puntos de corte a utilizar, dada

la amplia variedad de indices propuestos en la literatura.

Asi, en el segundo proyecto fueron incluidos para el andlisis 1151 pacientes con
adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica, intervenidos con intencion

curativa (RO).

Se estudiaron 18 biomarcadores preoperatorios, 14 a modo de variables continuas y 4
en forma de variables categoéricas. Se analiz6 la relevancia clinica, asi como los puntos
de corte para los 14 biomarcadores con valores a modo de variables continuas, tanto
para SG como SLE, utilizando 2 metodologias (Log-rank e indice de Youden (t-ROC)).
En las tablas suplementaries 1- 4 se presentan los puntos de corte para cada uno de los

indices, tanto para SG como para SLE.

Tras aplicar el modelo de Cox “crudo” para cada uno de los 18 biomarcadores

preoperatorios analizados, obtuvimos que los biomarcadores dNLR, HIl, PAR, NAR,
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CAR y CLR, no tenian utilidad prondstica. El resto de biomarcadores se analizaron con
el modelo de Cox ajustado con las variables preoperatorias descritas en el articulo,
descartdndose como marcadores pronosticos los siguientes: ALl, GPS, SIS, PI, PLR,
LMR y COA-NLR. Tanto Sll como MLR, aparecian como biomarcadores prondsticos,
aungue debido a su similitud con moSll y dado que este Ultimo presentaba mejores

resultados, se opt6 también por su exclusion.

De este modo, NLR, PNI y moSll resultaron como los biomarcadores con mejor
capacidad prondstico preoperatoria siendo los puntos de corte (Figura suplementaria 1)
que permitian identificar mejor los pacientes con peor pronéstico para SG: NLR>5,91

(HR: 1,73; IC 95% [1,23-2,43], p: 0,002), moSI1>2027,12 (HR 2,26: IC 95% [1,36-3,78],
p: 0,002) y PNI>40,31 (HR: 0,75; IC 95% [0,58-0,96], p: 0,023); y para SLE: NLR>6,81
(HR: 1,75; IC 95% [1,24-2,45], moSIl >2027,12 (HR: 2,46; IC 95% [1,49-4,04]), y

PNI>40,31 (HR: 0,77; IC 95% [0,60, 0,97]).

A continuacion, analizamos estos tres biomarcadores para cada uno de los diferentes
estadios tumorales, pudiendo identificar que su capacidad prondstica preoperatoria
tanto para SG como SLE, se mantenia en los estadios | y Ill para NLR y moSlI (p< 0,05)

y para los estadios I, Il y Il para PNI (p< 0,05) (figura suplementaria 2).

Finalmente, realizamos un analisis multivariante, estudiando de forma conjunta el valor
de cada uno de estos tres biomarcadores y obtuvimos que la asociacién de PNI 'y NLR
o PNI y moSlIl sugerian que podian actuar como un mejor biomarcador preoperatorio

gue si se usan de forma aislada (tabla suplementaria 5).
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En nuestro primer trabajo, en el que hemos analizado la capacidad pronéstica del estado
inmuno-inflamatorio preoperatorio, medida a través del biomarcador NLR en los
pacientes con adenocarcinoma gastrico, pudimos observar que la presencia de
complicaciones postoperatorias, afecta de forma negativa a la SG de estos pacientes,
pero en cambio, no influyen en la capacidad prondstica preoperatoria del biomarcador.
Hay que tener presente que la respuesta inflamatoria debida a las complicaciones, va a
ser diferente segln si éstas se tratan de complicaciones infecciosas o no, de forma que
las complicaciones infecciosas van a favorecer la respuesta de la inmunidad innata y
van a suprimir la inmunidad adaptativa, y por tanto, se incrementara el riesgo de
recidiva’®. Al analizarlo por estadios tumorales, vimos que solo se mantenia en
pacientes con estadio I, lo que nos podia hacer pensar que, en pacientes con tumores

mas incipientes, la respuesta inmuno-inflamatoria sistémica puede ser mas escasa.

