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RESUMEN
Introducciodn

La relacion entre sistema hemostatico y cancer es bidireccional. Los
pacientes con cancer tienen 4-7 veces mas riesgo de desarrollar trombosis,
especialmente en estadios avanzados de la enfermedad porque los
tratamientos, las comorbilidades y las propias células tumorales, especialmente
ciertos tipos, provocan diferentes alteraciones en el sistema hemostatico que
generan un estado de hipercoagulabilidad. Por otra parte, diferentes elementos
del sistema hemostatico juegan un papel importante en el crecimiento tumoral,

progresion y metastatizacion.
Hipotesis y objetivos

La hipétesis que genero este trabajo fue que las distintas neoplasias, por
el tipo de tumor o por los tratamientos recibidos, podrian provocar una
alteracion diferencial del sistema hemostatico que podria tener relacion con el

desarrollo de trombosis y con la progresion tumoral.

Por ello, el objetivo de nuestro estudio fue evaluar diferentes elementos
del sistema hemostatico en pacientes con 3 de las 4 neoplasias mas frecuentes

(cancer de proéstata, colorrectal y pulmén). Los objetivos especificos fueron:

1. Estudiar si existe una activacion diferente del sistema hemostatico en
distintas neoplasias avanzadas.

2. Analizar la relacién entre alteraciones del sistema hemostéatico y el
desarrollo de eventos tromboticos en pacientes con cancer.

3. Estudiar el efecto de la quimioterapia basada en fluoropirimidinas sobre el
sistema hemostatico en pacientes con cancer colorrectal.

4. Estudiar el valor prondstico de las principales alteraciones del sistema

hemostatico en pacientes con cancer.
Material y métodos

Se incluyeron muestras basales de 157 pacientes consecutivos; 32 con
cancer de proOstata resistente a castracion; 43 con cancer colorrectal y 82 con

carcinoma de pulmon.
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Se estudiaron: plaquetas y leucocitos; marcadores de muerte celular
(lactato deshidrogenasa —LDH-); hipercoagulabilidad (Dimero D) y de dafio
endotelial (Factor von Willebrand —FvW-) y tiempos de coagulacién (Tiempo de
protrombina). Se analizaron la antitrombina y los dos elementos de la ruta de
contacto (FXI y FXIl) mediante métodos funcionales cromogénicos y/o western
blot. Finalmente se estudiaron dos elementos recientemente implicados en
trombosis: trastornos de glicosilacion y ADN circulante (estudiados mediante
electroforesis y HPLC; y por un método de cuantificacion fluorescente,
respectivamente). En casos excepcionales se realizaron estudios genéticos:
secuenciacion de genes (SERPINC1 y PMM2) o deteccion de grandes
deleciones mediante MLPA.

Resultados y Conclusiones

1. El sistema hemostatico se encuentra afectado en pacientes con cancer.
Aunque hay elementos alterados comunes en las distintas neoplasias
estudiadas, como son la elevacion basal de LDH, DD y FvW, hay otros que
varian entre ellas. En cancer de préstata observamos una tendencia a una
mayor activacion de FXII que no se acompana de activacion de FXI. En cancer
colorrectal, se observé elevacion de FYW y DD, sin activacion de la ruta de
contacto. En pacientes con CNMP, observamos una mayor incidencia de
deficiencia de antitrombina que probablemente sea por consumo como lo

sugiere la deteccion de complejos trombina-antitrombina.

2. La presencia de elevacion del FYW en pacientes con cancer de prostata se
asocia con el desarrollo de eventos trombdticos en nuestra serie. No se ha
encontrado relacién entre el desarrollo de fendmenos trombodticos y otras

alteraciones del sistema hemostatico.

3. La quimioterapia basada en fluoropirimidinas no provoca alteraciones

relevantes del sistema hemostatico en pacientes con cancer colorrectal.

4. Determinadas alteraciones del sistema hemostatico, como el aumento de
FvW, DD y ADN circulante, se asocian con peor prondstico en las neoplasias
estudiadas. La elevacién de FvW se asocia a peor prondstico en tres de los

cuatro tumores estudiados: cancer de prostata, cancer colorrectal y CNMP. La
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elevacion de DD se asocia con peor pronostico en cancer de proéstata.
Finalmente, la presencia de concentraciones elevadas de ADN circulante se
asocia con peor supervivencia en pacientes con cancer de prostata y CNMP

avanzado.

ABSTRACT

Introduction

There is a strong relationship between the hemostatic system and
cancer. Patients with cancer have increased risk (4-7-fold) to develop
thrombosis, particularly in advanced stages of the disease, because the
treatments, the associated co-morbidities and the features of cancer cells can
modify the hemostatic balance, triggering a prothrombotic state. But also the
different hemostatic elements play a key role in tumor growth, tumor

progression and metastasis.
Hypothesis and objectives

We propose that the disturbance of the hemostatic system may be
different depending of the type of cancer. The type of tumor cell or the treatment
used in each tumor may have distinct consequences on the hemostatic balance
with potential and different consequences on the risk of thrombosis and the

progression of the tumor.

Accordingly, the main objective of our study was to evaluate different
elements of the haemostatic system in patients with three out of four more
prevalent cancer (prostate, colorectal, and lung cancer). The specific objectives

were:

1. To study a potential activation of the hemostatic system in different
advanced tumors.

2. To analyse the relationship between changes in the hemostatic system and
the development of thrombotic events in patients with cancer.

3. To evaluate the effect of chemotherapy based on fluoropirimidines on the
hemostatic system in patients with colorectal cancer.
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4. To study the prognostic value of the main variations of the hemostatic

system identified in patients with cancer.
Material and methods

Our study included basal samples of 157 consecutive patients with
cancer. 32 with prostate cancer resistant to castration; 43 with colorectal

cancer; and 82 with lung cancer.

These were the parameters analyzed: platelets and leukocites; markers
of cell death (Lactato de-hidrogenase —LDH-); hypercoagulability (D Dimer) and
vascular damage (von Willebrand Factor —vWF-). Clotting times (prothrombin
time and activated partial thromboplastin time) were also evaluated.
Additionally, antithrombin and two elements of the contact pathway of
coagulation (FXI and FXIl) were also evaluated by functional chromogenic
methods and/or Western blot. Finally, two elements recently associated with
thrombosis: disorders of glycosylation and circulating DNA, were also analyzed
in this study by electrophoresis and HPLC and by a fluorogenic method,
respectively. Exceptional cases required genetic analysis that included
senquencing of genes (SERPINC1 or PMM2) or detection of gross gene defects
by MLPA.

Results and conclusions

1. The haemostatic system is altered in cancer patients. Several common
alterations are observed, including high levels of LDH, D-dimers and von
Willebrand Factor (vWF). However, several distinct alterations are observed:
in prostate cancer we observe activation of Factor Xll; in colo-rectal cancer
no activation of the contact route is observed and n non-small cell lung
cancer we observed lower levels of antitrombin factor probably caused by
consumption, as these patients also had remarkable levels of thrombin-
antithrombin complexes.

2. The presence of higher levels of VWF is associated with the development of
thromboembolic events in prostate cancer. We did not observe other

associations between thrombosis and alteration of the haemostatic system.
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3. Fluoropirimidine-based chemotherapy did not cause relevant disturbances
on the hemostatic system in patients with colorectal cancer.

4. Some variations of the hemostatic system such as the increase of vVWF, D
dimer or circulating DNA, associated with a poor prognosis in cancer. Thus,
increased levels of VWF associated with a poor prognosis in three out of four
tumors evaluated in this study: prostate, colorectal and non microcytic lung
cancer. Rise level of D dimer was also a marker of bad prognosis in prostate
cancer. Finally, high values of circulating DNA associated with low survival

in patients with prostate and non microcytic lung cancer.
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1. El sistema hemostatico

Los organismos pluricelulares poseen un sistema capaz de responder de
manera rapida, simple e inmediata a las lesiones del endotelio vascular para
minimizar las consecuencias potencialmente letales de la hemorragia derivada:
el sistema hemostéatico.' Este sistema esta formado por elementos celulares:
las plaquetas y el endotelio, y elementos plasmaticos que incluyen una serie de
proteinas procoagulantes, anticoagulantes pro y anti-fibrinoliticas. El resultado
final es un sistema hemostatico que se orquesta como un delicado equilibrio,
un fino balance entre los inhibidores plasmaéticos y la actividad coagulante que
gueda restringida al lugar y momento necesario (cuando y donde se produce el
daifo endotelial). De hecho, los elementos anticoagulantes impiden una
activacion sistémica de la coagulacion cuando se desencadena una activacion
local. Este delicado equilibrio es sin embargo sensible incluso a pequefias
alteraciones en cualquiera de sus elementos con consecuencias patolégicas
antagonicas como el sindrome hemorragico o0 un estado de

hipercoagulabilidad.

Cuando se produce el dafio endotelial el factor tisular (FT) queda
expuesto al torrente sanguineo induciendo la activacion en cadena de un
conjunto de enzimas proteoliticas con actividad serin proteasa, que culmina
con la formacion de trombina. La trombina es la Ultima serin proteasa
procoagulante de la cascada de la coagulacidon, responsable de la formacion
del coagulo de fibrina a partir del fibrinbgeno. Su funcién procoagulante
también incluye la activacion del factor Xlll, que estabiliza las interacciones de
la fibrina, haciéndola més resistente a la degradacién, y actia como principal
agonista plaquetario. Por todo ello la trombina tiene un papel crucial en las
reacciones procoagulantes y proagregantes. Este potente procoagulante
necesita ser controlado en espacio y tiempo, ya que de otro modo, la
generacion incontrolada de trombina conduciria al desarrollo de eventos
trombadticos. Una vez reparado el dafio endotelial, el sistema fibrinolitico se

encarga de disolver el coagulo de fibrina.
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Finalmente, los inhibidores de proteasas son quizas los elementos de
control del sistema hemostéatico. Entre estos elementos identificamos tanto
anticoagulantes como antifibrinoliticos. Los elementos anticoagulantes mas
relevantes en el sistema hemostatico son tres, y actlan en diferentes
momentos de la cascada de coagulacion, tanto en su inicio, como el inhibidor
de factor tisular (TFPI), como especialmente inhibiendo a la trombina, con dos
sistemas diferentes: la proteina C y la antitrombina (Figura 1). Dentro de los
inhibidores de la fibrindlisis, destacamos al inhibidor del activador del
plasminégeno (PAI-1), otra serpina (inhibidor de serin proteasas) hemostatica
(Figura 1).
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Figura 1. Cascada de la coagulacion (gris) y fibrinolisis (verde) y moléculas
anticoagulantes (amarillo). Las serpinas hemostaticas estan subrayadas. TM:
trombomodulina; PS: proteina S; PC: proteina C; PCI: inhibidor de la proteina C; HCII:
cofactor Il de heparina; Fo: fibrindgeno; ZPI: inhibidor de proteasa dependiente de
proteina Z; TFPI: Inhibidor de la ruta del factor tisular; TF: factor tisular; K: kininégeno,
PK: prekalikreina; uPA: activador del plasminégeno tipo uroquinasa; tPA: activador tisular
del plasmindgeno; PAI-I: inhibidor del activador del plasminégeno; AT: antitrombina.

Endotelio
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2. Cancer y trombosis

La observacion clinica ha llevado a deducir que existe una estrecha
relacion entre el sistema hemostético y el cancer. En 1865 A. Trousseau
describié la presencia de neoplasias ocultas en una serie de individuos con
trombosis.? El hecho de que la trombosis sea més frecuente en individuos con
cancer, que tener un evento trombotico empeore la supervivencia en estos
pacientes, y que tratamientos anticoagulantes puedan aumentar la
supervivencia en cancer, indica que hay una estrecha relacion entre el sistema
hemostético y el cancer. Las células tumorales (especialmente ciertos tipos)
pueden provocar cambios significativos en multiples moléculas del sistema
hemostéatico, de manera que generan un estado de hipercoagulabilidad en el
gue minimos factores estresantes pueden romper el equilibrio hemostético y
generar tanto trombosis como hemorragias. Por otro lado, las moléculas que
participan en el sistema hemostatico, juegan también un papel importante en
mecanismos de crecimiento tumoral, progresiébn y metastatizacion como

veremos a continuacion.

3. Epidemiologia

La incidencia de eventos tromboéticos en pacientes oncol6gicos oscila
entre un 2% y un 20% segun las series y tener un tumor supone un aumento
del riesgo trombético 4-7 veces mayor respecto a la poblacién general.>® Los
datos quizds mas contundentes por incluir gran nimero de sujetos son los de
Kristine Blix y colaboradores que en 2014 presentaron el resultado del
seguimiento de 144950 individuos sin cancer ni trombosis, durante una
mediana de 11 afios.” En este estudio, el 19% de los eventos tromboembodlicos
(ETE) ocurrieron en pacientes con diagnoéstico de cancer, lo que supone una
tasa de ETE de 8,7 por cada 1000 pacientes/afio, Hazard Ratio (HR)= 4.8, IC
95%: 4.3-5.4. El 2% de los ETE ocurrian durante el primer afio tras el
diagnéstico de cancer y los tumores con mayor incidencia de eventos fueron

pancreas, pulmén y cancer gastrico.

El riesgo de padecer un ETE varia en funcion del momento de la

enfermedad. Es mayor en los 3 primeros meses tras el diagnéstico,
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posteriormente hay un descenso en el que la incidencia disminuye con la
respuesta al tratamiento y después, hacia el final de la enfermedad, de nuevo
aumenta el riesgo que es mayor que al inicio (Figura 2).8°

Hospitalizacion .
74 Final de la vida

Metastasis

Diagnostico

Quimioterapia \ / Riesgo de ETE en pacientes con
cancer
Remision

Riesgo (odds ratio)
w

Riesgo de ETE en poblacion general

Tiempo

Figura 2. Cambios en el riesgo de presentar evento trombético a lo largo de la
enfermedad oncolégica. Figuratomada de Khorana, Cancer 2007.°

El evento trombético se ha asociado a estadios mas avanzados de la
enfermedad. En la serie Danesa, publicada en 2010, se observé una mayor
tasa de eventos en pacientes estadio IV respecto a estadios mas tempranos:
estadio | (RR= 2.9, IC 95%: 1.5-5.5), estadio Il (RR=2.9, IC 95%:2.4-3.5)
estadio lll (RR= 7.5, IC 95%: 6.0-9.4) y estadio IV (RR= 17, IC 95%: 12.6-
23.3).2° En 2014, se presentaron los resultados preliminares del estudio STAC,
con una cohorte prospectiva de 148044 pacientes con diagndéstico de cancer,
de los cuales 2444 presentaron un ETE (1,65%) antes o después del
diagnostico de cancer, aunque la mayoria de los eventos ocurrieron después
del diagnéstico.’* En la Tabla 1 se muestra la incidencia de eventos
trombadticos registrados en funcién del tipo de tumor. Esta tabla también
muestra el riesgo asociado al estadio expresado en HR, en relacién al estadio
localizado. Los estadios mas avanzados pueden aumentar el riesgo trombético

hasta 6,6 veces como ocurre en cancer de recto con metastasis.
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Tabla 1. Incidencia de eventos tromboticos registrados en el estudio STAC en relacién
con el tipo de tumor. El riesgo trombaético (expresado como HR) en relacion al estadio
localizado.

N 1384 1452 837 345 509 2430 2122 587 726
%ETE 6,6 4,7 2,8 7,5 41 3,2 3,6 51 4.8
Afectacion

ganglionar* 1,8 1,3 3,2 2,4 1,1 0,8 1,1 0,9 4,2
Estadio IV* 2,6 1,6 3 1,8 1,4 3,6 2,2 - 2
Metastasis de

primario 2,6 2,6 6,6 1,5 1,3 0,9 1,1 0,7 1,8

desconocido*

*Hazard Ratio de cada estadio comparado con estadio localizado

4. Evento trombotico y prondstico

El evento trombdético es un factor de mal prondstico independientemente
del estadio tumoral y del tipo de cancer y supone un deterioro en la calidad de
vida del paciente.’® La trombosis es la segunda causa de muerte en pacientes
con cancer junto con las infecciones y esto es especialmente relevante cuando
el ETE ocurre durante el primer afio desde el diagnéstico.**** De hecho, una
serie publicada en 2005 presentaba unas frecuencias de muerte durante el
primer afio en pacientes que habian presentado un ETE entre el 25% vy el
93,8% segun el tipo de tumor.® Ademas, a pesar de una correcta
anticoagulacion, la tasa de recurrencias de trombosis oscila entre el 7% vy el
10,5%, 3 veces mayor que la observada en pacientes sin cancer.** Por todo
ello y por la necesidad de tratamientos prolongados, a veces hospitalizaciones
y retrasos del tratamiento quimioterdpico, los ETE suponen un deterioro
significativo de la calidad de vida del paciente oncolégico.™

No obstante, se desconoce si el ETE es un factor prondstico
independiente o bien el reflejo de una mayor agresividad tumoral y es el propio
tumor el que limita la esperanza de vida de los pacientes debido a la progresion

tumoral.
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5. Profilaxis y tratamiento de la trombosis en pacientes
oncoldgicos

5. 1. Profilaxis

Los ETE se pueden prevenir gracias al tratamiento profilactico primario
anticoagulante. Este tratamiento no esta exento de complicaciones
hemorragicas, especialmente en pacientes oncoldgicos, debido a que tienen un
sistema hemostatico altamente inestable. Dada la elevada incidencia y la
morbimortalidad que supone el ETE asi como las complicaciones de su
profilaxis, se han elaborado modelos prondsticos para intentar clasificar a los
pacientes segun su riesgo trombaético y poder identificar aquellos que se
beneficiarian del tratamiento profilactico. Sin embargo, la incidencia de
trombosis en cancer es altamente heterogénea y las Ultimas guias clinicas solo
indican la profilaxis antitromboética en situaciones especiales como la
hospitalizacion o la cirugia y en pacientes ambulatorios, sélo en casos
seleccionados.’®*® De esta forma, las indicaciones de tratamiento profilactico

son:

1. En todos los pacientes hospitalizados siempre que no haya
contraindicaciones (indicacion 1B).

2. En todos los pacientes que van a ser intervenidos, siempre que no
haya contraindicaciones. Se debe iniciar antes de la cirugia o lo
antes posible tras ella (indicacion 1A) y se debe mantener entre 7-10
dias y cuando se trata de una cirugia mayor abdominal o pélvica, se
debe considerar mantenerla hasta 4 semanas (indicacion 1A).

3. En pacientes ambulatorios se debe considerar en aquellos de alto
riesgo segun el modelo de Khorana como los pacientes con cancer
de pancreas con una puntuacion 23. No esta indicado, en general,

en los pacientes en curso de tratamiento activo oncologico.
5. 2. Tratamiento

Una vez establecido el ETE sintomatico o incidental, ya sea trombosis
venosa profunda (TVP) o tromboembolismo pulmonar (TEP), se recomienda el

uso de heparina de bajo peso molecular (HBPM) ajustado al peso en los
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primeros 5-10 dias (indicacion 1A). La duracion del tratamiento debe ser al
menos 6 meses y se debe mantener de manera indefinida en pacientes de alto

riesgo que son aquellos con tumor activo y en tratamiento quimioterapico.*®%

La tasa de retrombosis en pacientes anticoagulados es 7-10,5%. Los
factores de riesgo descritos para desarrollar un nuevo evento son sexo
femenino, tipo de tumor (el cancer de pulmén es el que mayor riesgo de
recurrencia presenta) y estadio (avanzado). En este contexto siempre se debe
descartar la progresion tumoral. En caso de retrombosis se recomienda
aumentar 20-25% la dosis, pasar a dosis cada 12 horas o cambiar de tipo de
heparina, pero no hay evidencias suficientes para recomendar un tipo de

actuacion u otro.

6. Efecto antitumoral de la heparina de bajo peso molecular y su
papel en supervivencia

Desde hace 20 afos estudios in vitro y en modelos animales han
descrito diversos mecanismos que demuestran que la HBPM tiene una
actividad antitumoral independientemente de su funcion anticoagulante, por ello
ha desplazado a las heparinas no fraccionadas (HNF) en el tratamiento
profilactico. Las HBPM son capaces de inhibir la angiogénesis mediante la
reduccion de la expresion de FT y la disminucion del crecimiento endotelial
inhibiendo el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y al factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), mecanismo que es dependiente del tipo de
heparina.?*?® Por otro lado, la HBPM ejerce un efecto antiproliferativo en
células endoteliales, epiteliales, fibroblastos y masculo liso vascular e induce la
diferenciacion y apoptosis celular. Finalmente, la HBPM impide o dificulta el
mecanismo de metastatizacion porque reduce la capacidad de invasion de las
células tumorales inhibiendo la accién de componentes de la matriz extracelular
como las heparanasas e interfiriendo con la interaccién de la célula tumoral con

plaquetas, leucocitos y endotelio uniéndose a las selectinas P y L.**

El papel de la HBPM en la prevencion del evento trombotico no cabe
duda y su actividad antitumoral in vitro tampoco. Ahora bien, el impacto que

pueda tener la HBPM en la supervivencia todavia no esta claro. Hay varios
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estudios publicados con resultados dispares, mientras los resultados de
algunos estudios aleatorizados y meta-andlisis demuestran beneficios
estadisticamente significativos para la HBPM en supervivencia, otros estudios
no confirman dicho efecto.”?’ Las causas pueden ser varias: la disparidad en
el disefio de los estudios, la heterogeneidad en las caracteristicas de los
pacientes en cuanto a tipo tumoral, estadio, tratamiento, y también en el tipo de
tratamiento con heparina y la dosis administrada, ademas de la falta de datos
de las complicaciones derivadas del uso de la heparina.

En 2014 se publicaron los resultados de un meta-andlisis de la Cochrane
en el que se analizaron 7013 pacientes de 13 estudios seleccionados.?® En
este trabajo se observd un discreto beneficio en supervivencia a un afio en
pacientes tratados con HBPM (RR= 0.97, IC 95%: 0.92-1.01). Entre los
estudios mas representativos con resultados positivos en cuanto a beneficio en
supervivencia encontramos cuatro, realizados en pacientes con carcinoma
microcitico de pulmén (CMP): el mas antiguo publicado en 1994 por Lebeau y
colaboradores con 277 pacientes,? refiere un beneficio en supervivencia a 1, 2
y 3 afios en el grupo que recibi6 HBPM. El trabajo de Altinbas y colaboradores
publicado en 2004, incluia 84 pacientes con CMP en todos los estadios que
fueron aleatorizados a recibir tratamiento con dalteparina durante 18 semanas.
Este trabajo mostr6 un aumento significativo en la supervivencia de 13 meses
frente a 8 meses. El estudio ABEL, en el que participd nuestro grupo, y
publicado en 2013 por Lecumberri y colaboradores,® incluy6 38 pacientes con
CMP y enfermedad limitada que fueron aleatorizados a recibir bemiparina 3500
Ul de manera concurrente con el tratamiento de quimio-radioterapia, frente a no
tratamiento, durante 26 semanas. Este estudio observdé un aumento en
supervivencia global (HR= 2.96, IC 95%: 1.22-7.21; p= 0.017) y supervivencia
libre de progresion (HR= 2.58, IC 95%: 1.15-5.8; p= 0.022) en el grupo con
heparina, sin aumento de toxicidad. Finalmente, en 2014, el grupo de Altinbas
publicé un estudio retrospectivo en el que se recogian 67 pacientes con CMP,
tratados con quimioterapia en primera linea con cisplatino-etopésido y
dalteparina.® Compararon los resultados en supervivencia en funcién del
tiempo de tratamiento con dalteparina: menos de 4 meses (grupo A), de 4 a 6
meses (grupo B) y mas de 6 meses (grupo C). En los dos ultimos grupos se
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observdé mayor supervivencia global frente a pacientes del grupo A de forma
significativa (p< 0,001). Sin embargo este estudio tiene las limitaciones de ser
retrospectivo y no tener una rama control con placebo, por lo tanto los

resultados son solo orientativos.

Por el contrario, en los ultimos meses se han publicado los resultados de
un estudio con 2202 pacientes con cancer de pulmén (incluyendo todas las
histologias), la mayoria de ellos estadio IlI-1V, aleatorizado 1:1 a recibir
dalteparina 5000 Ul/24h vs no tratamiento. Este estudio no confirma un
beneficio en supervivencia global y supervivencia libre de metastasis en
pacientes tratados con dalteparina frente a no dar heparina.®® Pero en el
analisis por subgrupos, observamos una tendencia a beneficio en
supervivencia en CMP con enfermedad limitada, que por otro lado estan

infrarrepresentados.

Lo que reflejan los resultados de los estudios mencionados, es que quiz&
la poblacién que mas se beneficie del tratamiento con HBPM es el grupo de
pacientes con CMP y enfermedad limitada. Hay una revision publicada en
2013, de los estudios realizados en pacientes con cancer de pulmén que
incluye 2185 pacientes, y que constata un beneficio en supervivenciaa 1y 2
afos especialmente en el subgrupo de pacientes con CMP y enfermedad
limitada.®* Sin embargo, los estudios realizados con varios tipos de tumores en
enfermedad avanzada, no han podido demostrar beneficio de la HBPM en
supervivencia.**® Unicamente el analisis por subgrupos del estudio FAMOUS?®’
y del estudio MALT,* demostraron un beneficio en aquellos pacientes de mejor

pronéstico.

Estan pendientes de publicar los resultados de un estudio con
tinzaparina en pacientes con cancer de pulmon en estadios precoces, donde
podria ser que se observara algun beneficio como sugieren los resultados de
otros estudios. Hasta la fecha, las guias clinicas no recomiendan el uso de

heparina profilactica en pacientes oncoldgicos.*®
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7. Factores de riesgo de trombosis y modelos prondsticos

Son muchos los mecanismos que estan implicados en el desarrollo del
evento trombético relacionado con céncer. Entre los factores de riesgo
comunes a la poblacién general destaca la edad y la obesidad, ademas de la
hospitalizacion y el encamamiento. De los factores relacionados con el tumor

destacan el tipo de tumor y el estadio 3**°

como se ha descrito en apartados
anteriores y, ademas, pueden intervenir otros factores relacionados con el
tratamiento: la cirugia, el tipo de quimioterapia y los tratamientos
antiangiogénicos.*>*** Recogiendo todos estos factores conocidos, en 2008,
el grupo de Khorana publicé un modelo pronéstico para pacientes que van a
recibir tratamiento quimioterapico de forma ambulatoria.** Este modelo fue
disefiado con los datos obtenidos en una serie que incluia 4066 pacientes
ambulatorios que iban a iniciar tratamiento quimioterapico. En esta cohorte, se
analizaron datos previos al inicio de la quimioterapia y se combinaron factores
clinicos del paciente y del tumor con biomarcadores circulantes, con el objetivo
de identificar pacientes ambulatorios con alto riesgo de trombosis asociado a
guimioterapia. Con ello se elaboré un sistema de clasificacion prondstico de
puntos con datos facilmente accesibles en la practica clinica habitual (Tabla 2).

Tabla 2. Modelo pronéstico de Khorana: riesgo trombético en pacientes con cancer que
reciben tratamiento quimioterapico de forma ambulatoria.

Caracteristicas del paciente Puntuacién

Localizacién del tumor:
- Muy alto riesgo: gastrico, pancreas
- Alto riesgo: pulmén, linfoma, ginecoldgico, testicular, vejiga
N° plaquetas preQT 2350*10°/L
Nivel Hb €10g/L o uso de EPO
Leucocitos preQT >11*10°/L
IMC235 kg/m? 1
QT: Quimioterapia. Hb: Hemoglobina. EPO: Eritropoyetina. IMC: indice de masa corporal.

PR R RPN

De acuerdo con este modelo, los pacientes con cancer se clasifican en
bajo riesgo: 0 puntos; riesgo intermedio: 1-2 puntos y alto riesgo: 3 0 mas
puntos. La incidencia de ETE en la serie de validacion fue del 0,3%, 2%y 6,7%

respectivamente en cada uno de los tres grupos definidos.
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8. Interaccion entre sistema hemostatico y cancer

La patogénesis de la trombosis en el contexto de la neoplasia es
altamente compleja y se debe no solamente a los factores clinico-patolégicos
antes mencionados, sino fundamentalmente a las interacciones entre la célula
tumoral, el sistema hemostatico y el sistema inmune, que genera un estado de
hipercoagulabilidad.* La célula tumoral tiene actividad procoagulante e
interacttia con el sistema hemostatico por diferentes mecanismos.*® Ciertas
células tumorales ejercen un efecto paracrino sobre el sistema hemostatico y el
sistema inmunitario. son capaces de liberar sustancias procoagulantes,
fibrinoliticas y citocinas proinflamatorias, haciéndoles capaces de adherirse a

las células del huésped y activar el sistema hemostéatico (Figura 3). *>*’

Activacion plaquetaria =—— Trombina

!

Activacién del trombo

sanguineo
MP huésped I \
/ Actividad
A procoagulante
Activacion de células \

ial
stalble e, ...