Una vez comprobada la capacidad pronéstica independiente del biomarcador NLR y
dada la falta de homogeneidad en el tipo de célculo en los puntos de corte y a la hora
de comparar los multiples biomarcadores inmuno-inflamatorios existentes hasta la fecha
del inicio de este proyecto de tesis doctoral, nos planteamos nuestro segundo trabajo.
Su objetivo consistia en analizar el maximo nimero de biomarcadores inmuno-
inflamatorios y compararlos entre si, para identificar aquellos que tenian una mejor
capacidad prondéstica preoperatoria y simplificar su uso en nuestra practica clinica diaria.
Ademas, para definir los puntos de corte hemos planteado una metodologia estadistica
rigurosa (bootstrapping, analisis de Cox) y tiempo-dependiente (indice de Youden), que
nos permita identificar aquellos pacientes con peor pronostico, tanto en forma de mayor

riesgo de recurrencia (SLE), como para mayor riesgo de mortalidad (SG).

Como hemos podido ver en nuestra segunda publicacion, valores elevados de NLR y
PNI, se mantiene como biomarcadores con capacidad pronéstica para SG y SLE. Asi
mismo, moSIl aparece como un nuevo biomarcador, con capacidad prondstica

independiente tanto para SG como para SLE. Ademas, cuando analizamos estos
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resultados por estadios tumorales, vemos que PNI se mantiene en todos los estadios,
mientras que NLR y moSIl se mantiene solo en estadios | y Ill, siendo aqui donde el
estado funcional del paciente, medido con el indice de Charlson, parece tener mas

relevancia.

Por otro lado, hemos observado que la asociacion de varios de estos biomarcadores,
podria ayudar a mejorar su capacidad pronostica preoperatoria, aunque al tratarse de
un analisis exploratorio, estos datos deberian de confirmarse por otros grupos en
muestras de pacientes diferentes (validacion externa). Existen algunas publicaciones
previas que van también en esta linea, sobre todo en la asociacién de los indices PNI y

Sll, ya que parecen ser los que mas informacion aportan.

Como hemos visto en nuestra primera publicacion, el valor preoperatorio de NLR, se
asocia a un mayor numero de complicaciones infecciosas. Aunque su capacidad
prondstica en cuento a complicaciones graves y complicaciones infecciosas no ha sido
objeto de nuestro segundo estudio, otros grupos si que lo han hecho y han podido
observar que valores elevados de NLR", PCR’... se asocian a mayor nimero de

complicaciones graves.

Finalmente, creemos oportuno recalcar que el uso de estos biomarcadores
preoperatorios, no solo nos aporta informaciéon pronéstica relevante, sino que nos

plantea algunas reflexiones a considerar:

o Por un lado, nos permiten identificar a una serie de pacientes que aun
presentando un mismo estadio tumoral van a presentar una evolucién mas
desfavorable, lo cual, deberia hacernos considerar posibles tratamientos
complementarios (antinflamatorios, inmunoterapicos...) que puedan mejorar
el estado inmuno-inflamatorio sistémico y en consecuencia el pronéstico de

estos pacientes, asi como cambios en su seguimiento.
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o Por otra parte, la incorporacion de esta informacién propia del huésped a la
ya proporcionada tras el analisis de las piezas quirargicas (TNM) podria

ajustar el prondstico de la enfermedad de forma mas precisa.

De este modo, consideramos que los resultados del presente proyecto de tesis aportan

una evidencia suficiente como para incorporar a nuestra practica clinica diaria el uso de

estos biomarcadores preoperatorios, con el fin de poder optimizar o bien afadir

tratamientos complementarios, a los pacientes con mayor riesgo de recurrencia y

mortalidad.

Limitaciones del proyecto

O

O

O

Nuestro primer trabajo se trata de un estudio retrospectivo, por lo que caben
sesgos en la recogida de datos, asi como presenta un nimero de pacientes mas

limitado.

En el segundo proyecto, aunque la recogida de valores analiticos se ha realizado
de forma retrospectiva, cabe destacar la fortaleza de los datos del Registro
Espafiol EURECCA de Cancer Esofagogastrico, que son recogidos de forma
prospectiva y han sido auditados y publicados previamente, asi como el elevado

namero de pacientes y el caracter multicéntrico del mismo.