Células tumorales |

Citocinas inflamatorias 3 Adhesion a
Factores proangiogénicos ~Moléculas de - células del
adhesion huésped

Figura 3. Efectos procoagulantes de las células tumorales. Las células tumorales
activan el sistema hemostatico de diferentes formas: pueden expresar factor tisular y
generar microparticulas procoagulantes (MP) que pueden activar directamente la
cascada de coagulacién. Las células tumorales también pueden activar directa o
indirectamente a células endoteliales y plaquetas, aumentando ain més la activacion
de la coagulacién. Figura tomada de Falanga et al. 2013.%°

Paralelamente hay una respuesta inflamatoria del huésped al tumor y la
mayoria de los mecanismos activados en este proceso, ademas de favorecer la
trombosis, promueven el crecimiento tumoral y la metastasis, algunos de ellos

de manera independiente al evento trombético como ahora veremos.*®
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8. 1. Factor tisular y microparticulas

El FT y las microparticulas procoagulantes (MP) circulantes, son los
factores mas conocidos y estudiados en pacientes con cancer. La célula
tumoral expresa FT en su membrana y libera e induce la liberacion plaquetaria
de microparticulas. Las microparticulas son vesiculas de 0,1-1 pm cuya
superficie esta cargada negativamente y expresan FT, lo que les confiere alta
capacidad de activar la coagulacién.*® A pesar de ello, el papel del FT y las MP
en el fendmeno trombadtico, en pacientes con cancer, no esta del todo claro a

dia de hoy pues los resultados de los estudios disponibles son contradictorios.

En el estudio "the Viena Cancer and Thrombosis Study" (CATS) se
cuantificaron los niveles de MP en 728 pacientes. Aunque no se observd
asociacion con trombosis, los niveles fueron mas elevados en pacientes con
cancer en relacion al grupo control (sanos) y se asociaban a mayor mortalidad

en pacientes con cancer de pancreas y cancer gastrico.*

También se ha explorado el papel de las MP con expresion de FT en su
superficie. Existen estudios con resultados positivos para la asociacién con
trombosis, como el publicado por Tesselaar’® en pacientes con cancer de
pancreas y cancer de mama, o el estudio de Manly y colaboradores.®® Sin
embargo, otras series mas amplias en mieloma mdultiple no demostraron dicha
asociacion.>® Esto hace pensar que, aunque las MP que expresen FT puedan
activar la via extrinseca, no son suficientemente relevantes in vivo porque son
otros muchos los mecanismos que intervienen. La presencia de niveles
elevados de FT en MP de pacientes con neoplasias mas avanzadas e
indiferenciadas y su asociacién con peor supervivencia® y el estudio de las MP
enriguecidas con propiedades protrombdéticas y angiogénicas en el contexto de
la neoplasia, sugieren que existe un papel de estos elementos hemostaticos en
el crecimiento tumoral asi como en los procesos de invasion y metastatizacion

como ahora veremos.*

Las MP facilitan la progresién tumoral por diferentes mecanismos
jugando un papel esencial en la promocién del crecimiento tumoral y la

diseminacion metastasica.®®> Esta funcién la ejercen fundamentalmente
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mediante la transferencia entre las células de microARN, ARNm, ADN
genomico, retrotransposones (capaces de promover inestabilidad gendémica e
inducir la tumorigénesis®®), proteinas y componentes lipidicos. La transmisién
de &cidos nucleicos les hace capaces de promover la resistencia a tratamientos
al trasferir genes de resistencia a farmacos de células multirresistentes a
células sensibles. Las MP también intervienen en el proceso de
metastatizacion, fundamentalmente de dos maneras: mediante la activacion de
metaloproteinasas y la transferencia de enzimas proteoliticas entre las células
tumorales, e interactuando con el estroma tumoral, fundamentalmente los

fibroblastos.

Ademas de esto las MP tienen otras propiedades: participan en la
evasion del sistema inmune, bloqueando las fases iniciales de la respuesta del
sistema inmune al tumor por diferentes mecanismos.”’ Promueven la
angiogénesis tumoral y la actividad de las células endoteliales mediante la
alteracion de la expresion de factores angiogénicos como VEGF y VEGFR,
CD147, FGF-2 u otros mediadores de la angiogénesis.’®® Y por ultimo,
algunas MP expresan FT con lo que contribuyen a la modulacién

proangiogénica de células tumorales.®*

El FT es el principal protagonista en la activacién de la coagulacién y hay
estudios que han demostrado que niveles elevados se asocian a mayor numero
de eventos trombdticos en pacientes con cancer.®? El FT es responsable de la
formacion de trombina y del depdsito de fibrina en el microambiente tumoral, lo
cual favorece la interaccion entre la célula tumoral y las células del huésped en
el proceso de metastatizacion.®*®® También activa el crecimiento de las células
tumorales y la presencia de FT aumenta la expresion de sus receptores (Vlla,
PAR1 y PAR2) mediante un mecanismo de induccién de la transcripcién.®® La
union de FT al factor Vlla activa PAR2 de las células tumorales, induciendo la

progresion, supervivencia y angiogénesis tumoral.®*

8. 2. Trombina y sus productos de degradacion

La activacion de la coagulacion, en particular la formacion de trombina,

estd implicada en el proceso de invasividad, crecimiento y diseminacién
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metastasica. La trombina es la enzima central en la cascada de la coagulacion
gue cataliza el paso de fibrindgeno a fibrina. La interaccion de fibrina, plaquetas
y ceélulas tumorales lleva a la formacion de agregados que promueven la
adhesiéon endotelial y la diseminacion metastasica asi como el crecimiento
tumoral y la supervivencia de la célula tumoral.®’ La trombina se une al receptor
PAR desencadenando un aumento en la expresion de factores de crecimiento
como VEGF, angiopoetina-1 y 2, metaloproteinasas de matriz 1y 2 (MMP-1y
MMP-2) en las células endoteliales, de este modo activa la angiogénesis
tumoral. Ademas estimula la adhesion tumoral, el crecimiento, la sintesis de

ADN vy la proliferacién celular.®®

Dimero D

El dimero D (DD) es un biomarcador que refleja la activacion de la
hemostasia y la fibrindlisis. Niveles altos de DD se han asociado a mayor riesgo
de recurrencia trombética y a peor prondstico en algunas neoplasias.®®"*
Aunque hay algunas series donde también se observo la asociacion de niveles
altos de DD con la presencia de eventos trombdéticos, su valor clinico no esta
del todo claro.**"#"® Nuestro grupo presentd un trabajo en ASCO 2009 que
incluia 84 pacientes ambulatorios con cancer de mama, colon y genitourinario,
el 66% con enfermedad avanzada y el 34% localizada. Nuestro estudio sugeria
qgue el DD elevado podria asociarse con aumento de eventos tromboticos (HR=

6.3, IC 95%:1.3-29.3; p= 0.047).”

El grupo de Cihan y colaboradores, incorporaron los niveles elevados de
DD junto con niveles elevados de selectina P al modelo pronéstico de Khorana
en la serie de validacién prospectiva del estudio CATS.** De este modo se
mejoré el modelo previo llegando a alcanzar una sensibilidad del 96% para
identificar pacientes de bajo riesgo y del 98% para identificar los de alto riesgo,
con un valor predictivo negativo (VPN) entre el 94% y 99%.** Dos afios
después se publicaron los resultados de supervivencia, observando que niveles
basales altos de DD se asociaban con peor supervivencia global y con
aumento del riesgo de mortalidad, independientemente del tipo de cancer,
edad, sexo y presencia o no de evento trombético.®® Ademas, los niveles eran
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mayores en pacientes con presencia de metastasis a distancia al diagndstico.
Hay otros trabajos que apoyan esta observacion, por ejemplo en una serie de
pacientes con cancer de mama, los niveles de DD se correlacionaban con
estadio tumoral, afectacién ganglionar y presencia de invasién linfovascular.”"®
Esta observacion es de particular interés ya que refleja que la activacion de la
coagulacion y la fibrindlisis es un dato mas de agresividad tumoral y mal

prondstico, independientemente de la trombosis.
8. 3. Plaquetas

Las plaquetas intervienen en el proceso de invasion y desarrollo de
metastasis. La agregacion plaquetaria alrededor de las células tumorales las
protegen de la defensa del sistema inmune, especialmente de la lisis mediada
por células NK, y facilitan su circulacion por el torrente sanguineo y la adhesion
a los lugares donde asientan las metéstasis. Por otro lado, las plaguetas
secretan factores como TGF3, PDGF, VEGF y angiopoyetina, que activan a la
célula tumoral para la metastatizacion y, mediante contacto directo con la célula
tumoral, inducen la expresién de genes mediadores de la transformacion

epitelio-mesénquima, promoviendo la extravasacion y la metastatizacion.®’

9. Nuevos y viejos elementos hemostaticos con potencial
relevancia en pacientes con cancer

La mayoria de los estudios que han abordado la relacion entre sistema
hemostético y cancer se centran en mecanismos protrombaéticos inducidos por
la célula tumoral y se restringen al andlisis de uno o como mucho dos
elementos del sistema hemostatico. Son pocos los trabajos que han realizado
un estudio mas completo del sistema hemostatico, y mas escasos los que han
estudiado nuevos elementos como los &cidos nucleicos circulantes, cuyo papel

en el sistema hemostatico esta cobrando creciente peso.’” "

No podemos olvidar que el sistema hemostatico incluye una serie de
elementos de control encargados de restringir la actividad procoagulante
espacio y temporalmente a la zona donde se produzca el dafio y en el
momento en que se produce el dafio endotelial. Los anticoagulantes naturales

tienen como funcion evitar una trombosis descontrolada, espontdnea y
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generalizada en el torrente sanguineo. Son por tanto responsables de
mantener el sistema hemostatico en equilibrio. Por ello, alteraciones incluso
menores en los niveles o en la funcion de estas moléculas anticoagulantes
incrementan significativamente el riesgo trombético y podrian jugar un papel

relevante en el contexto de pacientes con cancer.
9. 1. Antitrombina

La antitrombina, el principal anticoagulante fisiol6gico, es un miembro de
la superfamilia de inhibidores de serin proteasas (SERPINA), capaz de inhibir a
la trombina, al factor Xa y a otras proteasas procoagulantes como el FVlla,
FIXa, FXla y FXlla, mediante un eficiente mecanismo que comparte con el
resto de las serpinas. Por ello, la reduccién, incluso moderada, de los niveles o
de la actividad anticoagulante de la antitrombina aumenta significativamente el
riesgo trombético, y su deficiencia completa causa letalidad embrionaria.?’ De
hecho, la deficiencia de antitrombina fue la primera trombofilia identificada en
1965.

La antitrombina se sintetiza en el higado y alcanza unos valores
plasmaticos de 150 mg/L. Ademas de los déficits congénitos causados por
mutaciones en el gen SERPINC1, puede haber deficiencias adquiridas,
generadas por diferentes factores: consumo (como el que se produce durante
la coagulacién intravascular diseminada) o deficiencias en la sintesis (como
ocurre con algunos tratamientos quimioterapicos como L-Asparaginasa®’ o en
situaciones de malnutricion o enfermedad hepatica). Por lo tanto en el paciente
oncoldgico y especialmente en aquellos con enfermedad avanzada, hay mas
riesgo de que los niveles circulantes de antitrombina pudieran verse afectados

y con ello, incrementarse el riesgo trombotico.

Ademas de su papel fundamental en la hemostasia como
anticoagulante, se han descrito otras funciones para la antitrombina. Posee una
importante actividad antiinflamatoria derivada no solo de la inhibicién de FXa y
trombina, sino porque desencadena la liberacion de prostaciclinas.
Recientemente nuestro grupo ha sugerido una actividad antiapoptotica para la

antitrombina.®? Los resultados obtenidos en varios estudios realizados en
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diferentes tumores como cancer de ovario,®® cancer de préstata® y cancer de
pulmén,® en los que se observa que niveles bajos de antittombina y niveles
altos de DD se asocian a peor prondéstico de supervivencia, hace pensar que la
antitrombina juega algun papel en cancer. Por un lado, es posible que tenga

actividad antiangiogénica en tumores®®’

y por otro, podria inhibir la invasion
tumoral por su capacidad de inhibir proteasas como la tripsina o la calicreina.
Por lo tanto, el hecho de que niveles bajos de antitrombina se asocien a peor
prondstico, podria ser debido a que su ausencia favorezca procesos como
carcinogénesis, crecimiento y progresion tumoral. Sin embargo, no hemos
encontrado estudios que hayan evaluado el efecto del tumor en este
anticoagulante. Tampoco conocemos cual es la relevancia clinica de la
deficiencia de antitrombina en este grupo de pacientes o si los tratamientos
oncolégicos utilizados en neoplasias sélidas pueden alterarla de alguna

manera.
9. 2. Ruta de contacto

La cascada de la coagulacion esté dividida en via extrinseca, intrinseca
y via comun. La presencia de FT en plasma induce la activacion de la via
extrinseca. EI FT forma un complejo con el factor VIl al que activa y
desencadena la activacion a su vez del factor X y Xl. La via intrinseca esta
formada por tres proteasas, FXlla, FXla y FIXa y un cofactor, el FVllla. De
manera fisioldgica, la ruta intrinseca se activa por acidos nucleicos, heparina y
polifosfatos plaquetarios y juega un papel en la degradacién de la fibrina,
accion que realiza el FXI, asi como en la densidad del coagulo de fibrina, ya
que el FXIl aumenta su densidad (Figura 1). La via comun esta formada por el
FXa, FXla, trombina y el FVa, que actia como cofactor y es responsable de la
amplificacion de la generacion de trombina. Por ello, las proteasas de esta via

son las principales dianas de recientes tratamientos anticoagulantes.

In vitro, el FXII es activado por sustancias cargadas negativamente, sin
embargo se desconoce el mecanismo exacto de activacion in vivo (superficie
de bacterias, etc.). Desde hace afios se han descrito diferentes mecanismos y
factores que provocan la activacion del FXIl. Fuchs y colaboradores

presentaron datos que apoyan que los acidos nucleicos libres en plasma se
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unen al FXI activando la via intrinseca de la coagulacién.””® Otros polimeros
activadores del FXIl y FXI son los polifosfatos.®®°* Finalmente, la heparina

también puede activar la ruta extrinseca.®
9. 3. Trastornos de glicosilacion

Recientemente nuestro grupo ha descrito un nuevo mecanismo
trombofilico relacionado con trastornos de la N-glicosilacion mediante el estudio
de pacientes con déficit de antitrombina, sin deleciones ni mutaciones en su
gen codificante, SERPINCL1. Se trata de un desorden de herencia autosomica
recesiva ligado principalmente al gen PMM2, aunque puede afectar a otros
genes implicados en la ruta de la N-glicosilacién.®*%® También la combinacién
de alcoholismo o alteraciones de la funcién hepatica con una sola mutacién en
un gen de N-glicosilacion pueden provocar el mismo fenotipo y riesgo

trombotico.

Resultados de nuestro grupo demuestran que un defecto en la N-
glicosilacion afecta a la antitrombina, provocando la aparicion de formas
hipoglicosiladas y una reducciéon global de este anticoagulante que incrementa
el riesgo de eventos trombaticos. Estos resultados han despertado el interés en
estudiar potenciales defectos de glicosilacion en pacientes con cancer, no solo
porque puede suponer otra causa de deficiencias funcionales de antitrombina
todavia no explorada en este contexto, sino porque la glicosilacion participa en
numerosos procesos biolégicos de interaccion celular que tienen lugar en la
adhesion, crecimiento y sefializacion celular y podrian estar alterados en los
procesos de progresién, invasién y metastatizaciéon.”> Ademés, han sido
descritas alteraciones de la glicosilacion inducidas por el cancer. aumento de
N-glicanos, aumento de la densidad de O-glicanos y sintesis incompleta de
glicanos.®® De hecho, la modificacion post-traduccional quizds mejor conocida
en el contexto del cancer es precisamente la N-glicosilacion. Esta modificacion
parece que juega un papel importante en la transicién epitelio-mesénquima.®”*®
Donde mas se ha estudiado y detectado alteraciones de glicosilacion es en

tumores del tracto gastrointestinal, especialmente en cancer de colon. 999101
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9. 4. Acidos nucleicos circulantes

En los ultimos afios ha cobrado particular interés el estudio de la relacién
entre inmunidad y cancer. El tumor desarrolla mecanismos de evasion del
sistema inmune y éste, a su vez, es crucial en la defensa del organismo frente
al tumor. En los ultimos afios, se han aprobado farmacos que estimulan el
sistema inmune y revierten la evasion inducida por el tumor con resultados
espectaculares en tasas de respuesta, tiempos largos de control de la
enfermedad y aumento de supervivencia fundamentalmente en melanoma y

cancer de pulmoén, y su aplicacion esta en estudio en otras neoplasias.™** %

En relacion con el sistema hemostatico y su posible asociacion con
complicaciones tromboembodlicas destacamos los trabajos que demuestran que
el tumor induce la activacion de neutrofilos para la liberacion de &cidos
nucleicos al plasma, mediante un proceso llamado netosis.’®!% La implicacién
de los acidos nucleicos en el sistema hemostatico es fuente de reciente
investigacion. Los acidos nucleicos circulantes tienen capacidad protrombatica
debido a su carga negativa y suponen una nueva via de activacién del sistema
hemostatico que ha sido demostrada en modelos preclinicos pero que todavia

ha sido poco explorada en series clinicas.’”"®1%°

Los acidos nucleicos circulantes activan la cascada de la coagulacion
mediante la union al factor XIl. La activacion del FXII inicia la ruta de contacto
de la coagulacién que culmina con la formacién de fibrina.**® Por otro lado, las
histonas, proteinas nucleares que van acopladas al material genético liberado,
activan las plaquetas e inducen su agregacion, dando estabilidad al trombo
plaquetario.”® Los trabajos publicados hasta la fecha deducen que los &cidos
nucleicos libres en plasma estdn implicados en la trombosis pero no son
suficientes per se para inducir un evento trombdtico, sino que necesitan otros

factores concurrentes.’®

El ADN libre en plasma puede ser liberado en diferentes situaciones
aparte de la netosis. Estudios en el contexto de ejercicio fisico, traumatismo,
infarto o cirugia han demostrado que la concentracibn de ADN circulante

(ADNc) aumenta de manera importante con el dafio celular y la necrosis. En el
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contexto de la neoplasia, se cree que las células tumorales pueden liberar su
ADN intranuclear mediante secrecion al plasma o bien mediante apoptosis y
necrosis celular, motivo por el cual las cadenas de ADN aisladas en plasma
son fragmentos cortos.®” EI ADNc tumoral supone menos del 1% de la fraccién
del ADNc en plasma, pero en pacientes con estadios avanzados y con alta
carga tumoral, la concentracion es suficientemente alta para poder detectar
mutaciones somaticas del tumor. Ademas el desarrollo reciente de sistemas de
secuenciacion especialmente las técnicas de secuenciacion de Ultima
generacion (Next Generation Sequencing -NGS-) permiten la deteccion de
mutaciones tumorales en el ADNc con mayor sensibilidad, lo que ha propiciado
un aumento del numero de investigaciones en este campo y con buenas

expectativas para la aplicacion clinica en los proximos afios.

La identificacion de las mutaciones adquiridas en tejido tumoral tras la
resistencia a tratamientos ha hecho posible el desarrollo de nuevos farmacos
antidiana eficaces. Pero la obtencion de tejido tumoral mediante biopsias tiene
varios problemas: por un lado es un procedimiento invasivo, no exento de
complicaciones y morbilidad para el paciente, por otro lado el manejo de la
muestra es complicado y extremadamente delicado para poder extraer cantidad
suficiente de ADN para la deteccién de mutaciones. Ademas, los tumores a lo
largo de la evolucion de la enfermedad se van haciendo cada vez mas
heterogéneos, en cada masa tumoral y en cada localizacion metastasica dentro
del mismo paciente, por lo tanto, la muestra obtenida de la biopsia puede dar
una informacion parcial y de dificil interpretacion. El analisis del ADNc tumoral
permite detectar mutaciones en genes como EGFR o KRAS, reordenamientos
como los de EML4-ALK y amplificaciones como las identificadas en HER2 y
MET con alta concordancia con respecto a las alteraciones detectadas en tejido
sélido. Ademas, permite detectar mutaciones de resistencia a tratamientos, por
todo ello, el andlisis del ADNc tumoral podria llegar a sustituir a la biopsia

solida.'*®

Por otro lado, parece ser que el ADNc se correlaciona con la carga
tumoral pudiendo ser de utilidad como biomarcador pronostico al igual que
otros marcadores como el antigeno prostatico especifico (PSA), CA-125 o el

antigeno carcinoembrionario (CEA), con la ventaja de ser mas especifico. Otra
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ventaja que aporta el ADNc es su corta vida media plasmatica, que permite ver
la evolucién tumoral practicamente en tiempo real. Asi, podria ser atil para
monitorizar respuesta a tratamientos mejor que las pruebas de imagen y quiza
seria especialmente util en situaciones dificiles de interpretar como
estabilizaciones de la enfermedad o respuestas disociadas. También se esta
probando su uso para la deteccion de enfermedad minima residual, tras la
cirugia, de manera que puede ayudar a la toma de decisiones en cuanto al
tratamiento adyuvante. Hasta la fecha los datos que tenemos sobre el ADNc en
este contexto proceden de ensayos clinicos en mama,*®® pulmén, colon y

prostata.*°

Se desconoce el valor pronéstico que pudiera tener la
concentracion de ADNc en plasma basal y si éste podria ser un buen marcador
subrogado de la carga tumoral y ser de utilidad en la monitorizacién de la

respuesta al tratamiento.****13

Con todo ello, son pocos y heterogéneos los estudios publicados hasta
la fecha en cuanto a poblacion de estudio y métodos de cuantificacion, en los

gue se analiza el valor pronéstico de la concentracion basal de ADNCc.
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HIPOTESIS

La hipotesis que motivd el presente trabajo es que podria existir una
activacion diferencial del sistema hemostatico en las distintas neoplasias, por el
tipo de tumor o por los tratamientos recibidos. Dicha activacion provocaria unas
alteraciones hemostéticas, especialmente en las fases avanzadas de la
enfermedad, que podrian tener relacion con el desarrollo de trombosis y con la

progresion tumoral.

OBJETIVOS

1. Estudiar si existe una activacion diferente del sistema hemostatico en
distintas neoplasias avanzadas.

2. Analizar la relacion entre la presencia de alteraciones del sistema
hemostatico y el desarrollo de eventos trombaéticos en pacientes con
cancer.

3. Estudiar el efecto de la quimioterapia basada en fluoropirimidinas
sobre el sistema hemostatico en pacientes con cancer colorrectal.

4. Estudiar el valor pronéstico de las principales alteraciones del

sistema hemostético en pacientes con cancer.
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Consideraciones éticas

Este trabajo forma parte del estudio “Hemostasia y cancer”. Este estudio
se realiz6 cumpliendo la legislacién espafiola (Ley de Investigacion Biomédica
14/2007), los requisitos éticos internacionales de investigacion clinica
(Declaracion de Helsinki) y fue aprobado por el Comité ético de investigacion
clinica (CEIC) del Hospital Morales Meseguer. Todos los pacientes fueron
debidamente informados y firmaron el consentimiento informado previo a su
inclusion. Las muestras fueron guardadas inicialmente en el Servicio de
Hematologia y Oncologia Médica y posteriormente depositadas en el nodo 3
del Biobanco en red de la Comunidad Autbnoma de Murcia (Biobancmur-Nodo
3), que corresponde al nodo del Hospital Morales Meseguer.

1. Poblacion de estudio

Se incluyeron de manera prospectiva pacientes con diagndstico
histolégico de cancer de proéstata, colorrectal y pulmén, recogidos de manera
consecutiva entre julio 2007 y marzo 2014, que eran remitidos al Servicio de
Hematologia y Oncologia Médica del Hospital Morales Meseguer y Hospital
Reina Sofia de Murcia. Los criterios de inclusién fueron: edad mayor de 18
afos, diagnostico histologico de cancer de las patologias previamente
establecidas: cancer de prostata resistente a castracion, cancer de colon y
recto y cancer de pulmon de cualquier estadio y seguimiento en el Servicio de
Hematologia y Oncologia Médica. Los criterios de exclusién fueron: edad
menor de 18 afios, seguimiento en otro centro, antecedentes de trombosis y
estar recibiendo tratamiento anticoagulante en el momento de inclusién en el

estudio.

En el estudio de glicosilacion, se incluyeron pacientes PMM2-CDG y
controles sanos para comparar los resultados del contenido de N-glicanos. Asi
mismo se utilizé una poblacion control para niveles normales de antitrombina y
de ADNCc.

Fueron seleccionados 165 pacientes, de los cuales 6 estaban recibiendo

tratamiento anticoagulante por fibrilacion auricular y un paciente se trasladé a
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otro centro para continuar seguimiento, por lo que fueron excluidos del estudio.
Un paciente con cancer de préstata remitido desde el Servicio de Urologia por
refractariedad hormonal sin estudio de extension, finalmente era un estadio
temprano y fue tratado de manera radical con radioterapia, sin progresion
posterior, por lo que fue excluido para el estudio. Finalmente contamos con 157
pacientes, 82 con cancer de pulmon, 43 con cancer colorrectal y 32 con cancer

de prostata.

Se recogieron todos los datos demograficos y los datos clinico-
patologicos relevantes por tipo de tumor de la historia clinica hospitalaria en
papel e informatica, del programa informético de Farmacia (Farmis) y de los
datos de laboratorio del Hospital Morales Meseguer. En todos los pacientes se
recogieron datos de supervivencia (progresion, muerte y causa de muerte y
1’114

fecha de ultima visita), respuesta a tratamiento segun criterios RECIST 1.
presencia de evento trombdético, fecha y tipo de evento trombdtico.

Se recogieron los siguientes datos:
1. Del paciente:

Estado funcional segun clasificacion ECOG (0: vida activa, sin restriccion para
las actividades de la vida diaria , 1: algin sintoma pero que no interfiere con las
actividades de la vida diaria y puede realizar un trabajo, 2: ambulatorio y capaz
de autocuidado, pero no capaz de realizar un trabajo, pasa en cama o sillén
menos del 50% del dia, 3: autocuidado limitado, pasa mas del 50% del dia en
cama o sillén, 4: incapaz de autocuidado, encamado las 24 horas del dia),**
sexo, datos antropométricos: peso, talla, indice de masa corporal (IMC);
habitos toxicos: tabaco, alcohol (clasificado como ex-bebedor, bebedor leve,
moderado y severo), factores de riesgo cardiovascular: hipertension arterial
(HTA), diabetes, dislipemia, cardiopatia isquémica y funcidn hepatica

(transaminasas Y bilirrubina) en el momento de la inclusion en el estudio.
2. De la enfermedad:

2. a. Datos generales: fecha de diagnostico, histologia, cirugia del tumor
primario y fecha de cirugia, estadio segun clasificacion TNM, localizacion de las

metéstasis: pulmonar, hepatica, extension de la enfermedad hepatica (lesion
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Gnica, afectacion extensa cuando era mayor o igual al 70% del parénquima

hepatico afectado o bien afectacion de 6 o mas lébulos o afectacion no extensa

en el resto de los casos) y 6sea.

2. b. Datos especificos por patologia:

Céancer de prostata: Gleason, PSA en el momento de inclusién en el
estudio, fosfatasa alcalina (FA) en el momento de inclusién, la
localizacion de la metastasis se clasificO como visceral (pulmonar o
hepatica) y 6sea.!’® Las metastasis 6seas fueron clasificadas segin alto
riesgo: tener >4 metastasis O0seas y al menos 1 de ellas fuera del
esqueleto axial, o bajo riesgo en los demas casos.''’ Posteriormente se
clasificaron a los pacientes como enfermedad metastasica agresiva
cuando tenian afectacion visceral u 6sea de alto riesgo y enfermedad
metastasica poco agresiva, en el resto de los casos.

Cancer de pulmon: subtipo histolégico (adenocarcinoma, epidermoide,
microcitico, otros), mutacién EGFR y reordenamiento EML4-ALK. 2
Cancer de colon y recto: estatus mutacional KRAS, cirugia hepatica de
la metastasis y la fecha de la misma. Con el fin de poder observar los
cambios inducidos por la quimioterapia en el sistema hemostético, y en
particular para ver el papel de las fluoropirimidinas en los trastornos de
glicosilacién, se escogieron un grupo de pacientes con cancer colorrectal
a los que se cogié una muestra basal, previa al inicio de la quimioterapia

y otra durante el tratamiento con una media de 12 semanas.

2. c. Datos de la enfermedad tromboembodlica:

Evento trombatico, localizacién (trombosis venosa profunda, tromboembolismo

de pulmon, otros) y fecha del evento.

Para el estudio de supervivencia se establecieron las siguientes variables:

Tiempo de seguimiento: calculado como tiempo desde la fecha de
inclusion hasta la fecha de ultima visita, en meses.
Supervivencia global (SG): establecido como tiempo desde inclusion

hasta fecha de Ultima visita o muerte, en meses.
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e Supervivencia libre de progresién (SLP): calculada como tiempo desde
la fecha de inclusién hasta la fecha de progresion o muerte, en meses.

e Tiempo hasta el evento trombdético: calculado como tiempo entre la
fecha de inclusiéon y fecha del evento.

e Supervivencia desde evento trombotico: tiempo entre la fecha del evento

y fecha de dltima visita o fecha de muerte.

2. Extraccion y preparacion de las muestras

A todos los pacientes se les extrajo, mediante venopuncién, dos tubos
de EDTA, dos tubos de citrato y dos tubos de suero en el dia 1 de
quimioterapia previo a la administracion de la misma. La muestra post-
quimioterapia consistié en dos tubos de citrato y dos de suero. Una muestra de
cada tipo fue enviado para estudio de hemograma, bioquimica y coagulacién
automatizadas en el laboratorio del Hospital General Universitario Morales
Meseguer. El segundo tubo, el de EDTA, fue congelado a -80° hasta la
posterior utilizacion. Los de citrato y suero se centrifugaron a 15.000 rpm
durante 15 minutos y se obtuvieron tres alicuotas de citrato y dos de suero que

posteriormente fueron congelados a -80°C hasta su utilizacion.

El ADN gendmico fue purificado mediante el método "salting out" usando
el kit Puregen Blood Core KitB (Quiagen) y siguiendo el protocolo especificado.
El ADN obtenido se almacen6 a -20°C.

3. Analisis de los parametros clasicos de la coagulacion

En el laboratorio de coagulacion del Hospital General Universitario
Morales Meseguer, se determinaron los siguientes parametros en las muestras

de los pacientes:

a) La lactato deshidrogenasa (LDH), enzima citosélica que cataliza la
reduccién del piruvato por NADH. Se determina a partir de la velocidad
de desaparicion del NADH, medido a 340 nm. Es un parametro de

muerte celular.

Piruvato + NADH + H + LDH ——» Lactato + NAD
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b)

c)

d)

f)

Recuento celular, se realiz6 en un contador automatizado (modelo
dxh1600 de Becton Dickinson).

El dimero D se determin6 mediante la técnica de aglutinacion por latex.
Consiste en la utilizacion de microparticulas de latex recubiertas con
anticuerpos monoclonales especificos para el DD, de manera que la
aglutinacion producida es directamente proporcional al DD presente en
la muestra del paciente. El procedimiento, realizado en el servicio de
hemostasia del Hospital General Universitario Morales Meseguer emplea
un sistema comercial (0020008500, HemosIL®, Intrumentation
Laboratory) y un analizador automético ACL TOP 700.

El tiempo de protrombina (TP) (0020002950, HemosIL®, Intrumentation
Laboratory) se determind en un coagulometro automatizado, ACL TOP
700, en el Hospital General Universitario Morales Meseguer.

El estudio de fibrinbgeno se realiz6 mediante el fibrinbgeno derivado y
en algunos casos mediante el método Claus. Para el fibrinGgeno
derivado se utiliz6 el sistema comercial RecombiPlasTin 2G
(0020003050, HemoslL®, Intrumentation Laboratory), y se analizd
mediante un coaguldémetro automatizado ACL TOP 700, en el Hospital
General Universitario Morales Meseguer. El fibrindbgeno claus utilizando
el sistema comercial Fibrinogen-C 002031100, HemosIL®,
Intrumentation Laboratory.

La actividad de FvW como cofactor de la ristocetina en plasma humano
citatrado se determiné de forma cuantitativa mediante inmunoensayo
automatizado utilizando el sistema comercial Hemosil von Willebrand
Factor Ristocetin Cofactor Activity (VWF:RCo, 0020300900, HemosIL®,
Intrumentation Laboratory) y un analizador automatico ACL TOP 700 del

Hospital General Universitario Morales Meseguer.
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En la siguiente tabla presentamos el nimero de pacientes a los que se

realizd cada uno de los parametros segun el tipo de tumor y el estadio.

Tabla 3. NUmero de pacientes a los que se realiz6 cada una de las determinaciones de
los pardmetros clasicos de la coagulacion atendiendo al tipo de tumor y al estadio.

Prostata CCR CNMP CMP

\Y Todos 1-111 \Y} Todos 1-111 \V Todos - v

N=32 N=43 N=13 N=30 N=65 N=26 N=39 N=17 N=9 N=8
LDH 31 31 10 21 42 16 26 11 5 6
Fibrin6geno 30 37 10 27 60 24 36 17 9 8
DD 30 39 12 27 62 26 36 17 9 8
FvW 27 38 13 25 54 23 31 13 6 7
TP 19 24 6 22 13 2 9 1 4 1

4. Estudio de los nuevos elementos implicados en el sistema
hemostatico

4. 1. Antitrombina plasmadtica

4. 1. 1. Andlisis funcionales: Sistema cromogénico

La actividad funcional de la antitrombina se determind estudiando la
inhibicién del factor Xa mediante un sistema cromogénico en presencia de
heparina siguiendo el protocolo descrito por nuestro grupo.''® La actividad
residual de factor Xa se cuantifico midiendo la paranitroanilina liberada del
sustrato cromogénico (S-2765) durante 10 minutos a 37 °C evaluando la
densidad 6ptica a una longitud de onda de 405 nm. Los datos se expresaron en
porcentaje respecto al resultado de un pool de plasma de referencia generado
con 100 individuos sanos (100%). Si la técnica se realiza en unas condiciones
de alta fuerza i6nica (1.1 M NacCl), el ensayo evallua exclusivamente la actividad

de la glicoforma B de antitrombina.'®

Los experimentos se realizaron por triplicado para cada muestra.
4. 1. 2. Western Blot

Los niveles antigénicos, asi como la presencia de diferentes formas de
antitrombina se determinaron mediante western blot tras la separacion
electroforética en diferentes condiciones: 1) Nativas, en presencia 0 ausencia
de urea (6M), o 2) en geles desnaturalizantes con SDS, en presencia o
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ausencia de agentes reductores (Ditiotreitol: DTT), siguiendo el protocolo
desarrollado por nuestro grupo.'?* Después de la trasferencia a membranas de
polivinildenofluoruro (PVDF), se identificd la antitrombina mediante el uso de un
anticuerpo policlonal de conejo anti-antitrombina humana (A-9522, Sigma).
Para evitar la union inespecifica se utilizd una solucién de bloqueo en tampon
de fosfato con sal (PBS) con Tween-20 (0,1%) suplementado con 5% de leche
desnatada en polvo, incubando la membrana en esta solucién toda la noche a
4°C. A continuacion, la membrana se lavoé tres veces durante 10 minutos con
PBS para eliminar el anticuerpo no unido a la proteina y se incubd con el
anticuerpo secundario anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa (A-0185,
Sigma). Tras 3 nuevos lavados con PBS-Tween, se detecto la peroxidasa con
un sistema de quimioluminiscencia (GE™ Healthcare Amersham™ ECL™) en

un equipo ImageQuant LAS4000mini (Exon Biotec, GE Healthcare).

Ademas de la recta patrén, los experimentos se realizaron con un control
de plasma de referencia generado con plasma de 100 controles sanos de la

poblacion.
4. 2. Caracterizacion de la ruta de contacto

Los niveles y caracteristicas de los factores Xl y XII en plasma se
determinaron mediante SDS-PAGE en condiciones reducidas y western blot
siguiendo el procedimiento indicado anteriormente. Si la membrana de PVDF
habia sido empleada anteriormente para estudiar por western blot otras
proteinas, eliminamos los anticuerpos empleados anteriormente mediante un
proceso de limpieza de anticuerpos unidos a membrana: incubando la
membrana durante 1 hora con “stripping buffer” compuesto por NaCl (10 nM) y
glicina (500 nM).

El anticuerpo anti-FXIl es un anticuerpo monoclonal de ratén (Thermo
Scientific) que detecta una molécula de 80 kDa en geles de SDS en

condiciones reducidas.

El anticuerpo anti-FXI es policlonal generado en cabra (Enzyme

Research Laboratories) y detecta una molécula de 160 kDa en geles de SDS
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en condiciones no reducidas, correspondiente a dos moléculas de FXI unidas

por puentes disulfuro formando un homodimero.

Como control positivo de activacion de la ruta de contacto, incubamos un
plasma control con cefalina o fosfatidiletanolamina, un fosfolipido de
membrana, y kaolina, una superficie cargada negativamente que provoca la

activacion del FXIl y la subsecuente activacion del FXI.

El andlisis densitométrico de las bandas se realiz6 con el programa
Image J versién 1.44 (Way Rasband, NIH, USA).*?? Los resultados del analisis
densitométrico se muestran como porcentaje respecto a la media de densidad

observada en los plasmas control de referencia.

4. 3. Andlisis de glicoformas de transferrina

Dos pacientes, presentaron bandas anomalas de antitrombina en
western blot, por lo que se realiz6 estudio de glicoformas de transferrina

mediante cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC).

La transferrina sérica se satur6 completamente con hierro afiadiendo a
100 pl de suero, 20 pl de 1.67 mM de Fe-NTA (Nitrilotriacetato Férrico),
conocido compuesto donador de hierro. Cada molécula de transferrina es
capaz de unir un maximo de dos iones de hierro, sin embargo, la transferrina se
encuentra normalmente parcialmente saturada (30%). Las lipoproteinas séricas
fueron precipitadas afiadiendo 20 pl de dextran sulfato-CaCl, (10% dextran
sulfato, 1 mM CacCl,). Esta mezcla se incub6 posteriormente a 4°C durante 30-
60 minutos y fue centrifugada a 3.500 g a 4°C durante 5 minutos. Se recogieron
130 pl del sobrenadante, que fue concentrado a 3.500 g a 4°C con un filtro
Microcon YM-10 (Millipore, Darmstadt, Alemania). La muestra concentrada se
diluy6 con 260 ul de agua y se transfirio a los viales de cristal del HPLC.

Se inyectaron 100 pl de las muestras tratadas de suero en el sistema
HPLC (cromatégrafo liquido Agilent 1100 Series Liquid Chromatography,
Agilent Technologies, Madrid, Spain), donde tuvo lugar la separacién de las
glicoformas de transferrina. Para ello se empled la columna de intercambio
anionico SOURCE 15Q pe 4.6/100 (Amersham Biosciences) a 22 °C, mediante

un gradiente lineal de sal a 1.0 mL/min de flujo. La composicién de los
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tampones empleados fue la siguiente: buffer A 10 mM Bis-Tris, ajustado a pH
7.0 con 2 M HCI; buffer B misma composicion que el buffer A conteniendo 0.5
M NaCl, pH 6.2; y buffer C 10 mM Bis-Tris, pH 6.2. Tras la inyeccion de cada
muestra, la columna se lavé y regenerd con 2.0 M NaCl (buffer D) y finalmente
fue re-equilibrada con el buffer A. Por dltimo, la cuantificacion de las
glicoformas de transferrina se obtuvo mediante la absorbancia selectiva de los
complejos hierro-transferrina a 470 nm durante 40 minutos, referido como el

area.'?®

4. 4. Cuantificacion de la concentracion de ADN circulante en
plasma

La concentracion de ADNc en plasma se determind mediante un método
de cuantificacion fluorescente que emplea Sytox (Invitrogen, S7020), un
colorante de &cidos nucleicos de alta afinidad, siguiendo de forma general el
protocolo indicado por SYTOX® Green Nucleid Acid Stain (S7020, Invitrogen),
con variaciones desarrolladas en nuestro laboratorio. Ajustamos el volumen de
plasma empleado (10 pL), la cantidad de Sytox (1 uM en tampén TBS) y la
recta patron, que se estableci6 con ADN de esperma de salmén (D1626,
Sigma-Aldrich) con rango de concentraciones que oscila entre 4,8 y 2500
ng/mL. Ademas, el plasma se diluye en TBS, un buffer que no contiene fosfatos
para obtener mejores resultados. La medida de fluorescencia se realiz6 a 485
nm (excitacion) y 538 nm (emisiéon) empleando un fluorimetro (Synergy HT,
BioTek) a 37°C.

En la siguiente tabla, representamos el nimero de pacientes en cada
cohorte, a los que se realiz6 cada uno de los estudios.

Tabla 4. NUmero de pacientes a los que se realiz6 cada uno de los estudios de los
nuevos elementos del sistema hemostatico atendiendo al tipo de tumor y al estadio.

Préstata CCR CNMP CMP
1\ Todos 1-111 \Y) Todos  I-lll \Y) Todos lI-llI \Y)
N=32 N=43 N=13 N=30 N=65 N=26 N=39 N=17 N=9 N=8

Actividad 32 43 13 30 65 26 39 17 9 8
antitrombina
Gel antitrombina 27 37 13 24 57 22 35 17 9 8
FXII 28 32 13 19 61 25 36 15 9 6
FXI 17 24 8 16 55 23 32 15 9 6
ADNc 32 43 13 30 65 26 39 17 9 8
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5. Analisis genético
5. 1. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

Esta técnica permite detectar grandes alteraciones genéticas, deleciones
o duplicaciones. En nuestro estudio se utilizé para detectar duplicaciones o
deleciones del gen SERPINC1 en dos pacientes con déficit de antitrombina
(anti-FXa) mantenida a lo largo del tiempo en varias determinaciones. Para ello,
empleamos el sistema comercial SALSA® MLPA® kit P227 SerpinC1 (MRC-
Holland) en un secuenciador capilar (3130xI Genetic Analyzer, Applied

Biosystems).
5. 2. Secuenciacion

La busqueda de alteraciones genéticas en los genes SERPINC1 y

PMM2, que codifican para la antirombina'?*!? 2126

y la enzima fosfomutasa
implicada en los primeros pasos de la ruta de N-glicosilacion® se realizé
secuenciando los productos de PCR generados con los oligonucleétidos

indicados en las Tablas 5y 6.

Tabla 5. Oligonucleétidos usados para amplificacién del gen SERPINC1 mediante PCR.

Amplicon Nombre del Primer  Secuencia oligonucleotido (57-3’) (Tm°C) Tamafo

(pb)

Exon 1 AT1F CTCTGGAACCTCTGCGAGA 197
AT1B GAAAGCTCACCCCTCTTAC (54)

Exon 2 AT2F TGCAGCCTAGCTTAACTTGGCA 500
AT2R GGTTGAGGAATCATTGGACTTG (54)

Exon 3 AT3F TGTGCTCACCACCCATGTTA 320
AT3R ATGCTGTTTCTCCACCTCCT (54)

Exon 4 AT4F AAGCCAATTGAATAGCACAGG 210
AT4R AAGGGGGTAAGCTGAAGAG (54)

Exon 5 AT5F TGTGTTCTTACTTTGTGATTCTCT 402
AT5R AAGGGAGGAAACTCCTTCCTAG (54)

Exon 6 AT6F TTCTCCCATCTCACAAAGAC 232
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AT6R CCACAGGCCTGCTATAATACAG (59)
Exon 7 AT7F CTGTGGATGATTTACCTGCC 351

AT7R GCCCCAATAGCATGTTTCCCC (54)

Tm: temperatura de melting; Pb: pares de bases

Tabla 6. Oligonucle6tidos usados para amplificacion del gen PMM2 mediante PCR.

Amplicon Nombre del Primer  Secuencia oligonucleétido (5°-3’) (Tm°C)  Tamafo
(pb)

Exon 1 PMM2_Ex1F CCTCCTCTTCCCGACGTGCC (62.5) 254
PMM2_Ex1R CTACCCTGGGTGGTCGATAGC (59.1)

Exon 2 PMM2_Ex2F GACTTATGTACTTGTGTTACCC (50.7) 266
PMM2_Ex2R CTTGGCAACAATATCCTCATAAG (51.6)

Exon 3 PMM2_Ex3F CTGGAGTTTAGCGGTTTTATTG (51.9) 261
PMM2_Ex3R CCTAGAGGCATTCATTGTG (53.4)

Exon 4 PMM2_Ex4F GCTCCTGCTAAATCAAGTAAC (51.2) 218
PMM2_Ex4R CCTATTTGGAGAATGCCCAC (53.4)

Exon 5 PMM2_Ex5F GGAGAAACTCTGTCACCCTT (54.1) 173
PMM2_Ex5R CATAAACCCAGCCATTCACC (53.9)

Exon 6 PMM2_Ex6F CCTACCTTTGTGGCCAGTAG (55.1) 208
PMM2_Ex6R CTCTGGGAAATGGGTATCCAAG (55.1)

Exon 7 PMM2_Ex7F CACCTTTTGCCTTTGTGTGC (55.5) 205
PMM2_EXx7R CCATCAAGCGCAAATGCAAC (55.9)

Exon 8 PMM2_Ex8F CCAGGGTCACATCAGCAATG (56.2) 260
PMM2_Ex8R TGAGCACGTGTGGGAGGACC (61.9)

Tm: Temperatura de melting. Pb: pares de bases.

Los productos de PCR se purificaron y secuenciaron empleando el

método Sanger (ABI Prism Big Dye Terminator v3.1) en un secuenciador
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automatico (3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Spain). Se comparo
con la secuencia de referencia (ENSG00000117601) mediante el software

SeqScape v2.5 (Applied Biosystems).

6. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el programa Statistical Package for
Social Science (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY:
IBM Corp.). Los valores de variables continuas se expresan como mediana y
rango. Se considerd significancia estadistica con p< 0,05. Se comprobé la
distribucion de las variables mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. En
aguellas variables que seguian una distribucién normal se utiliz6 la prueba T-
Student para la comparacién de medias y para las variables que no seguian
una distribucién normal se utilizé el método no paramétrico de Mann-Whitney.
Se utilizd el método x*> para la comparacién con variables cuantitativas
discretas o cualitativas. Los estudios de correlacion se realizaron mediante el
test de Pearson o la Rho de Spearman segun procediera. Los estudios de
supervivencia se realizaron mediante el método de Kaplan-Meier. Se utiliz6 el
método de regresidn de Cox para comparar el efecto de las variables en la

supervivencia.
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1. Descripcion de la serie clinica
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1. Descripcion de la serie clinica

Se incluyeron 3 cohortes de pacientes con diagnostico de cancer de
prostata metastésico (Cohorte A), cancer colorrectal (Cohorte B) y cancer de
pulmén (Cohorte C), incluyendo una cohorte de carcinoma microcitico de
pulmén (CMP) y otra de carcinoma no microcitico (CNMP). Las distintas

cohortes se describen de manera independiente.
1. a. Serie global

En la Tabla 7 se describen las caracteristicas clinicas generales y la

evolucion en cada cohorte de pacientes.

1. b. Descripcion clinica de cada cohorte de pacientes

Cohorte A: Cancer de prostata metastdsico

Se seleccionaron 32 pacientes, con diagnostico de adenocarcinoma de
préstata metastasico que fueron remitidos al Servicio de Oncologia segun los
criterios previamente establecidos. La mayoria de ellos eran resistentes a la
castracion (28 pacientes), Unicamente 4 pacientes eran sensibles a deprivacion
androgénica. La mediana de meses desde el diagnoéstico hasta que fueron
remitidos al Servicio de Oncologia fue de 32 (rango 0.7-177). Todos los
pacientes, excepto uno, fueron incluidos en el estudio sin haber recibido
tratamiento previamente en nuestro Servicio (considerando cualquier tipo de
tratamiento como quimioterapia, abiraterona o blogueo androgénico). La
mediana de seguimiento fue de 13,5 meses (0.6-42.2), con una mediana de
supervivencia global de 17,1 meses (IC 95%: 11.3-22.9). 23 pacientes (68,8%)
fallecieron durante el seguimiento, 15 pacientes por progresion (65,2%), 2 por
toxicidad (8,7%), 2 por causas desconocidas (8,7%) y 4 pacientes por causas
diferentes a la enfermedad o al tratamiento (17,4%). No hubo muertes
secundarias al evento trombético. La mediana de supervivencia libre de
progresion fue de 13,7 meses (IC 95%: 9.8-17.65). En la Tabla 8 se describen

las caracteristicas especificas de esta cohorte.
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Tabla 7. Descripcion de la serie clinica.

Préstata CCR CNMP CMP
N (%) N (%) N (%) N (%)
N 32 43 65 17
Edad Mediana (rango) 71 (57-79) 66 (33-85) 65 (36-80) 63 (46-80)
indice de masa corporal 31 (22-31) 27 (21-37) 27 (20-51) 26 (19-36)
Mediana (rango)
Sexo
Hombre 32 (100) 24 (55,8) 59 (90,8) 15 (88,2)
Mujer 0 19 (44,2) 6 (9,2) 2 (11,8)
ECOG
<2 21 (65,6) 35(81,4) 50 (76,9) 12 (70,6)
22 11 (34,3) 5(11,6) 13 (20,0) 5(29,4)
Desconocido 0 3(7) 2(3,1) 0 (0)
Alcohol
Si 6 (18,8) 2 (4,6) 20 (30,8) 4 (23,5)
No 25 (78,1) 38 (88,4) 45 (69,2) 13 (76,5)
Desconocido 1(3,1) 3 (7,0) 0 0
Tabaco
Si 19 (59,4) 15 (34,9) 58 (89,2) 17 (100)
No 13 (40,6) 28 (65,1) 7 (10,8) 0 (0)
Dislipemia
Si 11 (34,4) 11 (25,6) 24 (36,9) 7 (41,2)
No 21 (65,6) 32 (74,4) 41 (63,1) 10 (58,8)
Estadio
Il 0 6 (14) 6 (9,2) 3(17,6)
11 0 7 (16,3) 20 (30,8) 6 (35,3)
v 32 (100) 30 (69,8) 39 (60) 8 (47,1)
Evento trombotico
Si 10 (31,2) 6 (14,0) 11 (16,9) 2(11,8)
No 22 (68,8) 37 (86,0) 54 (83,1) 15 (88,2)
Tipo de evento trombético
TVP 6 (60,0) 3(49,9) 3(27,3) 1(50,0)
TEP 2 (20,0) 1(16,7) 7 (63,6) 1(50,0)
Trombosis portal 1(10,0) 1(16,7) 1(9,1) 0 (0)
Otros 1 (10,0)* 1(16,7)** 0 0
Respuesta
Respuesta completa 1(3,1) 13 (30,2) 2(3,1) 0 (0)
Respuesta parcial 12 (37,5) 13 (30,2) 32 (50,0) 12 (70,6)
Enfermedad estable 7 (21,9) 10 (23,3) 14 (21,9) 1(5,8)
Progresion 9 (28,1) 6 (14,0) 9 (14,1) 2 (11,8)
No evaluable 3(9,4) 1(2,3) 7 (10,9) 2 (11,8)
Progresion
Si 27 (84,4) 27 (62,8) 45 (70,3) 12 (75,0)
No 5 (15,6) 16 (37,2) 19 (29,7) 4 (25,0)
Exitus
Si 23 (71,9) 22 (51,2) 43 (66,2) 13 (76,5)
No 9(28,1) 21 (48,8) 22 (33,8) 4 (23,5)
Causa de muerte
Progresién 15 (65,2) 18 (81,8) 33 (76,7) 9 (69,2)
Toxicidad 2(8,7) 2(9,2) 0 0
Trombosis 0 (0) 0 (0) 2 (4,7) 0 (0)
Desconocido 2 (8,7) 1(4,5) 4(9,3) 2 (15,4)
Otros 4(17,4) 1(4,5) 4(9,3) 2 (15,4)

*Trombosis esplénica; ** Trombosis arterial aguda miembro inferior
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Tabla 8. Caracteristicas especificas de la cohorte de cancer de préstata metastasico.

N (%)

N 32
Resistente a castracion

Si 43 (100)

No 0
Gleason

<7 1(3,1)

7 7 (21,9)

>7 20 (62,5)

Desconocido 4 (12,5)
PSA Mediana (rango) 78 (0,2-855)

Fosfatasa alcalina Mediana (rango)
Metastasis hepaticas

276 (89-2135)

Si 2 (6,2)

No 30 (93,8)
Metastasis pulmonar

Si 5 (15,6)

No 27 (84,4)
Metastasis 6seas

No 8 (25,0)

Siy bajo riesgo 13 (40,6)

Siy alto riesgo 11 (34,4)
Enfermedad de alto riesgo

Si 14 (43,8)

No 18 (56,2)
Tratamiento

Docetaxel 24 (75,0)

Abiraterona 3(9,4)

Bloqueo androgénico 4 (12,5)

No tratamiento 13,1

Cohorte B: Cancer colorrectal

En esta cohorte fueron seleccionados 43 pacientes segun los criterios de
inclusion previamente establecidos, de los cuales, 13 (30,2%) tenian
enfermedad localizada y eran candidatos a tratamiento adyuvante y 30 (69,8%)
tenian enfermedad metastasica (estadio V). El tratamiento adyuvante de
guimioterapia consistié en capecitabina, una fluoropirimidina oral, y oxaliplatino
en pauta bisemanal o trisemanal segun protocolo. En casos seleccionados se
utilizé 5-fluorouracilo en infusion continua de 48 horas en lugar de capecitabina.
El tratamiento para la enfermedad metastasica fue a eleccion del médico
responsable, en general se utilizaron combinaciones de oxaliplatino, 5-
fluorouracilo o capecitabina y CPT-11, asociado o no a algun anticuerpo
monoclonal como cetuximab (anticuerpo monoclonal anti-EGFR) o

bevacizumab  (anticuerpo monoclonal anti-VEGFR con  actividad
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antiangiogénica). De los 30 pacientes metastasicos, 21 (70%) recibieron
bevacizumab en combinaciéon con quimioterapia. La mediana de seguimiento
fue de 13,7 meses (rango 0,8-75,4).

Las caracteristicas clinicas y patologicas se describen con detalle en la
Tabla 7. De los pacientes con enfermedad metastésica es importante resaltar
que el 70% fueron incluidos sin haber recibido ningln tratamiento previamente,
antes de empezar la primera linea de quimioterapia, mientras que 9 pacientes
(30%) habian recibido alguna linea de quimioterapia previa a la inclusion en el
estudio: 5 pacientes (55,6%) habian recibido 1 linea previa, 3 pacientes
(33,3%) habian recibido 2 lineas y un paciente habia recibido 4 lineas de
tratamiento. Por otro lado, puede ser relevante el hecho de que 7 pacientes
fueron sometidos a cirugia de reseccion de metastasis hepaticas como se vera

en la discusion.

Tabla 9. Caracteristicas especificas de los pacientes con cancer colorrectal.

N (%)

N 43
Estatus mutacional KRAS

Mutado 9 (20,9)

No mutado 9 (20,9)

Desconocido 25 (58,2)
Metastasis hepaticas

Si 18(41,9)

No 25 (58,1)
Metastasis pulmonar

Si 9 (20,9)

No 34 (79,1)
Extension metastasis hepéaticas

Extensa (70% o = 6 I6bulos) 10 (38,8)

No extensa 7 (55,6)

Desconocido 1(5,6)
Tratamiento

Fluoropirimidinas 12 (27,9)

Fluoropirimidinas + oxaliplatino 30 (69,8)

CPT11 1(2,3)
Bevacizumab

Si 21 (48,8)

No 22 (51,2)

La mediana de supervivencia libre de progresion fue de 18,3 meses (IC 95%:
13.2-23.3) y la mediana de supervivencia global de 21,1 meses (IC 95%: 11.4-
30.7). De los 22 pacientes que fallecieron, 18 (81,8%) fue por progresion, 2
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(9,2%) por toxicidad secundaria a quimioterapia, un paciente (4,5%) por otra
causa y otro por causa desconocida (4,5%). No hubo muertes secundarias al
evento trombaético. En la Tabla 9 se describe las caracteristicas especificas de
esta cohorte.

Cohorte C: Cancer de pulmon

En la cohorte C, correspondiente a pacientes con diagndstico histologico
de cancer de pulmén fueron seleccionados 82 pacientes, 17 (20,7%) con CMP
y 65 (79,3%) con CNMP. Todos ellos fueron incluidos previamente al inicio del
tratamiento quimioterapico. La mediana de seguimiento fue de 11,5 meses
(rango 0,13-33,58). El andlisis de resultados se realizO de manera
independiente en los dos grupos, puesto que se consideran entidades clinicas
diferentes. En la Tabla 7 se describen las caracteristicas clinicas y en la Tabla
10 las caracteristicas especificas de este grupo. Todos los pacientes recibieron
la primera linea de tratamiento quimioterapico con un doblete de platino a
eleccion del médico responsable y siguiendo el protocolo del Servicio. Fueron

reevaluados tras 3 ciclos de tratamiento.

En este grupo, 6 pacientes eran estadio Il, de los cuales 3, fueron
tratados con cirugia del tumor primario e incluidos en el estudio previo al inicio
de quimioterapia adyuvante. De los pacientes estadio Ill, dos fueron tratados
con cirugia del tumor primario, uno recibié quimioterapia adyuvante y otro
neoadyuvante. La mediana de supervivencia global fue de 13,6 meses (IC
95%: 9.6-17.6) y la supervivencia libre de progresion de 13,5 meses (IC 95%:
10.2-16.9).

En el grupo de pacientes con CMP, todos recibieron tratamiento de
primera linea a criterio del médico responsable segun el protocolo y las guias
establecidas, con un doblete de platino asociado a otro farmaco: 14 pacientes
con etopdésido, uno con vinorelbina y dos con paclitaxel. La mediana de
supervivencia global fue de 11,4 meses (IC 95%: 8.1-14.7) y la mediana de

supervivencia libre de progresion fue de 9,1 meses (IC 95%: 6.3-11.8).
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Tabla 10. Caracteristicas especificas del grupo de pacientes con CNMP y CMP.

CNMP CMP
N (%) N (%)
N 65 17
Perfil genético
EGFR no mutado 15 (23,1) NA
EGFR mutado 1(1,5) NA
Reordenamiento EML4-ALK 0 (0) NA
Desconocido 49 (75,4) NA
Histologia
Adenocarcinoma 32 (49,3) NA
Epidermoide 24 (36,9) NA
Otros (no microcitico) 9(13,8) NA
Microcitico 0 (0) 17 (100)
Cirugia del tumor primario
Si 5(7,7) 0 (0)
No 60 (92,3) 17 (100)
Tratamiento
Platino-taxano 28 (43,1) 2 (11,8)
Platino-vinorelbina 20 (30,8) 1(5,9
Platino-gemcitabina 5(7,7) 0 (0)
Platino-pemetrexed 10 (15,4) 0 (0)
Platino-etopésido 0 (0) 14 (82,3)
Anti-EGFR 1(1,5) NA
No tratamiento 1(1,5) 0

NA: no aplicable
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2. Descripcion de los analisis de laboratorio

realizados
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2. Descripcion de los anadlisis de laboratorio realizados
2. 1. Hemograma

2. 1. a. Serie global

Los elementos celulares del sistema hemostatico en la serie global de
pacientes estaban dentro del rango de la normalidad, incluso cuando
diferenciamos por estadios (Tabla 11). No se observaron diferencias
significativas en pacientes con enfermedad metastasica frente a pacientes en
estadios II-lll. En la Tabla 11 se describen los resultados.

Tabla 11. Hemograma basal en pacientes con cancer en relacion con los parametros de

referencia de laboratorio en la serie global de pacientes y diferencias en funcién del
estadio (-1l vs V).