A pesar de haber limitado la recogida de datos analiticos preoperatorios a las
Ultimas 2 semanas antes de la cirugia, no se han recogido todas en el mismo

momento, lo que también puede incurrir en sesgo.

Aunque en la primera publicacion se ha utilizado el p50 para seleccionar el punto

de corte del biomarcador, en la segunda publicacibn se ha utilizado una
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metodologia mas compleja (bootstrapping, indice de Youden y log-rank) para
seleccionar los puntos de corte que nos permitan identificar a los pacientes con

peor prondstico.

A pesar de haber incluido un elevado nimero de biomarcadores en el analisis
del segundo articulo, no se han podido incluir todos los publicados en la
literatura, ya que algunos utilizan pardmetros analiticos que no se solicitan de

forma rutinaria en las analiticas preoperatorias y, por tanto, no se podian obtener.

Asi mismo, en el andlisis por estadios tumorales, podemaos ver que el grupo de
pacientes con peor prondstico tiene una n mas baja, lo que se debe a que hemos
seleccionado a aquellos pacientes con peor pronéstico y en los que vamos a
poder obtener resultados clinicamente mas relevantes, pero dada la metodologia

estadistica utilizada, hace que los resultados sean consistentes.
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7.Lineas de futuro



Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion, nos

planteamos los siguientes aspectos a desarrollar:

O

Evaluar la capacidad predictiva de respuesta patologica a tratamientos
neoadyuvantes, mediante la diferencia entre los valores pre-neoadyuvancia y
preoperatorios, con el objetivo de poder identificar aquellos pacientes que
puedan presentar una respuesta menos favorable y se pudieran beneficiar de

otros tratamientos complementarios preoperatorios.

Implementar el uso de forma rutinaria de los marcadores inmuno-inflamatorios
preoperatorios en la estadificacion prondstica del TNM, con el objetivo de poder
establecer un prondstico mas preciso.

Un grupo especial de pacientes para estudio son aquellos que teniendo un
estadio precoz (TNM), presentan un estado inmuno-inflamatorio adverso en
sangre periférica. Quiza estos pacientes, que de forma estandarizada no van a
recibir un tratamiento adyuvante a la cirugia, podrian beneficiarse de tratamiento

con QT o inmunoterapia.

Evaluar la variacion del valor de los marcadores inmuno-inflamatorios durante el

seguimiento oncolégico postoperatorio y su capacidad de detectar recidiva.

Del mismo modo que optimizamos a los pacientes para la cirugia mediante
programas de ahorro transfusional y prehabilitacion, deberia valorarse la
posibilidad de modular el estado inmuno-inflamatorio preoperatorio en aquellos
pacientes con valores adversos antes del inicio de cualquier tratamiento, ya sea

quirdrgico o quimioterapico.
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o Valorar el uso de técnicas como la citometria de flujos, para el estudio de los
subtipos de linfocitos en sangre periférica preoperatoria, lo cual, también nos
ayudaria en poder valorar mejor el prondstico de nuestros pacientes y plantear

terapias dirigidas mediante CAR-T cells.
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8. Conclusiones



Las conclusiones de la presente tesis doctoral realizada en pacientes con

adenocarcinoma gastrico resecable, son las siguientes:

O

El estado inmuno-inflamatorio preoperatorio actia como marcador pronostico de
supervivencia global, independientemente de la presencia y la gravedad de las

complicaciones postoperatorias.

La presencia del biomarcador preoperatorio NLR>2,41 se asocia a un

predominio de complicaciones infecciosas postoperatorias.

De los biomarcadores preoperatorios analizados, aquellos que tiene mayor
relevancia prondstica en cuanto a SG y SLE son: NLR, moSll y PNI y la

asociacion de varios de ellos se asocia a una mejor precisién prondstica.

Los valores altos de los biomarcadores preoperatorios NLR y moSll y valores
bajos de PNI, se asocian a una reduccion de la supervivencia global y libre de
enfermedad. Estos resultados se mantienen en los pacientes con estadios |, Il y
lll para los valores de PNI y para los estadios | y 1ll para los valores de NLR y

moSlI.
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10. Anexos



10.1 Anexo 1: Tabla suplementaria 1: Puntos de porte para mortalidad segun indice
de Youden, tamafio muestral de cada grupo, HR e IC 95% del modelo de Cox para el

biomarcador dicotomizado.