TODOS ESTADIO lI-11I ESTADIO IV
N=157 N=48 N=109

Mediana Mediana Mediana Valores
rango rango rango referencia

(HQ%"LO)G'Ob'”a 125 (8,6-17,6) 12,4 (9,0-16,0) 125(8,6-176) 0,28 13-17,5
Leucocitos 3
(x10°uL) 8,6 (1,1-190) 8,7 (4,3-101) 8,55 (1,1-190) 0,99  4,2-10,6x10
gi‘géjﬁfjs 256 (35,7-659) 258 (35,7-549) 254 (95-659) 0,72  140-400x10°
*La P indica la diferencia entre estadio II-Ill vs IV.

2. 1. b. Descripcion en cada cohorte de pacientes

El estudio de cada cohorte en particular reveld6 que los pacientes con
cancer colorrectal tenian una mediana de hemoglobina basal por debajo de los
niveles de referencia de laboratorio. Por otro lado, observamos que habia
diferencias significativas en los valores basales de leucocitos atendiendo al tipo

de tumor, como podemos ver en la Tabla 12.

En el analisis por estadios (lI-lIll vs IV) en cada cohorte de pacientes
observamos los siguientes resultados: los pacientes con cancer colorrectal
estadio IV tenian leucocitos basales mas elevados de forma significativa frente
a los pacientes con enfermedad localizada (Tabla 13). Sin embargo, en las
series de CNMP y CMP, no observamos diferencias (Tabla 14 y 15).

80



Tabla 12. Comparacioén de las tres series hematolégicas en cada cohorte de pacientes.

Préstata
N=32

Mediana Mediana Mediana Mediana Valores

(rango) (rango) (rango) (rango) ref.
Hemoglobina 12,7 (8,8- i 13,0 (8,7- _ )
(g/dL) 15,9) 11,9 (8,6-14,4) 17,6) 12,7 (10-15) 0,06 13-17,5
Leucocitos 7,15 (3,2- 4,2-
(x103/u L) 1,76) 6,65 (3,1-16,7) 9,5 (1,1-190) 7,4 (4,6-110) <0,01 10,6x10°
Plaguetas 217,5 (125- : i 264 (154- 140-
(x103/u L) 432) 275 (35,7-481) 260 (90-659) 479) 0,12 400x10°

ref.: referencia; P (test Anova para la comparacion de todos los grupos)

Tabla 13. Comparacion de los valores de hemograma basal en pacientes con CCR
estadio II-1ll frente estadio IV.

ESTADIO II-llI ESTADIO IV
N=13 N=30 Valores

Mediana Rango Mediana Rango referencia

Hemoglobina (g/dL) 12,2 10,6-14,0 11,4 8,6-14,4 0,09 13-17,5
Leucocitos (x10°/uL) 6100 4,6-10,3 8500 3,1-16,7 0,05 4,2-10,6x10°
Plaquetas (x10°/uL) 244 35,7-324 288 111-481 0,12 140-400x10°
Tabla 14. Comparacion del hemograma basal en CNMP en estadio II-lll vs IV.

ESTADIO -1l ESTADIO IV
N=26 N=39 Valores

Mediana Rango Mediana Rango referencia

Hemoglobina (g/dL) 13,0 9,0-16,0 12,6 8,7-17,6 0,83 13-17,5
Leucocitos (x10°/uL) 9,3 4,3-10,1 9,8 1,1-190 0,39 4,2-10,6x10°
Plaguetas (x10°/uL) 260 90-549 260 95-659 0,40 140-400x10°

Tabla 15. Valores de hemograma basal en CMP en funcion del estadio.

ESTADIO II-lI ESTADIO IV

N=9 N=8 Valores
Mediana Rango Mediana Rango referencia
Hemoglobina (g/dL) 12,0 11,0-15,0 12,9 10-13,5 0,96 13-17,5
Leucocitos (x103/u L) 9,6 4,9-14,8 7,35 4,6-110 0,67 4,2-10,6x10°
Plaquetas (x10°/uL) 284 183-479 238,5 154-421 0,34 140-400x10°
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2. 2. Estudios cldsicos de la coagulacion

2. 2. a. En la serie global

En la Tabla 16 se describen los valores de la serie global con respecto a
los valores de referencia. Se observé que los pacientes con cancer tenian
niveles mas altos de LDH, DD y FvW frente a la poblacion general. Ademas es
interesante resaltar, que los niveles de DD y FvW se asociaban a la carga
tumoral, siendo significativamente mas elevados en enfermedad metastasica
frente a enfermedad localizada (Tabla 17).

Tabla 16. Parametros clasicos de la coagulacién en pacientes con cancer (serie global)
en relacién con los parametros de referencia de laboratorio.

N Valores

Mediana Rango .
referencia

(N total=157)

LDH (UI/L) 115 414 216-3954 208-378
Fibrin6geno (g/L) 144 4,22 0,78-7,26 2-4
DD (mg/L) 148 0,307 0,008-9,79 0-0,278
FvW (%) 132 199,35 45,7-734,5 75-150
TP (seQ) 57 23,8 9,1-41,7

Tabla 17. Comparacién de los parametros clasicos de la coagulacion en funcién del
estadio tumoral.

ESTADIO lI-llI ESTADIO IV
N= 48 N=109
Mediana (rango) Mediana (rango)
LDH (UI/L) 31 396,0 (222-822) 84 429,0 (216-3954) 0,11
Fibrinégeno (g/L) 43 4,6 (1,67-7,04) 101 4,2 (0,78-7,26) 0,13
DD (mg/L) 47 0,202 (0,037-9,359) 101 0,369 (0,008-9,790) <0,01
FvW (%) 42 170,1 (70-277) 90 214,2 (45,7-734,5) <0,01
TP (seg) 6 26,5 (17,3-41,7) 51 22,3 (9,1-32,8) 0,04

2. 2. b. Diferencias entre los distintos tumores

En la Tabla 18 se resumen las principales diferencias observadas entre
las cohortes estudiadas. DD, FVYW y TP estaban alterados en pacientes con
cancer de prostata y CCR frente a cancer de pulmon de forma significativa. DD
y FVW estaban mas elevados y sin embargo el TP estaba mas bajo (p=0,08;
p=0,03 y p=0,04 respectivamente). Al hacer el analisis por separado de CNMP
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y CMP, estas diferencias no se observaban para DD y habia una tendencia en

los niveles de FvW como se ve en la Tabla 18.

Tabla 18. Comparacion de los parametros clasicos de la coagulacién entre las cuatro
cohortes de pacientes.

Préstata CCR CNMP CMP
N=32 N=43 N=65 N=17
Mediana (rango) Mediana Mediana Mediana Valores
9 (rango) (rango) (rango) ref
LDH (UI/L) 432 (216-756) 366 (216-3918) 402 (222-3954) 618 (330-756) 0,10 208-378
Fibrinégeno 4,1(0,8-7,2) 4,0 (1,9-7,0) 4,7 (1,9-7,3) 4,6 (1,7-6,8) 0,22 2-4
(9/L)
DD (mg/L) 0,323 (0,008-2,677) 0,388 (0,074- 0,282 (0,019- 0,311 (0,053- 0,16 0-0,278
9,790) 9,359) 1,309)
FvW (%) 231,0 (45,7-364) 210,7 (49,6-571) 187,3 (48,8- 191,4 (74-613,1) 0,08 75-150
734,5)
TP (seg) 13,6 (9,1-28,4) 19,9 (10,2-32,2) 26,4 (10-41,7) 31,7 0,05

ref: referencia; P* Anova

Seleccionando Unicamente los pacientes con enfermedad metastasica,
observamos que no habia diferencias entre los distintos tumores (Tabla 19). En
las cuatro cohortes se observéd que los pacientes tenian LDH, DD y FVYW mas

elevados con respecto a la poblacion general.

Tabla 19. Comparacion de los parametros clasicos de la coagulaciéon entre las cuatro
cohortes de pacientes, seleccionando Gnicamente los pacientes con estadio IV.

Préstata CCR IV CNMP IV CMP IV [
N=32 N=30 N=39 N=8
Mediana (rango) Mediana Mediana Mediana px Valores
9 (rango) (rango) (rango) ref
LDH (UIlL) 432 (756-216) 462 (3918-216) 402 (3954-240) 636 (756-396) 0,24 208-378
Fibrinégeno
(g/L) 4,08 (7,26-0,78) 3,96 (6,24-1,88) 4,67 (7,26-2,37) 4,26 (6,15-3,06) 0,60 2-4
DD (mg/L) ] 0,584 (9,79- 0,305 (3,592- 0,329 (1,309- 0-0,278
0,323 (2,677-0,008) 0.180) 0.019) 0.129) 0,10
FVW (%) 231 (364-45,7) 234 (571-49,6) 194’28(;?4'5' 1959 (613,1-86,8) 0,39  75-150
TP (seg) 13,6 (28,4-9,1) 15,9 (32,2-10,2) 26,4 (32,8-10,0)  31,7(31,7-31,7) 0,14

ref: referencia; P* Anova

2. 2. c. Descripcion en cada cohorte de pacientes

COHORTE A: Cancer de préstata metastasico

En la cohorte de pacientes con cancer de préstata metastasico, se
observé que el DD, FVYW y la LDH estaban elevados con respecto a la

poblacién general (Tabla 18). Observamos que DD y FvW se correlacionaban
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con PSA de forma significativa (R=0,61; p=0,001 y R=0,41; p=0,04

respectivamente).
COHORTE B: Cancer colorrectal

Como vemos en la Tabla 18, los pacientes con cancer colorrectal
presentaban DD y FvW elevados con respecto a la poblacion general. Y es
interesante observar que esto ocurria fundamentalmente en enfermedad
metastasica cuando lo comparamos con estadios mas tempranos (estadio II-
[ll). Los pacientes estadio II-lll estaban dentro del rango de la normalidad,
mientras que aquellos con enfermedad diseminada, presentaban niveles

basales més elevados de forma significativa (Tabla 20).

Tabla 20. Parametros clasicos de la coagulacion en la cohorte de CCR, comparando
estadio Il-1ll frente a estadio V.

ESTADIO II-11l ESTADIO IV
N=13 o)
- Valores
Mediana Rango Mediana Rango P referencia

LDH (UI/L) 345 264-600 462 216-3918 0,15 208-378

Fibrinégeno (g/L) 4,1 2,4-7,0 3,9 1,9-6,2 0,07 2-4

DD (mg/L) 0,222 0,074-2,704 0,587 0,180-9,790 <0,01 0-0,278

FvW (%) 159,7 70-277 234 49,6-571 0,02 75-150

TP (seg) 25,8 23,7-27,9 15,9 10,2-32,2 0,09

COHORTE C: Cancer de pulmén

En general, los pacientes con cancer de pulmén, tenian niveles de LDH
basales mas elevados con respecto a la poblacion general. Al comparar los
grupos de cancer de pulmon segun su histologia se observé que los pacientes
con CMP tenian LDH mas alta que los pacientes con CNMP de forma
significativa (p= 0,03). No observamos diferencias significativas en funcion del
estadio (Tabla 21y 22).
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Tabla 21. Descripcion de los parametros clasicos de la coagulacion en pacientes con
CNMP en todos los pacientes y comparacion entre estadio II-ll frente a estadio IV.

TODOS Estadio II-1lI Estadio IV
N=65 N=26 N=39

Mediana Valores

Mediana (rango) Mediana (rango) (rango) referencia

LDH (UI/L) 402 (222-3954) 396 (222-822) 402 (240-3954) 0,69 208-378
Fibrinogeno (g/L) 47 (1,9-7,2) 4,76 (1,95-6,81) 4,68 (2,37-7,26) 0,53 2-4
DD (mglL) 0,282 (0,019-9,359) 0,198 (0,37-9,359) 0,305 (0,19-3,592) 0,12 0-0,278
FYW (%) 187,3 (48,8-734) 1751 (71,7-227) 1945 (48,8-734,5) 0,16 75-150
TP (seg) 26,4 26, (17,3-41,7) 26,4 (10,0-32,8) 0,49

Tabla 22. Descripcion de los parametros clasicos de la coagulacion en pacientes con
CMP en todos los pacientes y comparacién entre estadio II-1ll frente a estadio IV.

Todos Estadio II-llI Estadio IV
N=17 N=9 N=8

Valores
referencia

Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango)

LDH (UIlL) 618 (330-756) 462 (330-684) 636 (396-756) 043  208-378
Fibrinégeno (g/L) 4,6 (1,7-6,8) 4,56 (1,67-6,81) 4,26 (3,06-6,15) 0,85 2-4
DD (mg/L) 0,311 (0,053-1,309) 272 (0,053-0,730) 0,329 (0,122-1,309)  0.36  0-0,278
FVW (%) 191 (74-613) 158,75 (74,00-203,50) 195,90 (86,80-613,10) 0,19 75-150
TP (seg) 31,7 - 31,70 (31,70-31,70) -

2. 3. Nuevos elementos implicados en el sistema hemostatico

En la Tabla 23 resumimos los resultados observados en cada cohorte de
pacientes. Se observa una activacion diferencial de la ruta de contacto y
diferencias significativas en la concentracién basal de ADNc en funcién del tipo
de tumor. Por el contrario, cuando analizamos solo los pacientes estadio IV por
separado, no encontramos diferencias en la concentracion de ADNc que fueran
significativas, siendo, en general, las concentraciones mas elevadas (Tabla 24).
En los apartados siguientes se comentard cada uno de los elementos

estudiados con detalle.
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Tabla 23. Descripcion de los nuevos elementos implicados en el sistema hemostatico en
cada cohorte de pacientes.

Préstata

N=32

Antitrombina % 98,9 (38,6- 97,16 (3,1- 93,81 (74,8-
Mediana (rango) 100,28 (78-111,6) 112,1) 114,1) 106,2) 0.15
Deéficit
antitrombina 2(6,3) 4(9,3) 11 (16,9) 2(11,8) 0,43
N (%)*
mplejos T-AT
ﬁ"(% ;;,?105 027 0/37 6/57 (10,5) 0117 <0,01
Ruta contacto
FXlla* 5/28 (17,9) 3/32 (9.4) 4161 (6,2) 0/15 0,05
FXla 017 0/24 0/55 1/15 (5,9) 0,96
Trastornos
Glicosilacién 0/27 0/37 7163 (12,3) 4/17 (23,5) <0,01
N(%)
ADNc 64 (14-208) 66,5 (22-2090) 46 (13-334) 58,5 (27-823)  <0,01
Mediana (rango) ' ' '

* 9% del total de pacientes con deficiencia de antitrombina (Anti-FXa <80%).
*niimero de pacientes con activacion de FXII o FXI con respecto a los pacientes analizados y
%.

Tabla 24. Descripcién de los nuevos elementos implicados en el sistema hemostatico en
pacientes estadio IV.

Préstata

N=32

Antitrombina % 99,2 (112,1- 99,8 (114,1- 93,9 (106,2-
Mediana (rango) 1003 (111,6-78,1) 38,6) 3,6) 79,7) 0,68
Déficit
antitrombina 2/32(6,3) 4/30 (13,3) 7/39 (17,9) 1/8 (12,5) 0,54
N (%)*
Complejos T-AT
N % ;i* ! 0127 0/24 5/35 (14,3) 0/8 <0,01
Ruta contacto
FXlla** 5/28 (17,9) 2/19 (10,5) 3/36 (8,3) 0/6 0,51
FXla 0 0 0 0 -
Trastornos
Glicosilacién 0/27 0/24 4/35 (11,4) 2/8 (25) <0,01
N (%)
ADNc 64 (208-14) 72 (2090-22) 56 (334-16) 60 (200-41) 0,32
Mediana (rango) '

* 0% del total de pacientes con deficiencia de antitrombina (Anti-FXa <80%).
**nimero de pacientes con activacion de FXII o FXI con respecto a los pacientes analizados y
%.

2. 3. 1. Antitrombina

2. 3. 1. a. Serie global

El estudio de la antitrombina no mostrd alteraciones globales relevantes
en el conjunto global de pacientes, ni en la actividad anticoagulante ni en los

niveles o caracteristicas electroforéticas. La mediana de actividad funcional

estaba dentro de los limites de la normalidad (98,6%; rango 3,6-114).
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Detectamos 19 pacientes con déficit de actividad funcional de
antitrombina (por debajo del 80%), de los cuales, 13 tenian diagndéstico de
cancer de pulmén (68,4%), 2 cancer de préstata (10,5%) y 4 cancer colorrectal
(21,1%). De todos ellos, solo 2 pacientes presentaron trombosis a lo largo del
seguimiento. Hubo un paciente con una actividad antitrombina extremadamente
baja: 3,6%. Se trataba de un hombre de 73 afos, fumador, con CNMP
(histologia epidermoide) estadio IV al diagnostico (T4ANOMla por afectaciéon
pulmonar contralateral) que presentd un tromboembolismo de pulmén al mes

de ser incluido en el estudio.

Para averiguar la causa de la deficiencia de antitrombina en estos
pacientes, se analizaron las diferentes caracteristicas del paciente o de la
enfermedad que pudieran estar afectando a la funcionalidad de la antitrombina:
la presencia de metastasis hepaticas, la alteracion de la funcion hepatica, el
alcoholismo o haber recibido tratamiento quimioterapico previamente, etc. En la
Tabla 25 mostramos la mediana de actividad antitrombina en cada una de las
caracteristicas estudiadas. De todas ellas, solo el ECOG vy el estadio mostraron
un posible efecto sobre los niveles de antitrombina, pero este fue muy
moderado y en cualquier caso, dentro de los rangos de la normalidad (Tabla
25).
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Tabla 25. Anédlisis de caracteristicas clinico-patoldgicas en relacién con los niveles
funcionales de antitrombina en el grupo general de pacientes y en cada cohorte.

TODOS PROSTATA CCR CNMP CMP
X i Anti-FXa
Anti-FXa (%) . i Anti-FXa (%)
. Anti-FXa (%) Anti-FXa (%) . (%)
Mediana P X P . P Mediana .
Mediana (rango) Mediana (rango) P Mediana P
(rango) (rango)
(rango)

Tabaco 101,1 (64,5- 0,62
Si 98,5 (3,6-114,1) 100,3 (91,8-111,6) 0,82 112,1) 96,9 (3,6- 93,8 (74,8-
No 99,1 (38,6- 0,58 100,3 (78,1-106,7) 93,6 (38,6-111,7) 114,2) 0,45 106,2)
111,7) 101,8 (78,3-
105,7)

Alcohol
Si 97,1 (44,7- 98,5 (79,4-108,4) 103,6 (94,2- 95,84 (44,74- 89,9 (83,3-
No 114,1) 0,97 100,3 (78,1-111,6) 0,56 105,3) 0,36 114,15) 0,75 101,6) 0,45
98,9 (3,6-112,1) 93,6 (38,6-112,1) 97,6 (3,6- 96,5 (74,8-
105,6) 106,2)

QT previa
Si 99,6 (38,6- 97,5 (38,6-106,5)
No 106,5) 0,73 NA 98,9 (66,4-112,1) 0,39 NA NA

98,5 (3,6-114,1)

Mts hepat
Si 102,4 (50,2- 104,6 (103,1-106,2) 99,2 (66,4-112,1) 103,4 (50,2- 103,0
112,1) 0,22 99,9 (78,1-111,6) 0,26 0,78 107,3) 0,87 (83,3- 0,48
No 97,6 (3,6-114,1) 94,3 (38,6-111,7) 96,9 (3,6- 106,2)
114,2) 93,7 (74,8-
105,4)

NA: no aplicable

El estudio electroforético de la antitrombina plasmatica tampoco
identific6 pacientes con formas aberrantes de antitrombina, incremento
significativo de formas latentes o presencia de complejos trombina-

antitrombina, salvo en excepciones que se comentaran posteriormente.



2. 3. 1. b. En cada cohorte de pacientes

COHORTE A: Céancer de priostata metastasico

No se observaron alteraciones relevantes, ni en la actividad
anticoagulante ni en los niveles o caracteristicas electroforéticas de la
antitrombina plasméatica en este grupo de pacientes. Tampoco identificamos
ningun parametro clinico-patolégico que pudiera estar afectando la

funcionalidad de la antitrombina (datos no mostrados).

Solo hubo dos pacientes que presentaron una actividad funcional baja,
menor del 80%, aunque no se detectaron formas aberrantes mediante western
blot en ninguno de los dos casos. Ninguno de los dos pacientes desarrolld
trombosis durante el seguimiento ni presentd eventos antes de la inclusion en

el estudio.
COHORTE B: Cancer colorrectal

Tampoco observamos asociacion de ningun parametro clinico-patolégico
analizado con la funcionalidad de la antitrombina en este grupo de pacientes

(datos no mostrados).

Solo 4 pacientes tuvieron actividad de antitrombina por debajo del 80% y

fueron estudiados de manera individual.

A) Paciente 159. Se trata de una mujer de 70 afios, con funcion hepatica
normal en el momento de la inclusion en el estudio y con antecedentes de
diabetes mellitus tipo 2 e HTA. Fue diagnosticada en 2002 de un
adenocarcinoma mucinoso de colon descendente T3NxMO. Fue intervenida en
julio de ese afo mediante reseccion segmentaria de colon izquierdo y
posteriormente recibid tratamiento adyuvante con 5-Fluorouracilo-acido folinico
segun esquema de la clinica Mayo (6 ciclos entre agosto 2002 y enero 2003).
En mayo 2004 presentd recaida peritoneal que fue intervenida. Posteriormente
recibi6 3 lineas de tratamiento para enfermedad avanzada, antes de su
inclusion en el estudio, con estabilizaciones de la enfermedad de larga
duracién. Entre los farmacos que recibi6 estan CPT11, capecitabina,

bevacizumab, gemcitabina y cetuximab, todos ellos con buena tolerancia.
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Fue incluida en el estudio en enero 2010, cuando iba a comenzar la
quinta linea de tratamiento quimioterapico con oxaliplatino-capecitabina-
bevacizumab, con enfermedad exclusivamente a nivel peritoneal. Se
recogieron muestras antes del primer ciclo y en las semanas 2, 4 y 9 de
tratamiento. Recibié 9 ciclos con escasa respuesta y se suspendié el
tratamiento en diciembre 2010, momento en el cual se decide tratamiento
exclusivamente sintomatico. Fallece debido a progresion tumoral el 11 agosto
de 2011. No desarroll6 eventos trombéticos durante la evolucion de la

enfermedad.

En la Figura 4, se describe la evolucion de la actividad anti-FXa durante
el tratamiento, que permanece por debajo del 60% en todo momento. Mediante
el estudio de western blot de diferentes proteinas, se observé que en todas las

muestras habia un déficit de antitrombina.
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Figura 4. A. Evolucion de la actividad anti-FXa en la paciente 159, con cancer de colon
estadio IV en 52 linea de tratamiento. B. Estudios de western blot de diferentes
proteinas plasmaticas, separando las proteinas mediante SDS-PAGE se observa que
en todas las muestras hay un déficit de antitrombina (AT), sin tanta alteracion en los
niveles de otra serpina hepéatica alfal-antitripsina (a1-AT) como observamos en figura
C.

Ante sospecha de déficit de antitrombina tipo 1 debido a la persistencia
de la deficiencia y al hecho de que hay un descenso paralelo de los niveles
antigénicos y funcionales, se realizé secuenciacion del gen SERPINC1. El
analisis de los 7 exones y regiones flanqueantes de este gen no identificd

ninguna anomalia molecular destacable. El estudio de MLPA tampoco revel6
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grandes deleciones o duplicaciones que afecten a los exones del gen que

codifica para la antitrombina.

B) Paciente 83. Se trata de un hombre de 72 afios, con sobrepeso (IMC 27
kg/m?), antecedentes de diabetes mellitus tipo 2, dislipemia y aumento de
transaminasas en el momento de la inclusion en el estudio. ECOG 1. Fue
diagnosticado en agosto de 2008 de adenocarcinoma de colon T4N1M1
estadio IV (con afectacion hepéatica no extensa) y KRAS no mutado. Fue

incluido en el estudio previo al inicio de la primera linea de tratamiento que
consisti6 en un doblete de quimioterapia con oxaliplatino y capecitabina,
presentando respuesta parcial radiolégica. Posteriormente se realizé
metastasectomia hepatica el 17 de julio de 2009. Desde entonces el paciente
estd en respuesta completa, sin evidencia de recaida y no ha presentado

eventos trombdéticos durante el seguimiento.

Se recogio una muestra antes de recibir el primer ciclo de quimioterapia
(dia +1) y en los dias +8, +26 y +47 (tras 3 ciclos). La evolucién de los niveles
de actividad anti-FXa se muestra en

PACIENTE 83

la Figura 5. Sélo la muestra basal

presentaba deficiencia de

antitrombina.

Actividad antiFXa%
©
8

En el estudio electroforético

no se observaron alteraciones en la

proteina en ninguna de las

muestras (figura no mostrada). Figura 5. Evolucion de la actividad anti-FXa

en el paciente 83, cancer de colon estadio IV

en 12 linea de tratamiento de quimioterapia.

deficiencia adquirida de Seobserva que la actividad antitrombina se
restituye con el tratamiento.

Estos datos sugieren una

antitrombina.

C) Paciente 182. Hombre de 64 afios, fumador, sin comorbilidades de interés.
Fue diagnosticado de adenocarcinoma de colon T3N2M1 (con carcinomatosis
peritoneal y sin metastasis a nivel hepético) en noviembre de 2008, KRAS no
mutado. Habia recibido dos lineas de tratamiento quimioterapico previo a la
inclusion en el estudio. Fue incluido antes de empezar la tercera linea de

tratamiento con CPT11, capecitabina y bevacizumab que recibi6 entre el 13 de
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julio de 2010 y el 29 de noviembre de 2010. En la reevaluacion de diciembre de
2010 presentaba progresion tumoral y fallecié el 30 de diciembre de 2010. No
presentd trombosis durante todo el seguimiento, ni previo a su inclusion en el

estudio.

La primera muestra se tomo antes de recibir el primer ciclo de la tercera
linea de tratamiento y posteriormente se tomaron muestras cada 15 dias previo
a la administracion de cada ciclo de quimioterapia. En la Figura 6, mostramos
la evolucion de la actividad antitrombina en este paciente, solo la muestra basal
presentaba deficiencia de AntiFXa

(%)

antitrombina, aunque se objetiva

100

90 4

una gran fluctuacion de la

85

actividad anti-FXa en las
distintas muestras analizadas.
El andlisis electroforético o

solo confirmo la deficiencia tipo I i, 2 6 Evolucion de la  actividad

en la muestra basal (datos no antitrombina en el paciente n° 182, con
céancer de colon estadio IV en 32 linea de

mostrados). tratamiento de quimioterapia.
Estos resultados, de nuevo sugieren una deficiencia adquirida con

diferente intensidad en distintos momentos.

D) Paciente F3-C-395. Se trata de un hombre de 48 afios, fumador y sin
comorbilidades. Fue diagnosticado el 21 de abril del 2013 de adenocarcinoma
de colon T4ANxM1 (sin metastasis hepaticas). Fue incluido en el estudio previo
al inicio de tratamiento de quimioterapia de primera linea y se recogio solo una
muestra, previo al primer ciclo, en la que presentaba una actividad antitrombina
inicial de 69%. Entre el 16 de mayo de 2013 y el 30 de septiembre de 2013,
recibio la primera linea de quimioterapia con oxaliplatino-capecitabina,
presentando progresion tumoral en octubre de 2013, por lo que se cambid de
tratamiento. El paciente fallecié el 5 de junio de 2014 por progresién de su
enfermedad neoplasica. No presentdé eventos trombdticos durante el
seguimiento. El estudio de la antitrombina plasmatica mediante western blot
solo confirmd la deficiencia tipo I, con reduccion de niveles antigénicos, en la

muestra que presentaba deficiencia funcional. La ausencia de muestras
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adicionales no nos permite definir si la deficiencia fue adquirida o pudiera ser
congénita, aunque no existen datos sobre historia familiar de trombosis que

avalaran la alternativa congénita.
COHORTE C: Cancer de pulmén

En esta cohorte 13 pacientes presentaron actividad antitrombina por
debajo del 80% y de ellos, hubo dos pacientes que presentaron trombosis
(15,4%) un porcentaje similar al observado en pacientes con niveles normales
de antitrombina al diagnéstico (16,9%) (p= 0,96). Se analizaron las
caracteristicas clinicas y patolégicas que podrian estar relacionadas con la

actividad antitrombina, pero no se observo que existiera asociacion (Tabla 25).

Entre los pacientes con déficit de antitrombina, dos eran CMP (15,4%) y
11 CNMP (84,6%). Se analizaron las diferentes caracteristicas clinico-
patologicas que pudieran alterar la funcionalidad de la antitrombina atendiendo
a la histologia CMP y CNMP, pero no observamos déficit funcional en ninguna
de ellas (Tabla 26).
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Tabla 26. Caracteristicas clinicas y patoldégicas en pacientes con CNMP y CMP, en
funcién de presencia de déficit antitrombina.