Biomarcador

NLR

LMR

PLR

MLR

dNLR

Sli

moSlI

HIl

PNI

ALI

PAR

NAR

CAR

CLR

Punto corte

1,99

1,94

141,22

0,27

SE3S)

630,00

116,45

41,87

40,61

38,98

5,00

0,11

0,51

1,87

N grupo bajo

460

200

620

338

766

704

377

728

440

326

245

519

179

242

-92-

N grupo alto

691

951

531

813

385

443

770

423

390

487

585

311

196

183

HR

1,18

0,74

1,21

1,28

1,06

1,16

1,25

1,02

0,73

0,79

1,15

1,23

1,12

1,12

1C95%

[0,97; 1,44]

[0,6;0,92]

[1,01; 1,46]

[1,03;1,58]

[0,87; 1,28]

[0,96; 1,39]

[1,02; 1,54]

[0,84; 1,23]

[0,58; 0,92]

[0,63;0,98]

[0,9; 1,47]

[0,99;1,53]

[0,82; 1,54]

[0,84;1,51]

p-valor

0,091

0,007

0,037

0,024

0,553

0,127

0,031

0,853

0,008

0,030

0,253

0,062

0,469

0,429



10.2 Anexo 2: Tabla suplementaria 2: Puntos de porte para mortalidad segun Log-rank
para todos los biomarcadores, tamafio muestral para los 2 grupos resultantes y HR e

IC95% del modelo de Cox para el biomarcador dicotomizado.

Biomarcador

NLR

LMR

PLR

MLR

dNLR

Sli

moSlI

HIl

PNI

ALI

PAR

NAR

CAR

CLR

Punto corte

5,91

1,76

134,39

0,56

20,53

770,12

2027,12

94,19

40,31

22,61

9,10

0,15

25,01

39,02

N grupo bajo

1079

154

SIS,

994

1020

818

1124

1088

429

123

718

667

365

404

-93-

N grupo alto

72

997

576

157

131

329

23

63

401

690

112

163

10

21

HR

1,70

0,65

1,26

1,53

1,12

1,18

2,06

0,70

0,72

0,74

1,15

1,25

1,76

1,51

1C95%

[1,26;2,3]

[0,52;0,82]

[1,05;1,52]

[1,22; 1,92]

[0,86; 1,47]

[0,97; 1,44]

[1,28; 3,31]

[0,43;1,12]

[0,57;0,91]

[0,57;0,97]

[0,87; 1,52]

[0,98; 1,6]

[0,85; 3,64]

[0,88;2,59]

p-valor

<0,001

<0,001

0,013

<0,001

0,392

0,092

0,003

0,132

0,007

0,026

0,343

0,074

0,128

0,131



10.3 Anexo 3: Tabla suplementaria 3: Puntos de porte para SLE segun indice de
Youden, tamafio muestral de cada grupo, HR e IC95% del modelo de Cox para el

biomarcador dicotomizado.

Biomarcador

NLR

LMR

PLR

MLR

dNLR

Sli

moSlI

HIl

PNI

ALI

PAR

NAR

CAR

CLR

Punto corte

2,03

2,01

140,71

0,27

10,86

703,17

110,74

26,93

40,21

38,60

5,00

0,11

0,46

0,81

N grupo bajo

484

229

618

338

601

775

344

374

429

320

245

495

162

155

-94 -

N grupo alto

667

922

588

813

550

372

803

T

401

493

585

335

213

270

HR

1,17

0,78

1,28

1,20

0,93

1,22

1,24

1,14

0,74

0,80

1,19

1,16

1,06

1,06

1C95%

[0,97;1,41]

[0,63; 0,96]

[1,07;1,53]

[0,98; 1,48]

[0,77; 1,11]

[1,01; 1,47]

[1,01;1,52]

[0,94; 1,39]

[0,59; 0,94]

[0,65; 1]

[0,93; 1,52]

[0,94; 1,43]

[0,78; 1,45]

[0,77; 1,44]

p-valor

0,099

0,018

0,008

0,078

0,425

0,039

0,044

0,176

0,011

0,045

0,161

0,179

0,706

0,733



10.4 Anexo 4: Tabla suplementaria 4: Puntos de porte para SLE segun Log-rank
para todos los biomarcadores, tamafio muestral para los 2 grupos resultantes y HR e
IC95% del modelo de Cox para el biomarcador dicotomizado.