CNMP CMP
N=65 N=17
Deficiencia Anti-FXa P Deficiencia Anti-FXa P
anti-FXa normal anti-FXa normal
N (%) N (%) N (%) N (%)
Sexo
Hombre 10 (16,9) 49 (83,1) 2 (13,3) 13 (86,7)
Mujer 1(16,7) 5(83,3) 0,99 0 2 (100) 0,58
Edad
<70 afios 7 (14,6) 41 (85,4) 1(7,7) 12 (92,3)
>70 afios 4 (23,5) 13 (76,5) 0,39 1 (25,0) 3 (75,0) 0,35
ECOG
<2 9 (18,0) 41 (82,0) 2 (16,7) 10 (83,3)
>2 2 (15,4) 11 (84,6) 0,83 0 5 (100) 0,33
Tabaco
Si 10 (17,2) 48 (82,8) NA NA
No 1(14,3) 6 (85,7) 0,84
Alcohol
Si 2 (10,0) 18 (90,0) 0 4 (100)
No 9 (20,0) 36 (80,0) 0,32 2 (15,4) 11 (84,6) 0,41
Funcion hepética
Normal 11 (17,5) 52 (82,5) NA NA
Alterada 0 2 (100) 0,52
Estadio
1-111 4 (15,4) 22 (84,6) 1(11,1) 8 (88,9)
\Y) 7 (17,9) 32 (82,1) 0,79 1(12,5) 7 (87,5) 0,93
Mts. hepaticas
Si 2 (16,9) 4(66,7) 0 3 (100)
No 9 (15,3) 50 (84,7) 0,26 2 (14,3) 12 (85,7) 0,49

Mts: metastasis; NA: no aplicable

En el estudio electroforético de la antitrombina, observamos 6 pacientes
que presentaban complejos trombina-antitrombina (T-AT), todos ellos CNMP.
La Figura 7 muestra dos ejemplos representativos (casos 122 y 132). Ninguno
de los pacientes en los que se detecté T-AT presenté trombosis, y uno de ellos

progreso a las pocas semanas.

N
*O
y o~ £
g

T-AT —>

AT —> DU, S— —

Figura 7. Estudio electroforético (SDS-PAGE en condiciones no reducidas) de la
antitrombina plasmatica mediante Western blot en el que se identifican complejos
trombina-antitrombina (T-AT) en dos pacientes con CNMP, 122 y el 132.
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2. 3. 2. Ruta de contacto

El estudio de la ruta de contacto se realiz6 mediante western blot tras
separacion electroforética del FXI y FXIl en todos aquellos pacientes de los que
disponiamos muestra (136 pacientes de los 157 incluidos en el estudio). Como

controles, empleamos plasma de

@ sujetos sanos tratados con cefalina
& , : .
* NN y kaolina, en las que se identifica
&€ & &P
<& ¢ ¢ @ las formas activadas de FXI (FXla)
EXIL => — Gt @ y FXIl (FXlla). Dos fueron las
alteraciones que observamos en
A ot
los pacientes con cancer: reduccion
FXlla—=> . . . .
° . de los niveles de proteina intacta y
presencia de débiles bandas de

Figura 8. Western blot del FXII plasmatico  activacion. La Figura 8 es un
en muestras controles (con y sin activacion
por cefalina/kaolina) y un paciente (F3C350)

que presentaba la banda de activacion del  gctivacion de EXIl observadas.
FXII (FXIla).

ejemplo de las bandas de

Encontramos mayor frecuencia de bandas de activacion de FXII en
pacientes con cancer de prostata (17,9%), siendo el cancer de pulmén el que
menor incidencia de activacion de FXII presentaba de forma basal (5,3%)
(Tabla 23 y 24). Llamativamente, en los pacientes que presentaban bandas de
activacion de FXII, no observamos activacion del FXI. Por otro lado,
Gnicamente un paciente con cancer de pulmén microcitico presentdé formas
activadas de FXI (Tabla 23 y 24).

COHORTE A: Cancer de préstata metastasico

En el grupo de pacientes con cancer de préstata, de los 5 pacientes con
bandas de activaciéon del FXIl hubo uno que presentd un evento trombotico.
Respecto a los pardmetros bioquimicos que pueden ser relevantes, se observo
que los pacientes que presentaron activacion del FXIl tenian una mediana de
concentracion de ADN, un potencial activador de la ruta de contacto, mayor

gue aquellos en los que no observamos bandas de activacién, aunque estos
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resultados no fueron estadisticamente significativos (89 ng/ml vs 59 ng/ml; p=
0,31).

COHORTE B: Cancer colorrectal

En el grupo de pacientes con cancer colorrectal, de los tres pacientes
con activacién del FXII, ninguno de ellos presenté trombosis durante el
seguimiento. Dos pacientes eran estadio IV y uno de ellos estadio II-lll. La
mediana de concentracion de ADNc fue de 47 ng/ml (40-1227) en pacientes

con activacion FXIl'y 67 ng/ml (22-2090) en pacientes sin activacion.
COHORTE C: Cancer de pulmoén

En el grupo de pacientes con cancer de pulmén observamos bandas de
activacion de FXII en 4 pacientes con CNMP y en ninguno de los pacientes con
CMP. Sin embargo, el Unico paciente que present6 activacion del FXI era un
paciente con CMP y curiosamente no presentaba formas activadas de FXII. De
los 4 pacientes con FXII activado (FXlla), dos presentaron trombosis (50%). En
cuanto a la histologia, dos eran carcinoma escamoso, uno adenocarcinoma y
otro carcinoma no microcitico de histologia no definida. Tres de ellos eran
estadio IV. La mediana de concentracion de ADNc en el grupo con activacion
de FXIl fue de 72,5 ng/ml (36-329) mientras que en los demas pacientes fue de
44 ng/ml (13-334), p=0,15.

2. 3. 3. Trastornos de glicosilacion

Este estudio se inicid con el analisis electroforético de la antitrombina y
al-antitripsina en plasma empleando geles de SDS en condiciones no
reducidas y reconocimiento mediante métodos inmunologicos. El objetivo fue
identificar formas hipoglicosiladas de estas N-glicoproteinas. Aunque en varios
pacientes que se describen mas adelante se identificd un ligero aumento de la
banda de antitrombina compatible con las glicoformas de 3 N-glicanos, la
hibridacion de las mismas membranas con anticuerpo anti-a1-antitripsina no
revelé6 grandes incrementos en formas hipoglicosiladas y el estudio de

glicoformas de transferrina mediante HPLC tampoco determiné aumentos
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significativos de asialo o disialo transferrina. La Figura 9 muestra un ejemplo

representativo de estos resultados.

N
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Control F3C372
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Absorbance (mAU)
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Trisialotransferrin
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Figura 9. Deteccion de formas hipoglicosiladas (flechas) de antitrombina (AT). (A);
mediante western blot, (B) a1-antitripsina y (C) transferrina mediante HPLC. El estudio
se realizé en pacientes con cancer (de pulmén F3C370 y F3C372), controles sanos y
pacientes con trastornos de glicosilacion (PMM2-CDG y CDG-like).

Finalmente, ninguno de los pacientes con aumento de las formas

hipoglicosiladas presentaba mutacién destacable en PMM2.
COHORTE A: Cancer de prostata metastasico

Solo encontramos un paciente con cancer de préstata que presentaba
un ligero incremento de una forma de antitrombina hipoglicosilada en el estudio
electroforético. Sin embargo, el posible trastorno de glicosilacién no se confirmo
con el estudio de la a1-antitripsina mediante western blot (datos no mostrados).

COHORTE B: Cancer colorrectal

En las muestras basales de los pacientes con cancer de colon, no

observamos alteraciones de la glicosilacion.
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COHORTE C: Cancer de pulmoén

En el estudio electroforético en esta cohorte de pacientes, observamos
la presencia de bandas de hipoglicosilacion de baja intensidad en 11 pacientes
(4 pacientes con CMP y 7 con CNMP), ninguno desarroll6 complicaciones
tromboticas (Figura 9). De todos ellos, llama la atencion que 3 de los 7, eran
bebedores moderados en el momento de la inclusion en el estudio, todos eran

fumadores, 4 pacientes eran estadio IV y solo uno tenia afectacion hepatica.

2. 3. 4. ADN circulante

2. 3. 4. a. Concentracion del ADN circulante y su relacion con la

carga tumoral y con factores prondsticos
La concentracion basal de ADN circulante que presentaban los

pacientes de nuestra serie, fue significativamente superior a la detectada en
poblacion sana de referencia (pacientes con cancer 55,5 ng/ml vs 45,5 ng/ml
en controles sanos, p= 0,001).
COHORTE A: Cancer de préstata metastasico

La mediana de concentracion de ADNc en este grupo fue de 64 ng/mL
(rango 14-208). No se observo relacion entre las diferentes caracteristicas
clinico-patologicas del paciente y de la enfermedad, con la concentracion de
ADNCc en plasma (Tabla 27).

Tabla 27. Concentracion de ADN circulante en pacientes con cancer de pristata estadio
IV'y cancer colorrectal en funcion de diferentes variables clinicas y patoldgicas.

PROSTATA CCR
N=32 N=43
Mediana (ng/mL) (Ir:\:S?rﬁE) P '\(Anegiﬁrﬂ? (Ir?;?rﬁlc_)) P
Edad
>70 afos 63,5 14,0-126,0 62,0 24,0-2090,0
<70 afios 65,0 28,0-208,0 0,29 67,0 22,0-1489,0 0,95
ECOG
<2 43,5 14,0-208,0 64,0 22,0-2090,0
22 84,0 46,0-130,0 0,10 95,0 61,0-199,0 0,29
Sexo
Hombre NA NA 62,0 24,0-2090,0
Mujer 67,0 22,0-230,0 0,85
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Estadio

11-111 NA NA 62,0 43,0-110,0
\Y 72,0 22,0-2090,0 0,47

Diabetes
Si 53,0 32,0-96,0 54,0 24,0-137,0
No 72,0 14,0-208,0 0,42 83,0 22,0-2090,0 0,08

Dislipemia
Si 79,0 38,0-102,0 47,0 22,0-88,0
No 45,5 14,0-208,0 0,26 72,0 28,0-2090,0 0,01

Enf. alto riesgo
Si 75,0 19,0-108,0 NA NA
No 53,0 14,0-100,0 0,13

Metastasis 6seas

No 75,5 14,0-102,0 NA NA
Si, bajo riesgo 48,5 23,0-100,0
Si, alto riesgo 64,0 19,0-208,0 0,44

QT previa
Si NA NA 70,0 40,0-2090,0
No 66,5 22,0-1489,0 0,92

CPI: cardiopatia isquémica; NA: no aplicable

Sin embargo, la concentracion de ADNc se asociaba con los valores de
PSA y de LDH. Los pacientes con PSA elevado, por encima de 78 pug/L
(mediana observada), tenian concentraciones mas elevadas de ADNc (84
ng/mL; rango 28-208) que los pacientes con PSA bajo, por debajo de 78 pg/L
(42 ng/mL; rango 14-102); p<0,01 (Figura 10).
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Igualmente, pacientes con niveles de LDH por encima de la mediana
(432 UI/L), presentaron casi el doble de la concentracion de ADNc (84,5; rango
23-208), frente a los pacientes con LDH por debajo de la mediana (46 ng/mL;
rango 14-102); p= 0,03 (Figura 10).

DNA DNA
I (ng/ml)
(ng/ml) 2501 250

2004 * 2004

150+ 1504

1004 - 100
50 ‘ SO - i
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T T
PSAbajo PSA alto LDH bajo LDH alto

Figura 10. Concentracion de ADN circulante segun el valor de PSA basal en pacientes
con cancer de préstata metastasico (figura de la izquierda) y segun el valor de LDH
basal (figura de la derecha).

COHORTE B: Cancer colorrectal

A pesar de que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, es interesante resaltar que la concentracion de ADNc fue mayor
en pacientes estadio IV frente a estadio II-Ill (72 ng/mL, rango 22-2090 vs 62
ng/mL, rango 43-110; p= 0,47) y en pacientes que progresaron frente a los que
no lo hicieron (72 ng/mL, rango 22-2090 vs 62 ng/mL, rango 35-172; p= 0,35).

Como se puede observar, los pacientes con estadio IV tenian un amplio
rango de valores en cuanto a la concentracion de ADNc, esto es debido a que
habia tres pacientes con concentraciones por encima de 1000 ng/mL en el
momento de la inclusion en el estudio. En la Tabla 28 se describe brevemente
las caracteristicas de cada paciente y su evolucién. Ninguno de ellos presentd
eventos trombdéticos durante el seguimiento. Ademas, en los dos pacientes de
los que disponemos muestra de seguimiento, la concentracion de ADN
descendi6é drasticamente hasta valores <70 ng/mL tras el tratamiento,
presentando en la reevaluacién por TAC, una respuesta radiolégica en un

paciente y estabilizacion de la enfermedad en otro.
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Tabla 28. Descripciéon de los pacientes con cancer de colon estadio IV que presentaron
concentracion de ADN circulante basal mayor de 1000 ng/mL.

ID Antecedentes Historia oncol6gica Muestra 1 Muestra 2
paciente personales
87 Hombre Diagnostico en noviembre 2006 Fecha: 16/10/07 No
73 afios adenocarcinoma de colon estadio Fibrinégeno: 6,2g/L
HTA, no habitos IV (metastasis 6seas, no LDH 3852 UI/L
téxicos hepaticas) KRAS desconocido. FvW 549
IMC 25 Entra en estudio previo al inicio DD 9,790mg/L
ECOG 1 de 32linea de QT con CPT11- TP 15,7 seg
cetuximab que recibe entre FXa 102,6
octubre/07 y abril/08. DNA 2090ng/ml
Enfermedad estable tras 4 ciclos.
Progresion en julio 2008.
Exitus 5 noviembre 2008.
No eventos trombéticos.
58 Hombre Diagnostico en marzo 2008 de Fecha 10/06/08 Fecha 23/07/08
69 afios adenocarcinoma de colon estadio Fibrinégeno: 4,7g/L Fibrinégeno
Fumador IV (afectacion hepatica extensa) LDH 3918 UI/L 4,02g/L
No bebedor KRAS mutado. FvW 172 LDH 300 Ul/L
HTA, aumento 12 linea: entre 10/06/08 y DD 0,71mg/L FVW 190
ALT/AST en el 29/09/08 con XELOX- TP 12 seg DD 0,23 mg/L
momento de bevacizumab. FXa 90% FXa 87%
inclusion Respuesta parcial tras 4 ciclos. DNA 1227ng/ml DNA 68ng/ml
ECOG 1 Progresion el 16/03/2009
Exitus 1/08/09
No eventos trombéticos
F3-C-500 Hombre Diagnostico en noviembre 2013 Fecha 29/11/13 Fecha 30/05/14
53 afios de adenocarcinoma de colon FXa 106% FXa 102%
HTA estadio |V (afectacion peritoneal, DNA 1489 ng/ml DNA 50ng/ml
IMC 24 no hepética) KRAS no mutado

Sin antecedentes

de interés
ECOG 0

12 linea: entre 29/11/13 y
13/01/14 recibe XELOX-
bevacizumab con enfermedad
estable tras 3 ciclos
Progresion marzo 2014

No eventos tromboticos

COHORTE C: Céncer de pulmon

a. Carcinoma no microcitico de pulmén

En el grupo de pacientes con CNMP la mediana de concentracion de
ADNCc fue de 46 ng/mL (rango 13-334). Se estudiaron diferentes variables que
podian influir en la concentracién de ADNc y los resultados se presentan en la
Tabla 29.
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Tabla 29. Concentracién de ADN circulante segun diferentes caracteristicas clinicas y
patolégicas en CNMP y CMP.

CNMP CMP
N=65 N=17
Mediana Rango p Mediana Rango P
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Edad

>70 afios 46,0 14,0-334,0 38,5 27,0-60,0

<70 afnos 45,0 13,0-329,0 0,75 68,0 37,0-823,0 0,03
ECOG

<2 40,5 13,0-334,0 57,0 27,0-823,0

22 71,0 26,0-329,0 0,02 65,0 41,0-122,0 0,91
Sexo

Hombre 46,0 13,0-334,0 58,0 27,0-823,0

Mujer 33,0 19,0-38,0 0,08 64,0 57,0-71,0 0,82
Cardiopatia isquémica

Si 74,0 14,0-329,0 NA NA

No 46,0 16,0-334,0 0,66
Diabetes

Si 46,0 14,0-291,0 53,5 41,0-200,0

No 45,0 13,0-334,0 0,39 62,5 27,0-823,0 0,86
Tabaco

Si 46,0 13,0-334,0 NA NA

No 22,0 16,0-128,0 0,12
Dislipemia

Si 46,0 13,0-329,0 71,0 41,0-823,0

No 45,0 16,0-334,0 0,62 56,0 27,0-144,0 0,17
Estadio

11-111 44,0 13,0-89,0 56,0 27,0-823,0

WY 56,0 16,0-334,0 0,02 60,0 41,0-200,0 0,47
Metastasis hepéaticas

Si 162,5 16,0-291,0 60,0 57,0-200,0

No 44,0 13,0-334,0 g 56,0 27,0-823,0 0,44
Progresion

Si 46,5 16,0-334,0 65,5 36,0-823,0

No 42,0 13,0-89,0 0,37 50,0 27,0-65,0 0,18
Cirugia del primario

Si 26,0 13,0-44,0

No 46,5 14,0-334,0 e A N

Se observé que habia una correlacion entre la concentraciéon de ADNc y
la carga tumoral ya que era significativamente mayor en pacientes estadio IV
frente a pacientes estadio II-Ill (56 ng/mL vs 44 ng/mL; p=0,02), asi como en
aguellos con metéastasis hepaticas frente a los que no las tuvieron (162,5 ng/mL
vs 44 ng/mL; p= 0,03) (Figura 11). Respecto al resto de factores clinicos

estudiados, se observo que el ECOG elevado y la presencia de tumor activo
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(pacientes no operados frente a los que fueron operados) se asociaba con

concentraciones mas elevadas de ADNc (Tabla 29).

A, B.

DNA * DNA *
(ng/ml) (ng/ml)
‘ 4004

400/
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0
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200+ of 200
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. v . ; —
Estadio lI-1ll Estadio IV No Si Metastasis
hepaticas

Figura 11. Concentracion de ADN circulante en pacientes con CNMP atendiendo
al estadio tumoral (A) o la presencia de metastasis hepéticas (B).

b. Carcinoma microcitico de pulmon

Solo un parametro clinico-patolégico mostré asociacion significativa
con los niveles de ADNc: la edad. Los pacientes menores de 70 afios tenian
concentraciones de ADNc plasmatico mas elevadas de manera significativa
gue los mayores de 70 afios (Tabla 29). Es llamativo el mayor nivel de ADNc
en plasma que presentan los dos Unicos pacientes con trombosis comparado
con los niveles detectados en los pacientes sin trombosis, pero el escaso
namero de pacientes con trombosis no permite que estas diferencias alcancen

la significacién estadistica (Tabla 29).

2. 3. 4. b. Correlacion entre la concentracion de ADN circulante y
los parametros de la coagulacion

En general se observé que la concentracion de ADNc se correlacionaba
con los niveles de LDH, FYW y de forma mas débil con fibrinogeno y DD. En la

Tabla 30 mostramos la correlacion observada en pacientes estadio V.
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Tabla 30. Correlacion de la concentracion de ADN circulante con otros pardmetros de
laboratorio y del sistema hemostatico atendiendo al tipo de tumor, en pacientes estadio
V.

Prostata CCR estadio IV CNMP estadio IV | CMP estadio IV TODOS

R P N R P N R P N R P N R P N
Fibrinégeno | 0,34 | 0,08 | 27 | 0,58 |<0,01| 20 0,17 0,33 | 34 0,50 | 0,25 |7 0,34 <0,01| 88
LDH 0,46 |0,01| 28 | 0,86 |<0,01|16| 0,24 0,25| 24 | 0,09 | 0,87 |6 0,54 ([<0,01| 74
FvW 0,43 |0,03| 24 | 0,35 | 0,14 | 19| 0,37 005| 29 | 0,14 | 0,79 | 6 0,40 [<0,01| 78
DD 0,41 |0,03| 27 | 0,40 | 0,08 | 20| -0,003 | 0,99 | 34 0,32 1048 |7 0,22 0,04 | 88
TP -0,030,92| 16 | 0,21 | 0,45 | 15| -0,17 | 069 | 8 1 0,06 0,68 | 40
Antitrombina | 0,16 (0,42 | 28 | 0,24 | 0,27 |23 | -0,06 |0,72| 35 | 0,36 | 0,43 |7 0,09 0,35 | 93

Se observo una correlacion entre la concentracion de ADNc y LDH, y la
concentracion de ADNc y fibrinbgeno, en cancer de prOstata y cancer
colorrectal, siendo en este Ultimo grupo donde observamos una correlacion
lineal mas fuerte.

En el grupo de pacientes con CNMP, se observo correlacion de los
niveles de ADNc Unicamente con el FYW. Cuando analizamos por separado
pacientes con enfermedad metastasica, observamos que era en este grupo

donde habia asociacion y no en el grupo de pacientes con estadio Il-111.
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2. 4. Resumen de las principales alteraciones observadas en cada

cohorte
A continuacién presentamos una tabla que resume las principales
alteraciones observadas en los elementos que intervienen en el sistema
hemostatico analizados en cada cohorte de pacientes.
Tabla 31. Tabla resumen de los principales resultados observados.
Cohorte Rutinario Anti-FXa Ruta contacto | T. Glicosilacion ADNCc
Correlacion DD y 17,9% FXlla No Correlacion
FvW con PSA con PSAYy
Normal No FXla LDH.
. DD1, FYW1:
Er_%sztata valor pronéstico Valor
- FvW?1 asociacion prondstico
con trombosis (SGySLP)
FVW correlacion Déficit: 9,3% (4 | 9,4% FXlla No Valor
con carga tumoral pacientes) pronéstico
No FXla
DD 1ty FvW?1: valor
CCR prondstico
= Anemia y
trombocitosis
asociado a
trombosis
Leucocitosis valor Déficit: 16,9% 5,3% FXlla 16,9% (11 Correlacion
pronoéstico (11 pacientes) pacientes) con estadio
CNMP No FXla
N=65 FvW? y DD7: valor | Complejos Valor
prondstico T-AT prondstico
(SGySLP)
Déficit: 11,8% 5,8% (1 No
Leucocitosis, (2 pacientes) paciente)
CMP trombocitosis: valor activacion
N=17 pronoéstico FXla
No FXlla
Aumento basal de 19 (29,8%) con | Mayor No Elevado
LDH, DD y FvW déficit AntiFXa: | activacion en respecto a
68,4% pulmoén | cancer de sanos
DD y FvW mayor 10,5% prostata | prostata
TODOS ﬁr estadio IVvs - | 21,1% CCR E:r:rsge:c:n
N=157 9
tumoral y
DD y FvW valor pronéstico
prondstico
No relacion
con trombosis
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3. Analisis de los eventos trombaticos
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3. Analisis de los eventos tromboticos

3. 1. Descripcion de los eventos tromboticos

En los 157 pacientes estudiados se observo una incidencia de eventos
trombdéticos del 18,5%, de los cuales 13 (44,8%) fueron trombosis venosa
profunda, 11 (37,9%) tromboembolismo pulmonar y 5 (17,3%) en otras
localizaciones: 2 trombosis en el territorio portal, una en el territorio esplénico y
dos eventos arteriales (uno en el territorio de la arteria mesentérica superior y
una trombosis arterial de miembro inferior). Segun la localizacién del tumor
primario, se observdé una mayor incidencia de trombosis en el grupo de
pacientes con cancer de préstata con un 31,2% de eventos, mientras que en
los demas grupos la incidencia fue del 14% al 15,9%. Llama la atencion que en
el grupo de pacientes con CNMP, la mayoria de trombosis (63,6%) fueron en el
arbol vascular pulmonar, mientras que en los deméas grupos la frecuencia fue
mayor a nivel vascular periférico. Ademas, es interesante resaltar que de los 7
pacientes con CNMP que presentaron un tromboembolismo pulmonar, dos
pacientes habian sido intervenidos del tumor primario mediante lobectomia (lo
gue supone el 40% de los pacientes con CNMP operados) y presentaron el
evento trombdtico durante el tratamiento adyuvante (un paciente 3 meses tras
la cirugia y el otro 7 meses después de la cirugia). En la Tabla 32, se detallan
los resultados.

Tabla 32. Eventos trombdticos y localizacién de los mismos en los diferentes grupos de
pacientes con tumor incluidos en este estudio.

Prostata Colon CNMP CMP TOTAL

N=32 N=43 N=65 N=17 N=157

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

Trombosis 10 (31,2) 6 (14) 11 (16,9) 2 (11,8) 29 (18,5)
No trombosis 22 (68,8) 37 (86) 54 (83,1) 15 (88,2) 128 (81,5)
TVP 6 (60) 3 (50,0) 3(27.3) 1 (50) 13 (44,8)

Localizacién TEP 2 (20) 1(16,7) 7 (63,6) 1 (50) 11 (37,9)

Otros 2 (20) 2 (33,3) 1(9,1) 0 5(17,3)
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En el grupo total de pacientes, la mediana de tiempo al evento
trombatico fue de 11,4 meses desde la inclusidén en el estudio (IC 95%: 10.3-
12.6). Cuando analizamos el tiempo al evento tromboético en cada cohorte de
o m— oulmen pacientes, seleccionando aquellos

B prostata . ,
- R con estadio 1V, se observo que en

—

0,8

de 6,9 meses (IC 95%: 0-18.3), en
cancer de prostata de 13,7 meses
il ] (IC 95%: 7.5-19.9) y en cancer de
02 pulmén estadio IV de 10,1 meses
' ' ] ] (IC 95%: 4.9-15.1), sin encontrar

0 10 20 30 . . . .
Tiempo (meses) diferencias significativas entre los

0,6

Lt el grupo de cancer colorrectal fue

Tiempo al evento trombdtico (%)

grupos (p= 0,17) (Figura 12).

Figura 12. Tiempo al evento trombético
segun lalocalizaciéon del tumor primario.

3. 2. Relacion entre los factores clinicos y la trombosis

Estudiamos la relacién entre las caracteristicas clinico-patoldgicas y la

trombosis en la serie global de pacientes y en cada cohorte por separado.

3. 2. a. En la serie global

En la Tabla 33 se describen las caracteristicas clinicas y patolégicas que
presentaban los pacientes con trombosis frente a aquellos que no tuvieron
trombosis, se observd que el evento trombético se asociaba a ECOG> 2. De
los pacientes que presentaron trombosis, el 82,8% eran estadio IV (24

pacientes), el 13,8% estadio Il (4 pacientes) y un 3,4% estadio Il (1 paciente).
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Tabla 33. Descripcion de las caracteristicas clinico-patolégicas en relacién con la
trombosis en la cohorte global de pacientes.

Trombosis No trombosis
N=29 N=128
N (%) N (%) P

Edad mediana (rango) 70 (41-85) 67 (33-83) 0,54
Sexo

Hombre 24 (18,5) 106 (81,5)

Mujer 5 (18,5) 22 (81,5) 0,99
IMC (kg/m”?)

>35 2(22,2) 7 (77,8)

<35 27 (18,2) 121 (81,8) 0,76
ECOG

<2 17(14,4) 101(85,6)

22 12(35,3) 22(64,7) <0,01
HTA

Si 13 (18,1) 59 (81,9)

No 16 (18,8) 69 (81,2) 0,91
Diabetes

Si 8(17,0) 39(83,0)

No 21(19,1) 89 (80,9) 0,76
Tabaco

Si 21(19,3) 88(80,7)

No 8 (16,7) 40 (83,3) 0,69
Dislipemia

Si 13(24,5) 40(75,5)

No 16(15,4) 88(84,6) 0,16
Quimioterapia previa

Si 0(0,0) 10(100)

No 29 (19,7) 118(80,3) 0,12
Metastasis hepaticas

Si 6(20,7) 23(79,3)

No 23 (18,0) 105 (82,0) 0,73
Metastasis pulmonares

Si 8(23,5) 26(76,5)

No 21(18,1) 95(81,9) 0,48
Bevacizumab

Si 3(13,0) 20(87,0)

No 26 (19,4) 108 (80,6) 0,47

3. 2. b. En cada cohorte de pacientes

COHORTE A: Céancer de prostata metastasico

En la Tabla 34 se describe la relacion de las caracteristicas clinicas con
la presencia de trombosis. Se observé que la trombosis se asociaba con el
tratamiento quimioterapico de forma significativa y habia una tendencia a la

asociacion con los niveles de PSA (p=0,07).
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Tabla 34. Relacién entre las caracteristicas clinico-patolégicas y la presencia de
trombosis en pacientes con carcinoma de prostata metastasico.

Trombosis No trombosis
N=10 N=22
N (%) N (%) P

Edad (mediana, rango) 72 (57-77) 72 (63-79) 0,43
IMC>35 kg/m*

Si 2 (40,0) 3(60,0)

No 8 (29,6) 19 (70,4) 0,65
ECOG

<2 5(23,8) 16 (76,2)

22 5 (45,5) 6 (54,5) 0,21
HTA

Si 4 (26,7) 11 (73,3)

No 6 (35,5) 11 (64,7) 0,59
Diabetes

Si 3 (42,9) 4 (57,1)

No 7 (28,0) 18 (72,0) 0,45
Tabaco

Si 7 (36,8) 12 (63,2)

No 3(23,1) 10 (76,9) 0,41
Dislipemia

Si 4 (36,4) 7 (63,6)

No 6 (28,6) 15 (71,4) 0,65
Gleason

<7 0 1 (100)

7 2 (28,6) 5(71,4)

>7 7 (35,0) 13 (65,0) 0,74
Enfermedad alto riesgo

Si 1(7,1) 13 (92,9)

No 9 (50,0) 9 (50,0) <0,01
Metastasis visceral

Si 1(20,0) 4 (80,0)

No 9(33,3) 18 (66,7) 0,55
Metéastasis 6sea

Alto riesgo 1(9,1) 10 (90,9)

Bajo riesgo 6 (46,2) 7 (53,8) 0,05
PSA (mediana, rango) 140 (61-697) 49(0,2-855) 0,07
FA (mediana, rango) 253,2 (89-1378,8) 289,8 (133,8-2135,4) 071
Tratamiento

Docetaxel 10 (41,7) 14 (58,3)

Hormonoterapia 0 7 (100) 0,04

COHORTE B: Céancer colorrectal

En este grupo se observé que todos los eventos trombéticos ocurrieron
en los pacientes con enfermedad metastasica (estadio IV) y no hubo trombosis
en pacientes con enfermedad localizada (estadios 1l y 1ll), sin embargo no se
alcanzo la significacion estadistica aunque habia una tendencia (p= 0,08).
Ademas, el evento trombotico se asociéo de manera significativa a la presencia
de metastasis hepaticas como vemos en la Tabla 35. No se encontrd

asociacion con las demas variables estudiadas.
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Tabla 35. Relacion de caracteristicas clinico-patoldgicas con la presencia de trombosis
en la cohorte de pacientes con cancer colorrectal.

Trombosis No trombosis
N=6 N=37
N (% N (% P

Sexo

Hombre 2(8,3) 22 (91,7)
Mujer 4(21,1) 15 (78,9) 0,23

ECOG
<2 5 (14,3) 30 (85,7)
>2 1 (20,0 4 (80,0 0,74

Diabetes
Si 2(14,3) 12 (85,7)
No 4 (13,8 25 (86,2 0,97

Dislipemia
Si 2(18,2) 9 (81,8)
No 4 (12,5 28 (87,5 0,64

Estadio

1-11 0 13 (100)
\Vi 24 (80,0)

Metéstasis pulmonares
Si 2(22,2) 7(77,8)
4

No 11,8 30 (88,2 0,42

COHORTE C: Céancer de pulmon

En el grupo de pacientes con cancer de pulmoén, solo observamos
asociacion de ECOC = 2 con la presencia de trombosis especialmente en el
grupo de pacientes con CNMP (Tabla 36).
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Tabla 36. Relacion de parametros clinico-patoldgicos con la trombosis en la cohorte de
pacientes con cancer de pulmén (CNMP y CMP).

CNMP CMP
Trombosis No Trombosis P Trombosis No Trombosis P
N=11 N=54 N=2 N=15
N (%) N (%) N (%) N (%)

Edad mediana (rango) 70 (41-80) 64,5 (36-79) 0,77 59 (56-62) 64 (46-80) 0,36
Sexo

Hombre 10 (16,9) 49 (83,1) 2 (13,3) 13 (86,7)

Mujer 1(16,7) 5(83,3) 0,99 0 2 (100) 0,58
ECOG

<2 6 (12,0) 44 (88,0) 1(8,3) 11 (91,7)

>2 5 (38,5) 8 (61,5) 0,02 1(20,0) 4 (80,0) 0,49
IMC>35 kg/m?

Si 0 2 (100) 0 1 (100)

No 11(17,5) 52 (82,5) 0,52 2(12,5) 14 (87,5) 0,71
HTA

Si 6 (21,4) 22 (78,6) 1(14,3) 6 (85,7)

No 5 (13,5) 32 (86,5) 0,39 1(10,0) 9 (90,0) 0,78
Diabetes

Si 3(13,6) 19 (86,4) 0 4 (100)

No 8 (18,6) 35 (81,4) 0,61 2 (15,4) 2 (15,4) 0,40
Tabaco

Si 11 (19,0) 47 (81,0 2(11,8) 15 (88,2)

No 0 7 (100) 0,21 0 0
Dislipemia

Si 5 (20,8) 19 (79,2) 2 (28,6) 5 (71,4)

No 6 (14,6) 35 (85,4) 0,52 0 10 (100) 0,07
Estadio

-1 4 (15,4) 22 (84,6) 1(11,1) 8 (88,9)

v 7 (17,9) 32(82,1) 0,79 1(12,5) 7 (87,5) 0,93
Metastasis hepaticas

Sij 0 6 (100) 0 3(100)

No 11 (18,6) 48 (81,4) 0,25 2(14,3) 12 (85,7) 0,49

3. 3. Relacion entre las alteraciones de laboratorio y los eventos
trombdéticos

3. 3. 1. Hemograma

En la serie global de pacientes no observamos diferencias significativas
en los valores basales del hemograma en funcion de la presencia o no de

trombosis, como se observa en la Tabla 37.
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Tabla 37. Relacion de las tres series hematoldgicas con la presencia de trombosis en la
serie global de pacientes.

Trombosis No trombosis
N=29 N=128
Mediana Rango Mediana Rango
Hemoglobina (g/dL) 11,900 9,5-17,6 12,600 8,6-16,0 0,45
Leucocitos (x10%uL) 9,2 4,4-59,6 8,6 1,1-190 0,94
Plaquetas (x10°/uL) 275 95-659 254 35,7-575 0,41

Sin embargo, en el analisis por cada cohorte por separado, observamos
que en el grupo de cancer colorrectal, los que presentaron trombosis se
asociaban a niveles mas bajos de Hb de forma significativa. Y en los pacientes
con cancer de prostata, observamos que aquellos que presentaron trombosis
tenian plaquetas mas elevadas de forma significativa (Tabla 38).

Tabla 38. Valores de hemograma basal en cada cohorte de pacientes seleccionando solo
aquellos con enfermedad metastasicay en CNMP (estadio IlI-IV no operados).

Préstata CCR

Trombosis No Trombosis Trombosis No Trombaosis
Mediana Mediana Mediana Mediana
(rango) (rango) (rango) (rango)

N=10 N=22 N=6 N=37

Hemoglobina 12,1 12,9 (8,8-14,3) 0,54 10,4 11,6 0,06
(g/dL) (9,5-15,9) (9,5-11,9) (8,6-14,4)
Leucocitos 7,15 6,9 0,15 7,9 8,55 0,49
(x10*/uL) (4,9-17,6) (3,2-12,7) (4,4-167) (3,1-15,5)
Plaquetas 249,5 209,5 0,08 298 287 0,14
(x 10%u L) (144-432) (125-349) (259-481) (111-467)
CNMP CMP
Trombosis No Trombosis Trombosis No Trombaosis
Mediana Mediana Mediana Mediana
(rango) (rango) (rango) (rango)
N=11 N=54 N=2 N=15

Hemoglobina 12,0 13,0 0,75 12,4 (12-12,7) 13 (10-15) 0,79
(g/dL) (9,8-17,6) (8,7-16)
Leucocitos 9,8 9,3 0,78 4,75 (4,6-4,9) 9 (5,4-110) 0,01
(x10*/uL) (4,9-596) (1,1-190)
Plaquetas 262 259 0,71 203 (156-250) 284 (154-479) 0,25
(x 10%u L) (95-659) (90-575)
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3. 3. 2. Parametros clasicos de la coagulacion

3. 3. 2. a. En todos los pacientes

En el grupo global de pacientes, no observamos alteraciones relevantes
en los pardmetros basales de laboratorio que se asociaran a la presencia de
trombosis como se observa en la Tabla 39.

Tabla 39. Parametros cléasicos de la coagulaciéon en funcién de la presencia de trombosis
en la serie global de pacientes.

Trombosis No trombosis
N=29 N=128
Mediana Rango Mediana Rango
LDH (UI/L) 456 216-930 408 216-3954 0,29
Fibrin6geno (g/L) 4,01 0,78-6,15 4,42 1,88-7,26 0,33
DD (mg/L) 0,380 0,02-4,49 0,285 0,01-9,79 0,14
FvW (%) 227,5 97,0-613,1 197,1 45,7-734,5 0,26
TP (seg) 24,4 9,1-32,2 22,3 10,0-41,7 0,71

3. 3. 2. b. En cada cohorte de pacientes

En el grupo de cancer de préstata se observd que los pacientes que
desarrollaron trombosis tenian FYW mas elevado frente a los pacientes que no
presentaron trombosis de forma significativa (267% vs 199%, p=0,02) (Tabla

40). En el resto de grupos no se observo ninguna asociacion destacada.

Tabla 40. Relacion de parametros de laboratorio basales con el evento trombético en
pacientes con cancer de préstata estadio IV.

Trombosis N=10 No Trombosis N=22

VELIEGE Rango Mediana Rango
LDH (UI/L) 462 216-756 414 312-726 0,94
Fibrindgeno (g/L) 4,0 0,8-5,7 4,1 3-7,3 0,13
DD (mg/L) 0,545 0,2-1,496 0,240 0,008-2,677 0,30
FVW (%) 267 225-364 199,3 45,7-358 0,02
TP (seQ) 22,8 9,1-28,4 13,4 10-28,4 0,42
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Tabla 41. Relacién de parametros de laboratorio con el evento trombético en pacientes
con cancer colorrectal (todos los pacientes).

Trombosis N=6 No trombosis N=37
Mediana Mediana
LDH (UI/L) 336,00 300,00-930,00 390,00 216,00-3918,00 0,89
Fibrin6geno (g/L) 3,33 2,54-5,58 4,08 1,88-7,04 0,25
DD (mg/L) 0,484 0,388-4,496 0,313 0,074-9,790 0,15
FVW (%) 223,00 97,00-232,00 207,35 49,60-571,00 0,72
TP (seg) 23,80 10,60-32,20 16,20 10,20-32,20 0,61

Tabla 42. Relacion de parametros de laboratorio basales con el evento tromboético en
pacientes con cancer colorrectal estadio IV.

Trombosis N=6 No trombosis N=24

Mediana Rango Mediana Rango
LDH (UI/L) 336 300-930 480 216-3918 0,49
Fibrin6geno (g/L) 3,3 2,5-5,6 4.1 1,9-6,2 0,28
DD (mg/L) 0,484 0,388-4,496 0,587 0,180-9,790 0,48
FVW (%) 223 97-232 239 49,6-571 0,38
TP(seg) 23,8 10,6-32,2 15,7 10,2-32,2 0,49

En el grupo de pacientes con cancer de pulmon, se realizé el analisis en
el grupo global y en pacientes con enfermedad avanzada (lll-IV) en CNMP
(Tabla 43) y en la cohorte de CMP se incluyeron todos los pacientes dado el
pequefio tamafio de la muestra (Tabla 44). No se observaron diferencias en

funcion de la presencia de trombosis.

116



Tabla 43. Parametros analiticos en funcion de la presencia de trombosis en CNMP.

TODOS ESTADIO IlI-IV
Trombosis No Trombosis Trombosis No Trombosis | P
Mediana Mediana Mediana Mediana
(rango) (rango) (rango) (rango)
N=11 N=54 N=10 N=49
LDH (UIIL) 444 (306-534) 396 (222-3954) 0,81 462 (312-534) 402 (222-3954) 0,81
(F;Lr;nogeno 422(2,37550) 471(1957,26) 025 4,3 (2,4-5,5) 471973 048
0,314 (0,019- 0,274 (0,024- 0,328 (0,019- 0,274 (0,024-
DD (mg/L) 3,390) 9,359) 0.73 3,390) 9,359) 0.79
FYW (%) 167’233()106' 193%133' (gg)’%' 048  167,4 (106-303) 274 (0,024-9,359) 0,51
TP (seg) 26";(1 (22(%30' 2650 (71(%'00' 058  26/4(2633L,2)  26,5(10-41,7) 0,58

Tabla 44. Relacion de parametros de laboratorio basales con el evento trombdtico en
pacientes con CMP.

Trombosis N=2 No trombosis N=15
Mediana Rango Mediana Rango
LDH (UI/L) 312 228 402 3732 0,36
Fibrindgeno (g/L) 3,9 1,7-6,1 4,6 3,1-6,8 0,81
DD (mg/L) 0,791 0,272-1,309 0,311 0,053-0,730 0,37
FvW (%) 613,1 613,1-613,1 187,4 74-388,3 0,15
TP (seQ) - - 31,7 31,7 -

3. 3. 3. Antitrombina

No se observaron diferencias en la actividad antitrombina en pacientes
con o sin trombosis, ni en la serie global de pacientes ni en cada cohorte
atendiendo al tipo de tumor como se puede ver en la Tabla 45.
Sorprendentemente, los pacientes con deficiencia de antitrombina, no

presentaron mayor numero de eventos trombdéticos.
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Tabla 45. Mediana de actividad de antitrombina (%) en pacientes con o sin trombosis, en
cada cohorte.

Préstata
ETE \[¢]
N=10 ETE
N=22
Anti-FXa 101,9 99,9 95,9 100,9 91,7 97,5 95,3 93,8
mediana (95,2- (78,1- (88,8- (38,6- (3,6- (44,7- (89,3- (74,8-
%(rango) 111,6) 108,4) 0,47 99,2) 112,1) 0,61 101,4) 114,2) 0,16 101,4) 106,2) 0,83

Tabla 46. Relacion entre deficiencia de antitrombina y trombosis atendiendo al tipo de
tumor.

Prostata

Anti-FXa ETE No
N=10 ETE

N=22
Deficiente 0 2 0 4 2 9 0 2
N (%) (100) (100) (18,82) (81,8) (100)
Normal 10 20 6 33 9 45 2 13
N (%) (333) (66,7) 0,32 | (154) (846) 0,39 | (16,7) (838 0,91 | (13,3) (86,7) 0,58

3. 3. 4. Ruta de contacto

De los doce pacientes que presentaron activacion de la ruta de contacto
con bandas activadas de FXlla, se observaron 3 eventos trombdéticos, uno en
un paciente con cancer de prostata y dos en pacientes con CNMP (50%). No
se observé asociacion entre la activacion de la ruta de contacto y la trombosis.
Tabla 47. Relacién de pacientes que presentaron trombosis en funcidon de la presencia

de activacion de FXIl en cada cohorte. No se incluye CMP porque no hubo pacientes con
activacién de FXILI.

CNMP
No ETE
N=54

Préstata

ETE
N=11

No ETE
N=22

FXlla  1(20%) 4(80%) 052 0O 3(100%) 049 2(50%) 2 (50%) 0,08
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3. 3. 5. Trastornos de glicosilacion

En este apartado fue interesante el hallazgo que se observd en el
paciente nimero 1, que presentd una banda de hipoglicosilacion tras recibir
tratamiento con quimioterapia y coincidiendo con el momento agudo de la
trombosis. Fue también interesante la evolucién posterior, puesto que desde el
inicio del tratamiento con HBPM, las bandas de hipoglicosilacién fueron
haciéndose cada vez menos intensas hasta ser practicamente indetectables.

Mas adelante se desarrollara este caso particular.

No hubo eventos tromboéticos en los demas pacientes a los que se
detectaron bandas de hipoglicosilacion, ni en aquellos que las tenian en la
muestra basal, ni en los que las presentaron tras la administracion de

quimioterapia.

3. 3. 6. Relacion de la concentracion de ADN circulante con la
trombosis

No hubo diferencias significativas en la concentracion de ADNc entre los
pacientes que habian tenido trombosis y los que no tuvieron. La mediana en los
pacientes con trombosis fue de 53,5 ng/mL (rango 23-823) frente a 56 ng/mL
(rango 13-2090), en los pacientes sin trombosis; p= 0,68. Cuando se analiza
segun el tipo de tumor, tampoco se observaron diferencias significativas en los
niveles de ADNc, como vemos en la Tabla 48. Unicamente llama la atencion
que los pacientes con CMP que desarrollaron trombosis tenian una
concentracion elevada, 472 ng/mL, sin que las diferencias llegaran a alcanzar
la significacion estadistica, probablemente por el bajo nUmero de pacientes

(solo dos pacientes presentaron trombosis en este grupo).

Tabla 48. Concentracion de ADN circulante en estadios avanzados de cada cohorte de
pacientes en funcién de la presencia o no de trombosis.

Préstata CCR estadio IV CNMP estadio IlI-1V CMP estadio IlI-IV
ETE No ETE ETE No P ETE  No P ETE No P
N=10 N=22 N=6  ETE N=10 ETE N=2 ETE
N=24 N=49 N=13
ADNCc 65 64 , 111 72 099 46 47 0,86
'(\:'aeg;r; (23-100)  (14-208) (35  (22- (30- (14 (122- (41
ng/mL 230)  2090) 329)  334) 823)  200)
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3. 4. Relacion entre el desarrollo del evento trombdtico y la
evolucion tumoral

Aunque hay que tener en cuenta que este estudio no fue disefiado para
observar el impacto de la trombosis en la supervivencia, no se observo
diferencias en supervivencia en funcién de la presencia o no de trombosis, ni

en el analisis de la poblacidon general, ni en cada cohorte de pacientes (Figura
13).
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Figura 13. Graficas de supervivencia global en funcidon de la presencia de trombosis.
La gréafica de arriba a la izquierda corresponde a la cohorte de cancer de prostata
estadio IV, la de arriba a la derecha a CCR estadio 1V, la de abajo a la izquierda CNMP
estadio lll-IV y la de abajo a la derecha CMP.
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4. Efecto de la quimioterapia sobre el sistema

hemostatico en cancer colorrectal
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4. Efecto de la quimioterapia sobre el sistema hemostatico en
cancer colorrectal

Este estudio se realiz6 en 25 pacientes con cancer de colon, 13 (52%)
eran estadio Il-11l e iban a recibir tratamiento adyuvante y 12 (48%) eran estadio
IV. Se recogié muestra previa al inicio de quimioterapia y tras administracién de
la misma, con el objetivo de observar los cambios inducidos por el tratamiento
en los parametros del sistema hemostatico analizados. Las muestras pre y
post-tratamiento estaban separadas una media de 15+6 semanas en el grupo
de pacientes estadio Il-1ll y 8+t10 semanas en el grupo de pacientes estadio 1V,
que en muchos casos coincidia con la reevaluacion. En la Tabla 49 se
describen las caracteristicas clinicas de este grupo de pacientes:

Tabla 49. Caracteristicas clinicas de los pacientes con cancer de colon con muestras pre
y post tratamiento.

N (%)

N 25
Edad (afios) Mediana (rango) 67 (38-83)
IMC Mediana (rango) 27 (23-37)
Sexo

Hombre 13 (52)

Mujer 12 (48)
ECOG

<2 25 (100)

>2 0(9)
Estadio

-1 13 (52)

\V; 12 (48)
Cardiopatia isquémica

Si 1(4)

No 24 (96)
Diabetes

Si 10 (40)

No 15 (60)
Habito endlico

Si 1(4)

No 24 (96)
Tabaco

Si 8 (32)

No 17 (68)
Dislipemia

Si 8 (32)

No 17 (68)
HTA

Si 14 (56)

No 11 (44)
Quimioterapia previa

Si 3(12)

No 22 (88)
N° lineas previas 0-4
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Metastasis hepaticas

Si 7 (28)

No 18 (72)
Cirugia de metéastasis hepaticas

Si 4 (16)

No 21 (84)
Evento tromboembodlico

Si 2(8)

No 23 (92)
Tratamiento

Fluoropirimidina 7 (28)

Oxaliplatino-fluoropirimidina 18 (72)
Respuesta a tratamiento

Respuesta completa 11 (44)

Respuesta parcial 6 (24)

Enfermedad estable 5 (20)

Progresion 3(12)
Progresion

Si 11 (44)

No 14 (56)
Exitus

Si 6 (24)

No 19 (76)
Causa de muerte

Progresion 5 (83)

Toxicidad 0 (0)

Enfermedad tromboembdlica 0 (0)

Otros 1(17)

El analisis estadistico se realizdé en todos los pacientes en general,
aunque algunos pacientes fueron estudiados de manera individual debido a las
alteraciones observadas. Los resultados se muestran en la Tabla 50, se
observé un ligero descenso del valor FYW y de la concentracion de ADNc. Nos
llamo la atencion que los pacientes con enfermedad localizada que partian de
niveles altos de fibrindbgeno y FvW, éstos disminuian tras el tratamiento hasta
casi valores normales. Sin embargo, habia un aumento de LDH y DD tras el
tratamiento (aunque no significativo) como reflejo de la lisis celular. En
contraposicion, fue llamativo que en pacientes estadio IV, que tenian niveles
basales mas elevados de LDH y ADNCc, éstos disminuian con el tratamiento. No
mostramos los resultados porque el nimero de pacientes es muy pequefio y no

se alcanzo la significacion estadistica.
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Tabla 50. Parametros del sistema hemostatico en muestras pre y post-quimioterapia en

pacientes con cancer colorrectal.

Muestra preQT Muestra postQT Diferencia P
Mediatdesv tipica | Mediatdesv tipica Mediatdesv tipica
Fibrinégeno (g/L) 4,34+1,42 3,9+6,1 0,44+1,3 0,48
LDH (UI/L) 771,0£1271,8 366,0+49,1 405,0+1298,7 0,16
FVW (%) 190,0+68,9 155,1+76,4 34,9+102,9 0,67
DD (mg/L) 0,362+0,166 0,620+0,604 -0,257+0,654 0,31
TP (seg) 20,68+7,6 20,66+6,01 0,02+4,8 0,50
Anti-FXa (%) 92,8£16,9 94,4+14,2 -1,6+7,2 0,37
ADNc (ng/ml) 169,1+360,7 75,8+£52,5 93,3+£369,4 0,75

El estudio electroforético mediante western blot de diferentes proteinas
plasmaticas del sistema hemostatico mostré que la quimioterapia en general no
provocaba cambios significativos en ninguna de las proteinas hemostéticas
analizadas. En antitrombina, tampoco observamos formas aberrantes o
incremento de la forma latente. Sin embargo, en el grupo de pacientes estadio
IV, observamos dos casos puntuales, en los que aparecian bandas
hipoglicosiladas de antitrombina, tras la administracion de quimioterapia y que

detallamos a continuacion:
Paciente 1

Se trata de un hombre de 58 afios, sin antecedentes médico-quirdrgicos
de interés, ni habitos toxicos (nunca bebedor ni fumador). Fue diagnosticado en
marzo 2007 de un adenocarcinoma de colon T3N1M1 estadio IV con
metastasis hepéaticas. Fue incluido en el estudio antes de iniciar primera linea
de tratamiento, que recibi6 con quimioterapia esquema oxaliplatino,
capecitabina y bevacizumab, entre septiembre 2007 y febrero 2008. Presentd
buena tolerancia al tratamiento e hizo una respuesta parcial segun criterios
RECIST. Después de la primera reevaluacion fue sometido a cirugia el tumor
primario mediante hemicolectomia derecha y reseccion de la metastasis
hepatica Unica que tenia, quedando en respuesta completa hasta diciembre de
2013, fecha de la ultima visita. Se recogié muestra antes de cada ciclo de
quimioterapia que se administraba cada 15 dias. Presentdé un evento
trombdtico en octubre 2007, que coincide con el momento de la muestra

namero 3 (previo al ciclo 3).
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Aunque el estudio de antitrombina, mediante gel SDS en condiciones
reducidas, no detectaba incremento significativo de formas hipoglicosiladas
(Figura 14), si presentaba aumento de formas hipoglicosiladas de a1-
antitripsina, siendo la muestra del ciclo 3, cuando present6 el evento trombaético
la que mayor niveles de formas hipoglicosiladas presentaba. Las muestras
posteriores mantienen las formas hipoglicosiladas aunque con bandas de
hipoglicosilacién de menor intensidad. El patron electroforético observado fue
muy similar aunque mas suave que el que presentan los pacientes con
trastornos de glicosilacién congénita, en concreto los pacientes PMM2-CDG, el

desorden mas frecuente dentro de su rareza (Figura 14).

El estudio de un potencial desorden de glicosilacion en este paciente se
complet6 con el andlisis de las glicoformas de transferrina (otra N-glicoproteina
hepética) mediante HPLC. Este procedimiento es el empleado para
diagnosticar los trastornos de glicosilacién congénitos.® Aunque los niveles de
asialo y disialo transferrina son menores que los encontrados en pacientes
PMM2-CDG, la proporcién di-tri sialotransferrina es elevada, lo que junto al
patron electroforético sugieren la existencia de un desorden de glicosilacién
tipo 1 (Figura 14).

La secuenciacion del gen PMM2 en este paciente, no mostrd

alteraciones moleculares relevantes en los exones y regiones flanqueantes.
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Figura 14. Deteccion de formas hipoglicosiladas (flechas) de antitrombina (AT), al-
antitripsina (detectadas mediante western blot) y transferrina (identificadas mediante
HPLC) en plasma del paciente 1, con cancer de colon en diferentes momentos prey
post-quimioterapia (QT). Como controles se emplean pacientes PMM2-CDG con
trastorno congénito de glicosilacion y controles sanos.

Paciente 126

Se trata de una mujer de 61 afios, sin antecedentes de interés, sin
hébitos toxicos y con funcion hepatica normal. Fue diagnosticada en mayo
2009 de un adenocarcinoma de colon T3N1M1, estadio IV, con metastasis
hepaticas extensas y metastasis pulmonares. El estatus mutacional KRAS era
desconocido. Fue incluida en el estudio previo al inicio de la primera linea de
tratamiento, que recibié con capecitabina y oxaliplatino entre junio y noviembre
de 2009. La tolerancia al tratamiento fue buena pero la respuesta escasa, ya
gue solo se consigui6 estabilizacion de la enfermedad. En enero 2010 present6
progresion tumoral y se cambié el tratamiento a CPT11-bevacizumab. En esta
ocasion no hubo respuesta objetiva y fallecié en mayo 2010, a los 5 meses. No

presento eventos trombaoticos durante la evolucion de su enfermedad.
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Se recogio muestra para el analisis antes del ciclo 1 y a las 4 semanas
de tratamiento. Los parametros de la coagulacion estudiados no presentaron
cambios relevantes tras la administracion del tratamiento. Llamaba la atencion
los niveles altos de DD mantenidos (1,4mg/L y 1,2mg/L en la muestra pre y
post-tratamiento). La actividad antitrombina fue normal en todo momento, sin
cambios relevantes entre ambas muestras (104% y 90%, pre y post-

tratamiento).

La presencia de formas hipoglicosiladas de a1-AT se detectaron en la
segunda muestra, recogida a las 4 semanas de iniciar el tratamiento de
quimioterapia (Figura 15) y de nuevo, el patrén electroforético fue muy similar
aungue mas suave que el que presentan los pacientes con trastornos de
glicosilacién congénita, en concreto los pacientes PMM2-CDG (Figura 15). El
estudio de las glicoformas de transferrina mediante HPLC mostré6 un sutil
defecto de glicosilacion tipo 1 (Figura 15).

Finalmente, tampoco identificamos alteraciones moleculares relevantes

en los exones y regiones flanqueantes de PMM2.

Por otro lado, no se observd activacion de la ruta de contacto inducida
por el tratamiento, no se detectaron formas activadas de FXIl o FXI.
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Figura 15. Deteccidn de formas hipoglicosiladas (flechas) de antitrombina (AT), a1-
antitripsina (detectadas mediante western blot) y transferrina (identificadas
mediante HPLC) en plasma del paciente 126, con céancer de colon pre y post-
guimioterapia (QT). Como controles se emplean pacientes PMM2-CDG con trastorno
congénito de glicosilacién y controles sanos.
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5. Correlacion entre los parametros estudiados del
sistema hemostatico y la evolucion de la

enfermedad
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5. Correlacion entre los parametros estudiados del sistema
hemostatico y la evolucion de la enfermedad

5. 1. Hemograma

En las tablas 51 y 52 se detalla el valor prondstico de supervivencia
global y libre de progresion de las principales alteraciones observadas en las
tres series hematolédgicas: Hb<10g/dL, leucocitos altos (por encima del rango
de la normalidad establecido en el laboratorio) y plaquetas altas (por encima
del rango de laboratorio). En los pacientes con cancer de préstata observamos
gue la trombocitosis tenia valor prondéstico de supervivencia global (Tabla 51) y
libre de progresion (Tabla 52). Sin embargo, estos resultados fueron a
expensas de un Unico paciente que presentaba trombocitosis en el momento
de inclusién en el estudio y tuvo una supervivencia de 5,5 meses, mucho mas
corta que la mediana de supervivencia de la cohorte de estudio que fue 17,7
meses. Por este motivo, estos resultados deberian ser confirmados en series
mas amplias.

Tabla 51. Valor pronostico de supervivencia global de las alteraciones del hemograma en
cada cohorte de pacientes.

Préstata CCR CNMP CMP ‘

HR (IC 95%) HR (IC 95%) HR (IC 95%) P | HR (IC 95%) P

Hb< 10 0,6 (0,8-2,2) 0,48 3,2(0,9-10,7) 0,06 7,5(0,7-82,6) 0,10

(g/dL)

Leucocitos 0,9 (0,3-2,9) 0,93 1,6 (0,6-4,4) 0,37 3,1(1,7-5,9) <0,01 9,8 (1,7-55,6) 0,01
altos

Plaquetas 14,5 (1,3- 0,03 0,7(0,2-25) 062 1,9(0,9-4,5) 0,10 10,4 (1,7- 0,01
altas 159,9) 63,5)

0,8(0,6-1,04) 0,31

Tabla 52. Valor prondstico de supervivencia libre de progresion de las alteraciones del
hemograma en cada cohorte de pacientes.

Préstata CCR CNMP CMP ‘

HR (IC 95%) HR (IC 95%) HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P

Hb< 10 0,8(0,6-1,04) 012 1,1(0,4-27) 099 35(0,8155) 0,09 0,04 (0- 0,85
(g/dL) <0,01)
Leucocitos 0,7 (0,24-2,04) 051 2,3(0,9-54) 005 24(1,34,7)  <0,01 9,8 (1,7- 0,01
altos 55,6)
Plaguetas 145 (1,3-159,9) 0,03 0,7(0,2-2,1) 0,553 2,1 (0,9-4,9) 0,06 10,4 (1,7- 0,01
altas 63,5)
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En los pacientes con cancer colorrectal se observo que los leucocitos

altos al diagndstico se asociaban con peor supervivencia libre de progresion
(Figura 16).

Altos
m Bajos

Supervivencia libre de progresion (%)

i
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Figura 16. Curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresion en CCR en
funcion de tener leucocitos altos al diagndstico o no. Mediana de SLP fue de 12,7
meses frente a 22,5 meses, HR=2.3, IC 95%: 0.9-5.4; p=0.05.