Biomarker

NLR

LMR

PLR

MLR

dNLR

Sli

moSlI

HIl

PNI

ALI

PAR

NAR

CAR

CLR

Cut-off

6,81

1,76

134,39

0,56

2,73

770,12

2027,12

94,19

40,31

22,61

9,10

0,19

25,01

39,02

N group low

1099

154

SIS,

994

25

818

1124

1088

429

123

718

769

365

404

N group high

52

997

576

157

1126

329

23

63

401

690

112

61

10

21

-95.-

HR

1,99

0,68

1,32

1,47

2,21

1,24

2,28

0,66

0,74

0,80

1,17

1,26

1,81

158

Cl95%

[1,43;2,77]

[0,54; 0,85]

(1,1;1,58]

[1,17;1,85]

[0,92; 5,35]

[1,02; 1,5]

[1,43; 3,63]

[0,41; 1,06]

[0,59; 0,94]

[0,62;1,05]

[0,88; 1,55]

[0,89; 1,77]

[0,87; 3,76]

[0,9;2,61]

p-value

<0,001

<0,001

0,003

<0,001

0,077

0,031

<0,001

0,087

0,011

0,102

0,272

0,186

0,11

0,118



10.5 Anexo 5: Figura suplementaria 1: Puntos de corte para NLR (figura A), moSli
(figura B) y PNI (figura C), segun indice de Youden (linea azul) y test log-rank (linea
naranja).

a) Supervivencia global

Cut-off values Youden Index Log-rank test

o

HR adjusted Cox model

HR adjusted Cox model
HR adjusted Cox model

“wﬂwf %ﬂj Aﬂﬂ ‘ M WWF

0 § 10 15 0 1000 2000 3000 4000 25 30 35 40 45 50
Value NLR Value moSlII Value PNI

b) Supervivencia libre de enfermedad

Cut-off values Youden Index Log-rank test

HR adjusted Cox model

HR adjusted Cox model

HR adjusted Cox model
~

'

nh fﬁu( : | W

0 5 10 15 a 1000 2000 3000 4000 2% 30 35 40 45 50
Value NLR Walue moSll Value PNI

-96 -



10.6 Anexo 6: Figura suplementaria 2: curvas Kaplan-Meier para NLR,

segun estadio tumoral basado en la clasificacion TNM.

a) Supervivencia global para NLR

Stage |

Survival

Strata

Stage Il

Survival

Strata

Stage 1l

Survival

Strata

Strata =~ NLR=Low NLR (£=1.09) =~ NLR=Modium NLR (>1.99 and ==5.81) =~ NLR=High NLR (»5.81)

moSlIl y PNI,

1.00 _——
0.75
0.50
0.25
p < 0.0001
0.00
0 12 24 36 48 80
Months
NLR=Low NLR (<=1.89) 200 190 186 175 143 105
NLR=Medium NLR (>1.89 and <=591) 234 213 202 187 152 88
NLR=High MLR {>5.91) 14 12 10 9 ) 5
0 12 24 36 43 80
Months
Strata =~ NLR=Low NLR (<=1.99) == NLR=Medium NLR {>199 and =591} = NLR=High NLR (»5.91)
1.00
075
050
0.25
p=0.31
0.00
0 12 24 36 48 80
Months
NLR=Low NLR (<=1.99) 107 20 77 69 51 37
NLR=Medium NLR (=1.99 and <=5.91) 162 133 112 9% 74 45
NLR=High NLR (~5.91) 21 19 15 12 7 2
0 12 24 36 48 0
Months
Strata —— NLR=Low NLR {<=1.99) —— NLR=Medium NLR {=1.99 and ==5.91) —— NLR=High NLR (>5.91)
1.00
075
0.50
0.25
p =0.00063 L.
0.00
0 12 24 36 48 80
Months
NLR=Low NLR (<=1.99) 153 127 93 75 50 36
NLR=Medium NLR (1.98 and <=5 91) 223 163 120 93 64 42
NLR=High NLR (>5 91} 37 20 11 10 5 4
0 12 24 £ 48 0
Months
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b) Supervivencia global para moSli