En el grupo de pacientes con CNMP, se observd que los niveles altos de
leucocitos al diagnéstico se asociaban con peor supervivencia global y peor
supervivencia libre de progresion (Figura 17). Ademas, esta asociacion se
mantenia cuando analizamos soélo los pacientes estadios IlI-IV no operados
(N= 60) (Figura 18).
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Figura 17. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresién (izquierda) y
global (derecha) en pacientes con CNMP, en funciéon de tener un recuento elevado o
bajo de leucocitos al diagnéstico. La mediana de supervivencia libre de progresion
fue de 10,5 meses en grupo con leucocitos altos y 19,1 meses en grupo con
leucocitos bajos, HR= 2.4, IC 95%:1.3-4.7; p< 0.01. La mediana de supervivencia global
fue de 6,7 meses en el grupo con leucocitos altos y 19,4 meses en el grupo con
leucocitos bajos, HR= 3.1, IC 95%: 1.7-5.9; p< 0.01.
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Figura 18. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresién (izquierda) y
global (derecha) para pacientes con CNMP estadio IlI-IV no operados, en funcién de
tener un recuento elevado o bajo de leucocitos al diagnoéstico. La mediana de
supervivencia libre de progresién fue de 7,1 meses en pacientes con leucocitos altos
basales frente a 16,4 meses en los demas pacientes, HR= 3.5, IC 95%:1.7-7.1; p< 0.01.
La mediana de supervivencia global fue de 6,3 meses en el grupo de pacientes con
leucocitos altos basales, frente a 16,3 meses en los demas pacientes, HR= 3.8, IC 95%:
1.9-7.3; p< 0.01.

En el grupo de CMP se observé que tanto las plaquetas altas como los
leucocitos altos al diagndstico, se asociaban con peor supervivencia global y
supervivencia libre de progresion (Figura 19).
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Figura 19. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia (libre de progresion vy
supervivencia global) en CMP, en funcidn de tener leucocitos altos al diagndstico (A) o
plaguetas altas al diagndéstico (B). Los pacientes con leucocitos altos al diagndstico
tenian una mediana de supervivencia de 7,2 meses frente a 14,9 meses en los
pacientes sin leucocitos altos, HR= 9.8, IC 95%: 1.7-55.6; p= 0.01. Los pacientes con
plaguetas altas al diagndstico tuvieron una mediana de supervivencia de 5,2 meses
frente a 12,9 meses en el resto de los casos, HR= 10.4, IC 95%: 1.7-63.5; p=0.01.
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5. 2. Parametros clasicos de la coagulacion

En este apartado analizamos la asociacion con la supervivencia global

(Tabla 53) y libre de progresion (Tabla 54) de las alteraciones de los

parametros clasicos de la coagulacion observadas, en todos los pacientes y en

los pacientes con enfermedad avanzada (CCR estadio IV, CNMP estadios IlI-IV

no operados y CMP estadios llI-IV). Para los parametros LDH, DD y FvW,

tomamos como punto de corte, la mediana observada en cada cohorte de

pacientes y estudiamos la asociacion de tener niveles por encima de la

mediana con la supervivencia. Para el fibrinbgeno se tomé como punto de corte

el 4 (limite alto de la normalidad).

Tabla 53. Parametros cléasicos de la coagulacién y valor pronéstico de supervivencia
global en cada cohorte de pacientes.

Préstata

HR (IC 95%)

CCR
HR (IC 95%)

CNMP
HR (IC 95%)

CMP
HR (IC 95%)

LDHalta (UL) 29(L17,3) 002 04(02-11) 008 14(0727) 030  21(0575 0,28
Z:g'& (;f)e no 14(0636) 043 11(07-15) 069 13(07-26) 037  16(0658) 045
DDalto (mg/l)  3.1(1,1-82) 002 18(0843) 017 17(0932) 008  1,7(0552) 0,38
FVW alto (%) 29(1175) 003 37(L,1126) 004 29(1656) <001 14(0541) 056
TP (seg) 09(09105 077 110951 052 00(09L1) 08l -

Tabla 54. Parametros clasicos de la coagulacién y valor prondéstico de supervivencia
global en pacientes con enfermedad avanzada.

Prostata CCRestadio IV CNMP estadio -1y~ CMP estadiolil-
HR (IC 95%) HR(C95%) P  HR(C95%) P HR(C95%) P |

I(.a;—ll_ )alta 29(11-7,3) 002 05(0213) 016 14(07-27 030  1,3(0348) 071
Fibrindgeno 14(0,6-36) 043 19(08-46) 0,14 1,2 (0,6-2,4) 0,59 21(0,6-7,7) 0,25
alto (g/L)
DD alto (mg/L)  3,1(1,1-82) 0,02 15(0,6-3,8) 0,36 2,1(1,1-3,9) 0,02 16(0551) 040
FvW alto (%) 29(1,1-75) 003 19(847 017 2,7 (1,4-5,1) <0,01 1,01 (0,33,1) 0,99
TP (seg) 0,9(0,9-1,05 0,77 11(09-11) 023 0990911 081 - .
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Tabla 55. Valor pronostico de supervivencia libre de progresién de las alteraciones de
los parametros clasicos de la coagulacion en cada cohorte de pacientes.

Prostata CCR CNMP CMP

HR (IC 95%) HR (IC 95%) HR (IC 95%) HR (IC 95%)
LDHalta (UL) 28(1265 001 03(01-08 001 1,3(0,7-25) 0,38  53(0,7-41,9) 0,11
Fibrinégeno 0,9(0,4-2,1) 093 1,1(0815) 066 1,3(0,7-2,5) 038  3,9(0,9-16,9) 0,06
alto (g/L)
DD alto
(ma/L) 23(1,01-52) 004 1,4(06-29 046 15(08-2,8) 0,16 1,1(0,4-39) 0,83
FVW alto (%) 1,3(0,6-27) 055 17(0,741) 023 24(1344) <001 08(02-27) 0,69
TP (seg) 09(09-1,05) 078 11(09-1,1) 039 1,1(09-12) 0,15 - -

Tabla 56. Valor pronostico de supervivencia libre de progresion de las alteraciones de
los parametros clasicos de la coagulacién en estadios avanzados.

Préstata CCR estadio IV CNMP estadio lllI- CMP estadio llI-1V
\Y)

HR (IC 95%) HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P
LDH alta 34,6 (0,04-
(UIL) 2,8(1,265) 001 035(0,1-0,8 002 13(07-25 0,38 21000) 0,29
Fibrinogeno 09(04-21) 093 21(09-48 007 12(06-23) 061 39(09-17,8) 008
alto (g/L)
DD alto
(mglL) 23(101-52) 004 12(0527) 064 20(11-37) 003 13(0445 069
FvW alto (%) 13(06-2,7) 055 13(06-28) 056 1,9(1,1-3,7) 0,03 0,6 (0,2-2,3) 0,52
TP (seg) 0,9(0,9-1,05) 0,78 1,1(0,9-11) 029 1,1(09-1,2) 0,15 - -

COHORTE A: Cancer de préstata metastasico

En el grupo de pacientes con cancer de pristata metastasico se observé
que la LDH presentaba valor prondéstico. Se tomé como punto de corte el valor
de la mediana de la serie, 432 Ul/L, de manera que pacientes con LDH por
encima de dicho valor tenian peor prondstico: peor supervivencia libre de
progresiéon con una mediana de 12,1 meses frente a 25,5 meses (HR= 2.8, IC
95%: 1.2-6.5; p= 0.01) y peor supervivencia global con una mediana de 10,1
meses vs 27,6 meses (HR= 2.9, IC 95%: 1.1-7.3; p= 0.02) como podemos
observar en la Figura 20.
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Figura 20. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresion vy
supervivencia global en pacientes con cancer de préstata en funcién de tener LDH
alta o baja, tomando como punto de corte la mediana (432 UI/L).

El DD tenia valor prondstico. Tomando como punto de corte el valor de
la mediana, 0,322 mg/L, los pacientes que tenian DD elevado presentaron peor
supervivencia global frente a los que tenian DD por debajo de la mediana: 10,1
meses frente a 27,6 meses con HR= 3.1, IC 95%:1.1-8.2; p= 0.02 y peor
supervivencia libre de progresion con una mediana de 12,1 meses frente a 25,5
meses, HR= 2.3, IC 95%:1.01-5.2; p= 0.04 (Tabla 53-55 y Figura 21).
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Figura 21. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresion y
supervivencia global en pacientes con cancer de prdstata en funcién de tener
dimero D alto (por encima de 0,322mg/L) o bajo (por debajo de 0,322 mg/L).

Ademas, los niveles de DD se correlacionaron con el valor de PSA en el
mismo momento de la extraccién de la muestra de forma significativa, pero no
con los valores de fosfatasa alcalina (Figura 22).
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Figura 22. Correlacién entre los niveles de dimero D y PSA (derecha) y los niveles de
dimero D y Fosfatasa Alcalina (izquierda).

Finalmente, también el FvW tenia valor prondstico en cuanto a
supervivencia global. Tomando como punto de corte el valor de la mediana,
231%, los pacientes que tenian FVYW elevado presentaron peor supervivencia
global frente a los que tenian FVYW por debajo de la mediana: 11,1 meses
frente a 34,2 meses con HR= 2.9, IC 95%:1.1-7.5; p= 0.03 (Tabla 53 y Figura
23). Sin embargo no hubo diferencias significativas en la supervivencia libre de
progresion.
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Figura 23. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresion y supervivencia
global en pacientes con cancer de prostata en funcién de tener FvW alto (por encima de
231%) o bajo (por debajo de 231%).
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COHORTE B: Cancer colorrectal

Se observ6 que tener FVW alto (por encima de 210%, mediana
observada) se asociaba a peor supervivencia global con HR= 3.7, IC 95%: 1.1-
12.6; p= 0.04 (Tabla 53), pero no se observo asociacion con supervivencia libre
de progresion (Tabla 55). Sin embargo, cuando analizamos los pacientes
estadio IV no observamos asociacion con la supervivencia (Tabla 54 y 56). En

pacientes estadio II-1ll no se encontré dicha asociacion con la supervivencia
(datos no mostrados).
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Figura 24. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresion vy
supervivencia global en pacientes con cancer colorrectal en funcién de tener FvW
alto (por encima de 210%) o bajo (por debajo de 210%).

COHORTE C: Cancer de pulmon
a. Carcinoma no microcitico de pulmédn

La mediana de DD en CNMP fue de 0,282mg/L. En este grupo se
observo que valores elevados de DD se asociaban a peor supervivencia global

y libre de progresion en estadios avanzados (Tabla 54 y 56) (Figura 25)

La mediana de FvW fue 187%. Tener valores por encima de la mediana
al diagnostico se asocié a peor supervivencia global (Tabla 53 y 54) y peor

supervivencia libre de progresién (Tabla 55 y 56), tanto en la cohorte global
como en estadios avanzados (Figura 26).
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Figura 25. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresion vy
supervivencia global en pacientes con cancer CNMP estadio IlI-IV no operado en
funcion de tener DD alto o bajo.
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Figura 26. Curvas de de Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresion vy
supervivencia global en funcién de tener FYW alto o bajo al diagndéstico en la cohorte
global de CNMP (arriba) y en estadios avanzados (abajo).
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5. 2. Nuevos elementos del sistema hemostatico: ADN circulante

En este apartado realizamos solo el estudio en el ADNc puesto que en
los demas elementos estudiados las alteraciones encontradas son puntuales y

no hay suficiente nidmero de pacientes para poder realizar estudios de
supervivencia.

5. 2. 1. Valor prondstico de la concentracion del ADN circulante

segun el tipo de tumor

Para analizar el valor prondéstico de la concentracién basal de ADNc se
tomo, como punto de corte, la mediana de concentracion en cada cohorte de
pacientes.

COHORTE A: Cancer de prostata mestastasico

La mediana de ADNc en plasma en este grupo de pacientes fue de 64
ng/mL. Los pacientes con niveles de ADNc superiores tenian peor
supervivencia libre de progresion, con una mediana de 9,6 meses frente a los
25,5 meses de los pacientes con niveles de ADNc inferiores (HR= 6.7, IC 95%:
2.5-18.5; p< 0.01) y peor supervivencia global, con una mediana de 9,6 meses
frente a los 34,3 meses de los pacientes con niveles de ADNc inferiores (HR=
8.04, IC 95%: 2.4-26.8; p< 0.01) (Figura 27).
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Figura 27. Grafica de Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresion (izquierda)
y supervivencia global (derecha) en funcién de la concentracién basal de ADN
circulante en pacientes con cancer de préstata estadio V.
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La concentracién elevada de ADNc se mantuvo como factor pronéstico
independiente en el andlisis mediante regresion multiple de Cox tanto para
supervivencia libre de progresion como para supervivencia global (Tabla 57).

Tabla 57. Analisis mediante regresion multiple de Cox para supervivencia libre de
progresion y para supervivencia global en pacientes con cancer de prostata.

Supervivencia libre de progresién Supervivencia global

HR IC 95% P HR IC 95% p
Edad 1,14 1,02-1,27 0,02 1,26 1,06-1,51 0,01
ECOG 2,35 0,90-6,15 0,08 7,16 1,62-31,59 <0,01
PSA 0,99 0,99-1,00 0,34 0,99 0,99-1 0,09
FA 1 1-1,01 0,34 1,01 0,99-1 0,29
Enf alto riesgo 0,80 0,25-2,55 0,71 0,49 0,12-1,96 0,31
ADNCc alto 18,56 3,45-99,99 <0,01 64,55  4,72-882,49 <0,01

COHORTE B: Cancer colorrectal

La mediana de concentracion del ADNc en pacientes con cancer
colorrectal fue de 66 ng/mL. En este grupo de pacientes no se observd
asociacion entre la concentracion de ADNc y la supervivencia libre de
progresion (HR= 1.6, IC 95%: 0.7-3.6; p= 0.25), ni con supervivencia global
(HR= 1.4, IC 95%: 0.5-3.7; p= 0.54) (Figura 28). Sin embargo, cuando
estudiamos solo los pacientes con estadio IV observamos que habia una
tendencia a la asociacion con peor supervivencia libre de progresion (HR=2.5,
IC 95%: 0.9-6.7; p=0.07) (Figura 29).
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Figura 28. Valor prondstico de la concentracion de ADN circulante en pacientes con
CCR.
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Figura 29. Valor prondéstico de la concentracion de ADN circulante en pacientes
con CCR estadio IV.

En el analisis mediante regresion multiple de Cox, en el que se incluyd la
edad, ECOG>2, la presencia de metastasis hepaticas, FYW alto y ADNc alto,
se observd que la presencia de FvVW elevado tenia valor prondstico
independiente tanto para supervivencia global como libre de progresion en
pacientes estadio IV (Tabla 59).

Tabla 58. Analisis mediante regresion multiple de Cox donde se incluyen variables con
factor prondéstico conocido en la cohorte global de pacientes con CCR.

Supervivencia libre de progresion Supervivencia global

HR IC 95% P HR IC 95%
Edad 0,9 09-1,1 0,20 0,9 09-11 0,86
ECOG>2 0,7 0,2-3,1 0,60 0,6 0,1-3,4 0,59
Mts hepaticas 11 0,3-3,1 0,96 1,6 0,5-5,4 0,46
FvW alto 2,2 0,7-6,7 0,16 54 1,2-24,8 0,03
ADNCc alto 1,7 0,6-4,7 0,32 1,0 0,3-3,1 0,99

Tabla 59. Analisis mediante regresién multiple de Cox donde se incluyen variables con
factor prondstico conocido en la cohorte global de pacientes con CCR estadio IV.

Supervivencia libre de progresion Supervivencia global

HR IC 95% P HR IC 95%
Edad 0,99 0,9-1,0 0,61 1,1 0,9-11 0,87
ECOG>2 0,5 0,1-2,6 0,41 0,6 0,1-3,1 0,51
Mts hepaticas 0,5 0,2-1,7 0,31 0,8 0,2-2,7 0,69
FvW alto 3,6 1,1-13,2 0,05 5,8 1,2-27,6 0,03
ADNCc alto 2,4 0,7-7,6 0,14 1,4 0,4-4,6 0,61
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COHORTE C: Cancer de pulmoén
a. Carcinoma no microcitico de pulmén

La mediana de concentracién en pacientes con enfermedad avanzada
fue de 56ng/mL. El analisis de supervivencia se realizé en la cohorte global de
pacientes y en el subgrupo de pacientes estadio IlI-IV (Figura 30). En ambos
casos se observo que pacientes con ADNCc alto tenian peor supervivencia libre

de progresién y peor supervivencia global.

En el andlisis mediante regresién multiple de Cox para supervivencia
global y para supervivencia libre de progresion (Tabla 60), observamos que
ADNCc elevado permanece como variable independiente cuando es incluida en

un modelo de regresion multinomial junto a otras variables con valor prondstico

conocido: ECOG=2, estadio, edad e |histologia epidermoide vs
adenocarcinoma.

A. CNMP (todos los pacientes) B. CNMP estadio llI-IV
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Figura 30. Valor prondéstico de la concentracion de ADN circulante en pacientes con
CNMP (A). Curva de supervivencia en el grupo de pacientes CNMP estadios IlI-IV (B).

Tabla 60. Analisis mediante regresion multiple de Cox donde se incluyen variables con
factor prondstico conocido. La concentracion elevada de ADNc permanece como
variable independiente de mal prondstico.

Supervivencia libre de progresion

Supervivencia global

HR IC 95% P HR IC 95%
Edad 1,01 0,97-104 0,77 1,01 0,97-1,05 0,79
Estadio 2,69 1,33-54 <0,01 1,95 0,94-4,01 0,07
ECOG 2,66 1,41-5,04 <0,01 3,82 1,9-7,7 <0,01
Epidermoide 2,37 1,18-4,74 0,02 2,75 1,27-5,97 0,01
ADNCc alto 2,32 1,17-5,59 0,02 2,51 1,18-5,34 0,02
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b. Carcinoma microcitico de pulmon

En este grupo de pacientes no se hizo el analisis de supervivencia dado
que el tamafio de la muestra es demasiado pequefio para extraer conclusiones:

2 pacientes estadio I, 7 pacientes estadio Ill y 8 pacientes estadio IV.
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Discusion
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La hipdtesis que motivéd nuestro trabajo fue que debia existir una
activacion diferencial del sistema hemostatico entre las diferentes neoplasias.
Para ello nos planteamos realizar un trabajo fundamentalmente descriptivo
analizando tanto los elementos clasicos de la coagulacién, como los nuevos
elementos implicados en el sistema hemostatico y que han sido poco
explorados en series clinicas de pacientes oncoldgicos. La oportunidad de
tener un grupo pionero en el estudio de la antitrombina y de los trastornos de
glicosilacion, entre otros elementos del sistema hemostético, podria aportar un
conocimiento mas profundo de este complejo sistema y plantear cuestiones
interesantes. Ademas, el analisis del sistema hemostéatico en pacientes con
cancer puede ser un modelo de estudio de este complejo equilibrio que puede
asistir en la identificacion de nuevos elementos o mecanismos implicados en el

incorrecto funcionamiento del mismo.

El primer objetivo propuesto ha sido ampliamente detallado, con la
descripcion tanto a nivel global como en cada cohorte de pacientes de todos
los elementos estudiados del sistema hemostatico. Con respecto a la poblacion
general, observamos que los pacientes con cancer tenian niveles de LDH, DD

y FVW mas elevados, como ya se habia descrito en estudios anteriores.*?"1%

Hemos observado, como pensabamos, que existen diferencias entre los
distintos tumores. A nivel celular, habia diferencias significativas en dos de las
tres series hematolégicas entre cada tipo de tumor (hemoglobina y leucocitos).
En cuanto a los pardmetros clasicos de la coagulacion, observamos que los
pacientes con cancer de prostata y cancer colorrectal, tenian niveles basales
de DD y FYW mas elevados con respecto a los pacientes con cancer de
pulmén (sin diferenciar por histologia CNMP y CMP), mientras que el TP era
significativamente mas bajo. El cancer de prdstata es el tumor en el que hemos
detectado mas alteraciones hemostéaticas y ademas, el que mayor incidencia
de eventos tromboticos ha presentado. Por este motivo, se le dedicara un

apartado mas adelante.

Los estudios publicados hasta la fecha en busqueda de factores
predictivos de trombosis en pacientes oncoldgicos tienen resultados muy
dispares y a pesar de las numerosas investigaciones durante afios, a dia de
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hoy, todavia no se ha encontrado ningun parametro Util per se para predecir
trombosis. Una de las causas que pueden justificarlo es el disefio de los
estudios: en la mayoria de ellos hay falta de datos sobre la enfermedad
neoplasica en cuanto a histologia, estadio tumoral (dato de crucial importancia
ya que se sabe que la enfermedad metastasica asocia un mayor riesgo
trombatico), los tratamientos recibidos y la situacién de la enfermedad en el
momento de la inclusion. Nos parece que estos datos son muy relevantes por
la hipétesis que se plantea en el presente trabajo, dado que cada tumor se
comporta de una forma diferente y ejerce una influencia distinta en el
microambiente que le rodea y en el sistema hemostatico. Ademas, el contexto
en que nos centramos fue en la fase avanzada de la enfermedad, en la que se

sabe que hay una mayor incidencia de trombosis'®*"*#

y probablemente un
mayor namero de alteraciones hemostaticas subyacentes. Nuestro trabajo,
aungue con una muestra pequefia, aporta homogeneidad en cuanto a tipo de
tumor, estadio y situacién de la enfermedad y los andlisis se han realizado

atendiendo a todos estos factores, especialmente tipo de tumor y estadio.

El sistema hemostatico es altamente inestable, son numerosas las vias y
los elementos implicados para mantener el equilibrio trombosis-hemorragia y
este sistema esta sujeto a multitud de impactos que lo alteran. Esto hace que el
sistema hemostatico sea muy cambiable a lo largo del tiempo, especialmente
en pacientes y situaciones labiles, como el enfermo oncolégico. Por ello,
pretender un estudio estatico de este complejo y sensible equilibrio nos va a
dar una informacion muy parcial de lo que realmente sucede. Ademas, los
estudios in vitro de este sistema cuentan también con importantes limitaciones
y los resultados obtenidos pocas veces se pueden confirmar en series clinicas.
El momento en el tiempo en que se realiza el estudio nos puede dar diferentes
informaciones y puede hacer dificil la reproductibilidad de los resultados. Sin
embargo, se desconoce cuando es el momento adecuado para el andlisis y
toma de muestras en un paciente y cual es el punto de corte a partir del cual
considerar un valor patologico. Todo ello supone que debemos ser prudentes
en la extrapolacién e interpretacion de resultados en estudios de este tipo. Las

observaciones que hemos hecho en nuestro trabajo son meramente
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descriptivas y no deben ser extrapolables a la poblacion general, sino

generadoras de hipotesis para nuevos trabajos.

En la relacidon con la trombosis, diriamos que son pocas las alteraciones
relevantes observadas. Unicamente la elevacién de FVYW se asoci6é a trombosis

en pacientes con cancer de prostata.

1. Hemograma y parametros cldsicos de la coagulacion

Las diferencias que hemos observado, en el hemograma y en los
parametros clasicos de la coagulacion, se relacionaban fundamentalmente con
la enfermedad metastasica, lo que refleja el efecto de las células tumorales
sobre el sistema hemostatico. Ademas las alteraciones observadas son reflejo
del dafio que induce el tumor en los tejidos circundantes, en los procesos de

invasion, crecimiento, neoangiogénesis y metastatizacion.
1. 1. Factor von Willebrand

Se sabe por estudios clinicos y modelos celulares, que el FYW es un
marcador de dafio endotelial y tiene un papel fundamental en mecanismos de
progresion y metastatizacion, ya que es mediador de la adhesion entre las
plaguetas y las células endoteliales con la célula tumoral, participa en la
angiogénesis tumoral, en la degradacion de la matriz extracelular y de forma
indirecta, permite al tumor evadirse de la respuesta inmune.*** E| hallazgo
de niveles mas elevados de FvW en cancer colorrectal frente a poblacion
general ya habia sido descrito en trabajos anteriores.’*****> En los trabajos de
Wang'** y Gil-Bazo™® en 2005, observaron una asociacién significativa del
FvW con el estadio tumoral, de modo que estaba mas elevado en enfermedad
metastasica frente a localizada, igual que observamos en nuestra serie, en la

cohorte de cancer colorrectal.

En nuestro trabajo el hallazgo mas relevante fue el valor prondstico de
supervivencia del FvW. Observamos que la elevacion de FvW basal se
asociaba a peor supervivencia e intervalos libres de progresion mas cortos en 3

de las 4 neoplasias estudiadas: cancer colorrectal, prostata y CNMP. Nuestros
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resultados confirman los resultados observados en el trabajo de Liu y
colaboradores, en cancer colorrectal.”®*” Sin embargo no se habia descrito

previamente en cancer de prostata y CNMP.

Por otro lado, éste fue el Unico parametro asociado a trombosis en

nuestra serie, en los pacientes con cancer de préstata.
1. 2. Dimero D

En los pacientes con cancer de prostata y CCR observamos que los
niveles de DD se correlacionaban con la carga tumoral. En la cohorte de cancer
de prostata, pacientes con niveles elevados de DD tenian peor supervivencia
global y libre de progresion, sin embargo no encontramos esta asociacion con
la supervivencia en la cohorte de CCR. En la serie de CNMP avanzado,
aungue no observamos asociacion de DD con la carga tumoral, los pacientes
con niveles elevados al diagnostico vivian menos y tenian tiempos a la
progresién mas cortos. Estos resultados apoyan lo presentado en trabajos

anteriores como ahora veremos.

El DD fue validado como factor de pronostico de supervivencia en la
serie independiente del estudio de Viena en 2014.%° En este estudio se observé
gue niveles elevados de DD (dos veces por encima del valor normal) se
asociaban con mayor riesgo de muerte tanto en el analisis univariante como en
el multivariante (HR= 1.3, IC 95%:1.2-1.4; p< 0.01) y que los niveles de DD
eran mayores en pacientes con metastasis frente a pacientes con enfermedad
localizada (0,99 pg/ml vs 0,50 pug/ml). En este estudio, de los 1178 pacientes
incluidos, habia 133 con cancer colorrectal, 133 con cancer de prostata y 182
con cancer de pulmén (no diferencia por histologia), pero no se hizo analisis

por subgrupos de pacientes atendiendo al tipo de tumor.

Hay otros estudios que habian descrito la asociacion de DD con la carga

tumoral en cancer de prostata, %

sin embargo éste es el primero en el que
se describe una correlacion positiva entre DD y PSA, y DD y LDH. Ambos
parametros se asocian a la carga tumoral y aportan informacion relevante en
enfermedad avanzada especialmente en situaciones de enfermedad no

medible, como es la afectacion 6sea, muy frecuente en este tipo de tumor.
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La asociacion de DD con la carga tumoral en CCR ya habia sido
previamente descrita. Destacamos un trabajo publicado en 2004,*° en el que
se estudiaron 100 pacientes con cancer colorrectal estadio IV. Los niveles
basales elevados de DD se correlacionaron con la carga tumoral, el nimero de
sitios de metastasis y la presencia de metastasis hepaticas. También se
observé que tenia valor pronéstico independiente de supervivencia global en el
andlisis mediante regresion multiple (HR= 1.18, IC 95%: 1.02-1.37, p= 0.03).
Sin embargo, en nuestra serie, no hubo asociacién con la supervivencia, quiza
por el pequefio tamafio de la muestra y porque hubo gran variedad en los

tratamientos posteriores que recibieron los pacientes.

En CNMP hay varios trabajos que demuestran el valor prondstico del DD
y apoyan los resultados que observamos en nuestra serie. Uno de los trabajos
mas recientes es el publicado por Wang en 2015.1*° Recoge la serie mas larga
publicada hasta la fecha con 1931 pacientes con CNMP estadio IV, con una
mediana de seguimiento de 18 meses. Observaron que el 72,1% de los
pacientes tenian niveles basales de DD por encima de la normalidad. En el
andlisis multivariante, en el que se incluy6é la edad, el sexo, el tabaco, la
histologia, el estado funcional ECOG, el estadio TNM y el DD, fue
precisamente el DD un factor prondstico independiente de peor supervivencia
junto con el ECOG y el TNM, con HR= 1.25, IC 95%: 1.12-1.38; p< 0.001.
Ademas, estos resultados confirman los presentados en un meta-analisis
publicado en 2014! que incluye 11 estudios de pacientes con céancer de
pulmén y en el que se observd que el DD tenia valor pronéstico de

supervivencia.

Aunque en nuestra serie en CNMP no observamos asociacion de DD

con la carga tumoral, hay trabajos en los que se ha observado una correlacion

con la afectacion ganglionar,*?

143,144

con estadio tumoral y la respuesta a

tratamiento.

Como conclusion a este apartado diremos que, la asociacion observada
de los niveles de DD con la carga tumoral y con mayor riesgo de mortalidad,
independientemente de la trombosis, apoya la hip6tesis de que puede ser un
marcador subrogado de otros mecanismos de progresién, como podria ser la
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remodelacion del estroma tumoral, y metastatizacion tumoral como han
sugerido algunos autores.*%¢ por otro lado, puede ser reflejo de un correcto
funcionamiento del sistema hemostatico, fibrinolitico, impidiendo que el

estimulo procoagulante desemboque en el desarrollo de trombosis.

2. Nuevos elementos implicados en el sistema hemostatico

2. 1. Antitrombina

En el estudio de antitrombina no observamos diferencias significativas
entre los distintos tumores, sin embargo hay hallazgos que merece la pena

resaltar.