Stage |

Survival

Strata

Stage 1l

Survival

Strata

Stage 1l

Survival

Strata

1.00

0.75

0.50

0.00

moSii=Low moSll {<=116.45)
moSli=Medium moSil (=116.45 and <=2027.12}

moS|I=High moSll (>2027_12)

Strata ~+ moSli=Low moS|| {==118.45) =~ moSII=Medium mos|| (>118.45 and <=2027.12) —~ moSII=High mosSIl {(>2027.12)

1.00

0.75

0.25

moSli=Low maSII (<=116.45)
moSll=Medium moSIl (>116.45 and <=2027.12)

moSli=High maS|| (~2027 12)

075

0.50

moSli=Low moSI| (<=116.45)
moSli=Medium moSIl (>116.45 and <=2027.12)
moSli=High moSIl (=2027.12)

==
p < 0.0001
0 12 24 36 48 60
Months
167 158 154 145 118 a8
275 252 241 224 182 12
5 4 2 1 1 1
0 12 24 36 48 60
Months
Strata =+ moSli=Low moSll (2=116 45) =+ moSli=Madium moSI| {>116.45 and <=2027.12] =+ moSli=High moS|l (>2027 12)
p=0.2
0 12 24 36 48 80
Months
83 72 62 55 40 3
202 167 140 120 9 53
4 3 2 2 1 1
0 12 24 36 48 80
Months
Strata —— moS|I=Low moSl| (<=116.43) —+ moS|I=Medium moSil (>116.45 and <=2027.12) —+ moSli=High moS|| (>2027.12)
p=0.008
0 12 24 36 48 &0
Months
127 108 80 64 46 31
270 194 138 109 70 50
14 7 5 4 2 0
8} 12 24 36 48 &0
Months
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c) Supervivencia global para PNI

Stage |

Survival

=
£
2]

Stage 1l

Survival

Strata

Stage 1l

Survival

Strata

Strata —— PNI=Low PNI (s=40.31) =~ PNI=High PNI (»40.31)

1.00
0.75
0.50
0.25
p = 0.00029
0.00
0 12 24 36 48 60
Months
PNI=Low PNI {<=40.31) 128 12 102 92 71 46
PNI=High PNI (=40.31) 191 183 179 168 131 86
0 12 24 36 48 60
Months
Strata ~+~ PNI=Low PNI (<=40.31) =+ PNI=High PNI (>40.31)
1.00
0.75
0.50
0.25
p=0.035
0.00
0 12 24 36 48 60
Months
PNI=Low PNI (<=40.31) 121 97 77 67 47 24
PNI=High PNI (>40.31) 88 81 69 59 42 26
0 12 24 36 48 60
Months
Strata —— PNI=Low PNI {<=40.31) —+ PNI=High PN {>40.31)
1.00
0.75
0.50
0.25
p=0.008
0.00
o 12 24 36 48 60
Months
PNI=Low PNI (<= 181 132 93 64 39 26
PNI=High PNI (~40.31) 121 98 70 82 a3 28
0 12 24 36 48 60
Months
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d) Supervivencia libre de enfermedad para NLR

Stage |
Strata — NLR=Low NLR (<=2.03) =~ NLR=Medium NLR (>2.03and <=6.81) ~ NLR=High NLR (6 81)
1.00
0.75
2
s 0.50
=
w
0.25
p < 0.0001
0.00
0 12 24 36 48 80
Months
© NLR=Low NLR (<= 212 197 192 179 144 110
B NLR=Medium NLR (>2.03 and <=6.81) 225 205 188 178 144 a2
7
NLR=High NLR (~6.81) 11 9 8 7 4 3
0 12 24 36 48 80
Months
Stage 1l
Strata =+~ NLR=Low NLR (<=2.03) =+ NLR=Madium NLR {>2.03 and <=6.81) =+ NLR=High NLR ({681
1.00
0.75
©
=
I 0.50
5
@
0.25
p=0.042
0.00
0 12 24 36 48 60
Months
o NLR=Low NLR (<=2.03) 108 81 71 65 44 35
E NLR=Medium NLR {>2.03 and <=6.81) 168 126 106 90 71 48
i
NLR=High NLR (~6.81) 14 12 6 4 2 !
0 12 24 36 48 80
Maonths
Stage 1l
Strata —— NLR=Low NLR (£=2.03} -+ NLR=Medium NLR {>2.03 and <=6.81) —— NLR=High NLR (>6.81)
1.00
0.75
K]
2
e 0.50
=
7]
0.25 I_|
p=0.0046
0.00
0 12 24 36 48 80
Months
- NLR=Low NLR (==2.03) 166 110 86 65 45 31
T NLR=Medium NLR (~2.03 and <=6.81) 220 120 89 76 48 33
7
MLR=High NLR (~6.81) 27 7 [ 5 3 3
0 12 24 36 48 60
Months
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e) Supervivencia libre de enfermedad moSl|

Stage |
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Strata
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Survival

Strata
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p=0.2
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p = 0.0059
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f) Supervivencia libre de enfermedad PNI

Stage |
Strata —— PNI=Low PNI (<=40.31) =~ PNI=High PNI (=40.31)
1.00
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2
= 0.50
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w
0.25
p = 0.002
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10.7 Anexo 7: Tabla suplementaria 5: Modelo de regresién multiple de Cox, para el andlisis de la asociacién de NLR, moSIl y PNI para

supervivencia global.

NLR
Low NLR (<=1,99)

Medium NLR (>1,99 and
<=591)

High NLR (>5,91)

moSllI
Low moSlIl (<=116,45)

Medium moSll (>116,45
and <=2027,12)

High moSli (>2027,12)

PNI

Low PNI (<=40,31)

High PNI (>40,31)

Model with NLR and moSlI

HR 95% ClI p-value
Ref
0,76,
1,00 130 >0,9
0,89,
1,37 212 0,2
Ref
0,89,
1.17 155 0,3
0,93,
1,74 327 0,085

Model with NLR and PNI

HR 95% ClI p-value
Ref
0,74,
0,95 122 0,7
1,03,
1,55 234 0,034
Ref
0,60,
0,77 0,99 0,045

Model with moSIl and PNI

HR 95% Cl p-value
Ref
0,87,
1,12 146 04
1,19,
2,26 430 0,013
Ref
0,60,
0,78 100 0,054

Model with NLR, moSIl and

PNI
HR 95% CI p-value
Ref
0,59,
0,81 112 0,2
0,73,
1,21 199 0,5
Ref
0,90,
1,26 178 0,2
0,96,
2,04 433 0,065
Ref
0,79 061, 0,070

1,02




Todos los modelos estan ajustados por edad, ECOG, localizacién del tumor, indice de Charlson, CEA, indice de masa corporal, estadio del tumor y terapia neoadyuvante,

Modelo con NLR y moSll: modelo de regresion de Cox utilizando la supervivencia global como variable dependiente y NLR y moSIl como factores independientes, ajustados
por edad, ECOG, localizacién del tumor, indice de Charlson, CEA, indice de masa corporal, estadio del tumor y terapia neoadyuvante,

Modelo con NLR y PNI: modelo de regresion de Cox utilizando la supervivencia global como variable dependiente y NLR y PNI como factores independientes, ajustados por
los mismos factores,

Modelo con moSll y PNI: modelo de regresion de Cox utilizando la supervivencia global como variable dependiente y moSll y PNI como factores independientes, ajustados por
los mismos factores,

Modelo con NLR, moSIl y PNI: modelo de regresién de Cox utilizando la supervivencia global como variable dependiente y NLR, moSIl y PNI como factores independientes,
ajustados por los mismos factores,
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