El grupo de pacientes con CNMP presentd una mayor incidencia de
deficiencia de antitrombina que podria ser por un consumo aumentado de esta
proteina, ya que se acompafié de la presencia de complejos T-AT. Esto ya
habia sido observado en trabajos anteriores como el publicado en 2007,**" en
el que se estudiaron pacientes con cancer de pulmén y controles sanos y se
observé que antes de empezar el tratamiento de quimioterapia, los pacientes
con cancer de pulmén tenian menor actividad antitrombina. Otros dos estudios
mas antiguos habian observado una deficiencia de antitrombina en céncer de
pulmoén relacionada con el consumo de esta proteina,**® de hecho, en uno de
ellos, se detectd6 un aumento en los niveles de complejos T-AT en este tipo de
tumor, lo que podria explicar la deficiencia y se correlaciona con lo que
observamos en nuestra serie.*® Sin embargo este es el primer trabajo en el
que se observa una diferencia frente a otros tumores y atendiendo a la
histologia tumoral. En principio tanto el descenso de los niveles de antitrombina
como la deteccion de complejos T-AT mediante western blot se podria
considerar como el reflejo de un estado de hipercoagulabilidad. No obstante,
son escasos los pacientes con esta situacion que hayan desarrollado trombosis
(2 de 11 pacientes con déficit de antitrombina y ninguno de los 6 pacientes con
complejos T-AT) y ademas, la trombosis fue posterior a la deteccion de estos
pardmetros. Es por tanto razonable plantear que estos resultados sean
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manifestacion de una respuesta controlada del sistema hemostatico a un

estado hipercoagulable.

Por otro lado, fue interesante lo sucedido en algunos casos concretos en
cancer colorrectal que fueron estudiados de forma individual. Estos pacientes,
a pesar de tener deficiencia severa y mantenida de antitrombina, asociado a
otros factores de riesgo, no desarrollaron trombosis a lo largo de la evolucion
de la enfermedad. Esto nos lleva a reflexionar, que si un paciente con una
deficiencia significativa de uno de los anticoagulantes mas relevantes y que en
sujetos sanos induce un incremento significativo del riesgo trombdético (hasta 20
veces superior)®® no ha tenido trombosis a pesar del tumor y de su tratamiento,
los mecanismos tromboéticos asociados al cancer, posiblemente ausentes en
estos pacientes, deben ser incluso mas potentes que la deficiencia de
antitrombina. También podemos especular que en pacientes con cancer podria
existir un mecanismo de proteccion antitrombético (el sistema de la fibrindlisis
no ha sido poco estudiado en este proyecto) que proteja a los pacientes con

cancer, a pesar de tener numerosos factores de riesgo trombdético.

Finalmente, no encontramos factores clinicos o del tumor que pudieran
justificar estas deficiencias observadas. Quiza este déficit se deba a un efecto
paracrino del tumor que expligue otro mecanismo por medio del cual se

desarrolla un estado de hipercoagulabilidad.
2. 2. Ruta de contacto

El estudio de la ruta de contacto se realizé evaluando la presencia de
formas activadas de FXIl y FXI en el plasma. Esta aproximacion tiene
importantes limitaciones, ya que las muestras no se analizan en fresco, ni el
estudio genera resultados cuantitativos. No obstante ofrece una informacién
gue puede ser util si se plantean estudios posteriores. En primer lugar, las
bandas de activacion se identificaron en pocos pacientes y curiosamente la
mayoria tenian cancer de prostata. Ademas, las formas activadas son
minoritarias. Y finalmente no observabamos una amplificacion de la ruta que
pudiera insinuar un efecto trombotico. Es decir, los pacientes con FXlla no
tenian FXla, lo que podria explicar por qué estos pacientes no desarrollaron
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trombosis. Sin embargo, si llama la atencion el hecho de que la mayoria de los
pacientes con formas activadas de estos elementos, especialmente FXlla,
presentaban niveles altos de ADNc. Se sabe que in vitro, el FXIl es activado
por superficies cargadas negativamente, y los &cidos nucleicos (ADN y ARN)
son moléculas cargadas negativamente capaces de activar al FXII,”***° aunque
no esté claro el mecanismo que induce su activaciéon in vivo ni las

consecuencias en el sistema hemostatico.
2. 3. Trastornos de glicosilacion

Los trastornos de glicosilacion no fueron relevantes, ni se asociaron a
trombosis. Donde encontramos este tipo de alteraciones fue en el grupo de
pacientes con cancer colorrectal, tras la administracion de quimioterapia. En
todos los casos, la hipoglicosilacion se restringia a la antitrombina, no se
detectaba en a1-antitripsina ni en trasferrina. Tampoco el estudio molecular del
gen PMM2, el méas afectado en trastornos de glicosilacién congénitos,*! estaba
afectado en ninguno de los pacientes estudiados, al menos en las zonas
codificantes y regiones flanqueantes analizadas. Por todas estas razones, el
aumento de la banda de hipoglicosilacion de la antitrombina podria representar
una liberacion de la glicoforma beta de antitrombina, una forma con 3 glicanos
que se elimina de la circulacion y se localiza a nivel vascular.*®***® También es
posible que la tendencia al consumo alcohdlico entre los que presentaban esta
alteracion, un factor que tiene un efecto deletéreo sobre la N-glicosilacién,®
pudiera propiciar una pequefia deficiencia en la ruta de N-glicosilacion que
provocase un ligero aumento de proteinas hipoglicosiladas.
Independientemente de si se trata de una hipoglicosilacion global inducida por
el consumo de alcohol o de la liberacion de glicoformas beta de antitrombina,
esta alteracion no estaba relacionada con mayor numero de eventos

trombaticos, ni tampoco encontramos asociacion con la carga tumoral.
2. 4. ADN circulante

Los resultados obtenidos en cuanto a este pardmetro han sido muy
interesantes y merecen ser comentados en un apartado especifico. Se observo

gue la concentracion basal en la serie oncolégica era mayor con respecto a la
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concentracion de la serie de controles sanos. Tanto en cancer de prostata
como en CNMP se asoci6 a carga tumoral y se observdO que tener
concentraciones elevadas al diagnéstico se asociaba a peor supervivencia

global y a intervalos libres de progresién mas cortos.

3. Estudio de trombosis

3. 1. Eventos trombadticos y factores clinicos

En nuestra serie observamos una incidencia de trombosis del 18,5%,
que esta dentro de los valores mas altos descritos. La razén que justifica esta
alta incidencia puede ser que la mayoria de pacientes incluidos en nuestro
estudio fueron estadio IV (69,4%) en tratamiento activo. La enfermedad
metastasica es un factor de riesgo de trombosis conocido.’****?° De hecho, el
82,8% de los pacientes que desarrollaron trombosis eran estadio IV (24
pacientes de los 29 con trombosis), mientras que el 13,8% eran estadio Il (4

pacientes) y un 3,4% estadio Il (1 paciente).

En el estudio de la serie clinica observamos que ECOG=2, el tratamiento
de quimioterapia y la presencia de metastasis (en cancer colorrectal) se

asociaban con la presencia de trombosis.

Con respecto al ECOG, la inmovilizacién es uno de los factores de
riesgo trombotico mas antiguo conocido y el ECOG es una buena herramienta
para caracterizar el grado de movilidad de los pacientes. Aunque observamos
asociacion de ECOG=2 con la trombosis, cuando se realiz6 el estudio en cada
cohorte por separado, esta asociacion solo se mantuvo en la cohorte de cancer
de pulmdén. No obstante, debemos tener en cuenta que la mayoria de los
pacientes incluidos en nuestro estudio tenian ECOG=<1. Estos resultados son
acordes a los publicados en trabajos anteriores.’®***® Es importante destacar
que en el modelo de Khorana esta variable no fue incluida porque no tenia

tanto peso como las otras.**

Respecto al tratamiento quimioterapico, ya es conocido desde hace afios

su potencial efecto protrombético. En el cancer de préstata es destacable que
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solo presentaron trombosis aquellos pacientes que habian sido tratados con
docetaxel. Sin embargo hay que tener en cuenta que el estudio no fue
disefiado para comparar quimioterapia frente a no quimioterapia o frente a
hormonoterapia. En general, los pacientes en tratamiento con quimioterapia en
este grupo, son pacientes resistentes a castracion y suelen tener mayor carga
tumoral que los pacientes en tratamiento hormonal. Por lo tanto, el hecho de
que haya mas eventos tromboticos en este grupo podria ser también debido al
efecto del tumor sobre el sistema hemostatico y no necesariamente atribuido al

efecto de la quimioterapia.

Por ultimo, en el grupo de cancer colorrectal, se observé que la
enfermedad metastasica se asociaba a mayor incidencia de trombosis que la
enfermedad localizada. En particular, la presencia de metéstasis hepaticas era
la que se asociaba con mayor nimero de eventos tromboticos, posiblemente
porque afecta al principal 6rgano de produccion de factores hemostaticos. Esta
observacion también habia sido descrita en trabajos anteriores tanto en cancer

I*>” como en cancer de pulmén.*®® Es posible que en estos pacientes,

colorrecta
todo el sistema hemostatico se vea afectado, reduciéndose el equilibrio
hemostatico y haciendo que sean mas sensibles a cualquier estimulo
procoagulante que, en condiciones normales, posiblemente no tuviera

consecuencias tromboticas.
3. 2. Trombosis y supervivencia

Aunque la mayoria de los trabajos publicados demostraron que la

129159 nhyestro estudio

trombosis tenia un efecto deletéreo en la supervivencia,
no estaba disefiado para observar el efecto de la trombosis en la supervivencia

y de hecho no hemos encontrado relacién alguna en las neoplasias estudiadas.
3. 3. Elementos del sistema hemostatico y trombosis

En el estudio de los elementos del sistema hemostatico estudiados el
anico parametro que se relaciond con la trombosis fue la presencia de FVW
elevado en pacientes con CCR. No observamos asociacion de ningun otro
parametro estudiado.
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El hecho de no haber encontrado asociacion de los niveles de DD con la
trombosis es de destacar. Se sabe que el DD tiene un alto valor predictivo
negativo de trombosis*®® pero no esta claro todavia si los niveles elevados
pueden predecir trombosis y tampoco cuél es el punto de corte adecuado en
este sentido. En la serie de Viena’? con 821 pacientes, se observé que aquellos
gue tenian niveles de DD dos veces por encima de la normalidad, tenian 1.3
veces mas riesgo de sufrir trombosis (HR= 1.3, IC 95%: 1.2-1.6; p< 0.01).
Ademas, aumentaba su valor predictivo positivo cuando la elevacién de DD se
asociaba a niveles elevados de fragmento de protrombina 1+2, siendo un factor
de riesgo independiente de trombosis (HR= 3.6, IC 95%: 1.4-9.5). Previamente
a este trabajo ya habia sido demostrado el valor predictivo del DD en varios
estudios, sin embargo los puntos de corte son muy distintos en cada uno y son
series muy limitadas en cuanto a nimero de pacientes incluidos y variables en
cuanto a tipo de tumor, por lo tanto son series dificilmente comparables y con
resultados no extrapolables a la poblacion general.”****% Una de las series
con mayor numero de pacientes se publico recientemente por Jianlong vy
colaboradores. En este estudio se incluyeron 1473 pacientes con diferentes
neoplasias y observaron que los niveles altos de DD por encima de 1484 ng/mi
se asociaba con mayor niumero de trombosis venosa en los 3 meses siguientes
a la determinacion de DD.'® En nuestra serie no encontramos estas
diferencias ni con valores extremos de DD, ni con el analisis de valores x2 el
valor normal como en la serie de Viena, quiza sea debido al bajo nimero de
pacientes incluidos. En contra, hay que tener en cuenta que tanto el cancer
como los procesos infecciosos pueden aumentar los niveles de DD en sangre,
lo que confiere una baja sensibilidad y hace que no sea una buena herramienta
cuando se utiliza de forma aislada para predecir trombosis. Nosotros no
encontramos asociacién con trombosis en nuestra serie ya sea por este motivo,
ya sea por el tamafio muestral que hace que no hayamos encontrado las

diferencias.

Otro parametro que merece la pena comentar es el ADNc en su relacion
con la trombosis. Aunque se ha descrito que tanto el ADNc como los NETs
pueden activar la cascada de la coagulacion mediante la activacién del FXIl e

inducir la trombosis, nosotros no encontramos dicha asociacidn en nuestro
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trabajo. Pacientes con niveles muy elevados de ADNc (hasta 2090 ng/ml) no
presentaron trombosis. Aunque no de manera significativa, observamos que
aguellos pacientes que presentaron activacion del FXII, tenian concentraciones
de ADNc mas elevadas que los que no tenian el FXIlI activado, pero no
desarrollaron mas eventos tromboticos. Quiza el hecho de que en estos
pacientes no observaramos activacion del FXI indigue que no se habia
desencadenado la activacién de la cascada de la coagulacién por la ruta de
contacto. Quizas estudios mas detallados que incluyan mas pacientes con
seguimiento, y que analicen de forma mas sensible la ruta de contacto, por
ejemplo empleando sustratos cromogénicos especificos del FXlla y FXla,
puedan aportar nueva informacién que permita obtener aplicacién clinica al

ADNCc en el contexto del riesgo trombético en pacientes con cancer.

4. Cancer de prostata

En la cohorte de cancer de prostata metastasico observamos una
incidencia del 31,2% de eventos tromboticos, valor que es el mas elevado de
todas las series publicadas previamente. Solo encontramos un trabajo donde
los resultados fueron similares, pero se realiz6 en una serie de pacientes
hospitalizados. Es el trabajo de Stein y colaboradores,*®® que observaron que el
cancer de prostata fue uno de los tumores con mayor incidencia de trombosis
junto con pancreas, pulmoén, sistema nervioso central, gastrico, endometrio y
renal. Creemos que el hecho de que en nuestra serie todos los pacientes
incluidos fueran estadio IV justifique este hallazgo, ya que en el resto de series
publicadas no se especifica el estadio de los pacientes con cancer de prostata

analizados.

El cancer de prostata fue el que mas alteraciones en el sistema
hemostatico de forma basal presentd. La elevacion del DD, FvW como
marcadores de fibrindlisis y dafio endotelial y LDH, como marcador de lisis
celular. EI ADNc también estaba elevado de forma basal y se correlacionaba
con niveles de PSA y LDH, de esta forma podriamos decir que en cancer de

préstata avanzado la invasividad y progresion tumoral se ven reflejados en un
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aumento de dafo endotelial y aumento de lisis celular, lo que provoca una
liberacion al plasma de sustancias procoagulantes y sustancias que reflejan de
manera indirecta fenbmenos de progresion y metastatizacion y se asocian con
peor prondstico. Asi es lo que hemos visto con LDH, DD y con ADNc, ya que
niveles elevados al diagnostico se asociaban a peor supervivencia global y
peor supervivencia libre de progresién. En nuestro estudio, no encontramos
asociaciéon con las alteraciones observadas del sistema hemostatico y la
trombosis, pero lo que si observamos es que fue el tumor con mayor tasa de
trombosis de nuestro estudio. Quiza el tamafio muestral hace que
estadisticamente no se observen diferencias y quiza el analisis estadistico es
insuficiente para poder observar la asociacién, ya que puede ser que la suma
de todas las alteraciones en un paciente, desemboque en el evento trombotico.
Aunque intentamos separar cada elemento para poder entenderlo mejor, la
realidad es que perdemos mucha informacién especialmente en el sistema

hemostético en el que convergen gran cantidad de factores.

Los niveles elevados de DD previo al inicio de tratamiento (en el
momento de la refractariedad hormonal) se asociaban a peor prondstico tanto
de supervivencia libre de progresion como de supervivencia global. En este
contexto, hay pocos trabajos publicados. Un trabajo de 2010'%* estudi6 28
pacientes que habian progresado a una o dos lineas hormonales previas
comparando la correlacion entre las variaciones de DD, PSA y células
tumorales circulantes con la progresion tumoral. En este estudio se observé
que las variaciones en los niveles de DD era el marcador que mejor se
correlacionaba con la progresion. No es un trabajo comparable con el nuestro
puesto que lo que se analiza son los cambios en los niveles de DD y no los
niveles basales como valor pronostico. En nuestro trabajo, ademas,
observamos una correlacién significativa del DD con el PSA, que es un
marcador Util para el seguimiento del tumor puesto que se relaciona con la
carga tumoral. Hasta donde sabemos, es el primer trabajo que haya

encontrado esta asociacion en cancer de prostata.

La elevacion de FVW basal y su relacion con supervivencia no habia sido

previamente descrita en cancer de prostata metastasico.
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5. Valor prondstico del ADN circulante

Analizamos la concentracion total de ADNc en las cohortes estudiadas,
comparandolas inicialmente con una cohorte de personas sanas Yy
posteriormente entre si. Igual que se observa en la mayoria de estudios,*®*"
la concentracion en pacientes con cancer fue superior a la que se observo en
poblacion sana de referencia. Sin embargo, se desconoce el valor a partir del
cual se pueda relacionar con la presencia de neoplasia, los estudios publicados
reflejan rangos muy amplios de concentraciones. Por ejemplo, en una reciente
revision en CNMP realizada por Kun Nie y colaboradores,**® se observé que las

concentraciones de ADNc oscilaban entre 8 ng/mly 270 ng/ml.

Se han empleado distintas técnicas para la identificacion y cuantificacion
de ADNc que precisan volumenes entre 8 y 200 ul y con mayor coste y
complejidad: PCR, DREAMing,'"> Next generation sequencing (NGS),
BEAMing, whole exome sequencing (WES), whole genome sequencing
(WGS).M213173 | 2 mayoria de los trabajos identifican el ADNc tumoral
mediante la deteccion de alteraciones concretas como puede ser mutacién en
KRAS en céancer colorrectal,’” las alteraciones de metilacién u otros. Nosotros
analizamos la concentracién global y un método fluorimétrico sencillo, que
precisa 20 pl y tiene una duracion de 20 minutos y un coste global de 5 €.

Habria que validar la técnica en series mas amplias.

En nuestra serie pudimos detectar ADNc en todos los pacientes de los
que disponiamos muestra plasmética, a diferencia de lo presentado en otros
estudios en cancer de mama y cancer colorrectal en los que, en pacientes con
enfermedad localizada previamente intervenidos, solo se detectaba ADNc en

175176 Este  hecho llevo al

aquellos que posteriormente progresaron.
planteamiento de que la deteccién de ADNc tras la cirugia podria ser empleado
como herramienta capaz de seleccionar aquellos pacientes con mayor riesgo
de recaida y, por tanto, candidatos a tratamiento adyuvante. Por otro lado, en la
serie de Bettegowda y colaboradores®®® en la que se estudiaron 640 pacientes
con diferentes tumores, en mas del 80% de los pacientes con enfermedad
metastasica pudieron detectar ADNc mediante PCR, porcentajes muy

superiores a los que presentan los biomarcadores que utilizamos en la practica
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clinica habitual.'”” Estos resultados invitan a considerar el ADNc como un

posible biomarcador Gtil para el seguimiento del tumor.

En nuestro estudio observamos diferencias significativas en la
concentracion de ADNc segun la localizacion del tumor primario como han
observado otros autores.!’® Una de las hipétesis que justifica esta observacion
es que las diferencias en la vascularizacién tipo de tumor atendiendo a su
localizacion, podrian influir en la concentracion de ADNc. Sin embargo, esta
hipétesis no ha sido demostrada y hay trabajos que no encontraron estas

diferencias.!”®
COHORTE A: Céancer de prostata

En la cohorte de pacientes con cancer de préstata, observamos que la
concentracion de ADNc se correlacionaba con dos marcadores relevantes en
este tipo de tumor que se relacionan con la carga tumoral: PSA y LDH. Estos
resultados se confirman con los presentados recientemente en ASCO 2016 de
un estudio liderado por De Bono.*®® Se analizé la concentracién de ADNc pre y
post-quimioterapia en plasma de los pacientes incluidos en dos ensayos fase Il
PROSELICA y FIRSTANA, ambos con quimioterapia en pacientes con cancer
de prostata resistente a castracion (1400 muestras). Se observo que la
concentracion ADNc se correlacionaba con los niveles de LDH y PSA
(p<0,001) y por lo tanto, con la carga tumoral. Y, pacientes con niveles

elevados tenian peor supervivencia y tiempos mas cortos a la progresion.

Hasta ahora, no habia otros trabajos publicados de estas caracteristicas.
Los datos que teniamos venian de estudios con pacientes de reciente
diagnéstico y por tanto, con enfermedad localizada, que a pesar de no ser
comparables con nuestros resultados por las diferencias en la situacion de la
enfermedad, también apoyaban nuestros resultados. Destacamos dos estudios:
el primero, publicado por Delgado y colaboradores,*®* en el que se estudiaron
19 pacientes a los que se analizaba el ADNc mediante PCR, alos 3y a los 6
meses del diagndstico. Observaron que el ADNc aumentaba a los 3 meses tras
la biopsia y se correlacionaba con PSA (R= 0,57, p=0,011) y a los 6 meses, se
seguia observando esta asociacion (R= 0,54, p= 0,017). Sin embargo, no se

observo que hubiera correlacion entre los niveles basales de PSA y ADNCc. El
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segundo estudio, con mayor numero de pacientes, publicado por Wroclawski,
en 2013, present6 una tendencia a la asociacién entre ADNc y PSA, que no
llegé a alcanzar la significacion estadistica. Se analizaron 133 pacientes de
reciente diagnostico y 33 controles sanos (a los que se realiz6 la biopsia
prostatica por PSA elevado, que fue negativa), con muestra 3 meses tras la
biopsia inicial y antes de iniciar cualquier tratamiento y luego cada 3 meses
durante 2 afios. En este estudio se observé una tendencia a la asociacion de
ADN con el nivel total de PSA (p= 0,08) y PSA libre (p= 0,053). No observaron
correlacion de ADNc con Gleason, ni con estadio, pero es de destacar que
aguellos pacientes con niveles mas altos de ADNc tenian intervalos libres de
progresion bioquimica mas cortos. En nuestro estudio, tampoco se observo
asociacion de ADNc con la edad ni con Gleason, igual que ocurrié en los dos

estudios mencionados.'®"'%

Nuestros resultados apoyan que seria interesante validar los resultados
obtenidos en nuevos estudios con mayor niumero de pacientes y comparar el
valor pronéstico del ADNc frente a otros marcadores prondsticos conocidos
como los que se incluyen en el modelo de Armstrong.''® Y seria una
herramienta util especialmente en pacientes pobremente diferenciados, que no

elevan PSA.
COHORTE B: Céancer colorrectal

En esta cohorte la concentracion de ADNc no se relaciond con la carga
tumoral. Solo encontramos un trabajo que apoya nuestros resultados, el de
Lecomte publicado en 2010.'®® Por el contrario, la mayoria de trabajos en
cancer colorrectal observaron una correlacion entre la concentracion de ADNc
y la carga tumoral.’” Las series méas representativas se realizaron en pacientes
operados, en las que se observaba que los niveles de ADNc disminuian tras la
cirugia y aumentaban en la recaida.'”>*"®8* Cabe resaltar un trabajo publicado

por Hao en 2014,

en el que incluyeron pacientes con pélipos, pacientes con
cancer colorrectal de reciente diagnostico y controles sanos y, analizaron el
ADNc en suero y encontraron relacion no solo con la carga tumoral, sino
también con la edad y con el grado de diferenciacion histolégica. Curiosamente

los tumores de bajo grado tenian concentraciones mas elevadas de ADNCc.
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En el grupo de pacientes con enfermedad metastasica observamos que
aguellos con concentraciones elevadas, tenian una tendencia a la asociacion
con peor supervivencia libre de progresion. Aunque no fueron resultados
contundentes, quiza el bajo numero de pacientes justifique que no
encontraramos una asociacion mas fuerte como se ha presentado
previamente.!’18>18” En este contexto, hay varios trabajos que merece la
pena resaltar: uno, publicado en 2016 por Messaoudi y colaboradores,*® que
estudiaba 97 pacientes con céncer colorrectal metastasico y analizaba tanto la
concentracion total de ADNc como la carga de mutaciones BRAF y KRAS.
Observaron que las concentraciones elevadas de ADNc se asociaban a peor
supervivencia global (18,07 meses vs 28,5 meses, p= 0,0087) que se mantenia
como factor prondstico independiente en el analisis multivariante. El otro

51 incluia 229

estudio publicado por Spindler y colaboradores en 201
pacientes metastasicos que habian progresado por lo menos a 3 lineas de
tratamiento. Observaron que la supervivencia global disminuia cuanto mayor
era la concentracion de ADNc, tomando como punto de corte el valor de la
mediana, la mediana de supervivencia global fue 10,2 meses (8,3-11,7) frente
5,2 meses (4,6-5,9), HR= 1.78, p= 0.0006. Por ultimo, Spindler y colaboradores
publicaron en 2014,*®" un estudio con 100 pacientes con carcinoma colorrectal
estadio IV, en segunda linea de quimioterapia. En este estudio, dividieron los
pacientes en alto y bajo riesgo, en funcion de tener concentracién elevada o
baja de ADNc (determinada por PCR). De este modo, observaron que los
pacientes de alto riego tenian intervalo libre de progresion méas corto (2,1
meses frente 6,5 meses, HR= 2.53, IC 95%: 1.57-4.06, p< 0.001) y peor
supervivencia global (7,4 meses frente a 13,8 meses; HR= 2.52; IC 95%: 1.54—
4.13, p< 0.001). Ademas, se mantenia como factor prondstico independiente en

el andlisis mediante regresion multiple de Cox.
COHORTE C: Cancer de pulmoén

En el grupo de CNMP observamos que la concentracion de ADNc se
correlacionaba con la carga tumoral y era un factor prondstico independiente de
supervivencia global y libre de progresiéon. Nuestros resultados validan lo
presentado en estudios anteriores.

163



En cuanto al valor de la concentracion de ADNc como marcador de
carga tumoral, mencionaremos solo aquellos estudios realizados en pacientes
con CNMP y no aquellos que recogen tanto CMP como CNMP. Asi, varios
estudios en CNMP encontraron que los pacientes con cancer tenian
concentraciones mas elevadas frente a poblacion sana, aquellos con estadio 1V
tenian mayor concentracion de ADNc frente a pacientes con estadios
localizados y las concentraciones elevadas se asociaban a peor supervivencia:
el de Gautschi con 185 pacientes en el que se estudié el ADNc en plasma y

suero,'® el del grupo espafiol liderado por Camps en 200

189
9,

5,18 con 78 pacientes

con CNMP vy el estudio de Sozzi publicado en 200 en el que se recogieron
muestras de plasma en 1035 personas fumadoras mayores de 50 afios, de las
cuales, 38 desarrollaron CNMP. Aunque hay que destacar que en este Ultimo
estudio, en el andlisis de la concentracion de ADNCc diferenciaron entre estadio
| frente 1I-1V y quiza por eso las diferencias observadas no fueron significativas.
Sin embargo, observaron que los pacientes con concentraciones mas elevadas

de ADNCc presentaban peor supervivencia.

En cuanto al valor prondstico de la concentracion de ADN hay otro
estudio interesante, el de Nygaard,’®® que recoge 53 pacientes con CNMP
estadio IlI-1V previo al inicio de primera linea de tratamiento. En este estudio el
objetivo fue comparar la concentracion de ADNc con la actividad metabdlica y
la carga tumoral por PET/TC. En este estudio no se observé asociacion entre el
ADNCc y la actividad metabdlica, sin embargo se observé que los pacientes con
alta concentracion de ADNCc tenian peor supervivencia global. La conclusion de
sus autores fue que la presencia de ADNc en sangre puede ser reflejo no solo
de la carga tumoral, sino de otros mecanismos mas complejos de agresividad
tumoral haciendo que pueda ser un buen marcador prondéstico independiente.

Sin embargo, otro estudio mas antiguo, publicado en 2001,

en el que se
recogieron 84 pacientes con diagnostico de CNMP estadio I-1ll y 43 personas
sanas, tampoco observo asociacion de la concentracion de ADNc con el
estadio, ni con la edad, ni con las diferentes histologias (adenocarcinoma vs
carcinoma epidermoide), ni asociacion con la supervivencia. Unicamente

observaron gue la concentracién era mayor en los individuos con cancer frente
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a los sanos. Hay que tener en cuenta que en este estudio no fueron incluidos

pacientes estadio IV por lo tanto, los resultados no son comparables.

En nuestro estudio el 9,2% de pacientes era estadio I, el 30,8% de
pacientes estadio Ill y un 60% de pacientes estadio IV. Las diferencias que
observamos en los niveles de ADNc por estadio son significativas. Ademas, el
hecho de que la presencia de metastasis hepaticas se asociara a mayor
concentracion de ADNc frente a la no presencia de afectacion hepéatica, apoya
este resultado. En relacion a los estudios comentados, las diferencias son mas
llamativas cuando hay enfermedad metastédsica que cuando la enfermedad es
localizada, quiza es por eso por lo que el estudio de Sozzi de 2001*** no
encontrara diferencias por estadio (solo se incluyeron pacientes estadio I-IIl) y
el estudio del mismo grupo, publicado en 2009,'° observara una tendencia que
no fue significativa, al separar pacientes estadio Il-IV frente a estadio I.
Pensamos que la presencia de enfermedad a distancia puede aumentar de
forma clara la concentracion de ADNCc fruto de la lisis tumoral, la liberacion por
parte de la célula tumoral e incluso por la lisis de células de tejidos vecinos en

el mecanismo de invasion y progresion tumoral.

En cuanto al valor pronéstico de la concentracion de ADNc destacamos
algunos de los estudios que investigaron el papel de la concentracion total de
ADNCc y su relacion con la respuesta y con la supervivencia en cancer de

pulmén.

En 2012 el estudio de Catarino,*** recogi6 plasma de 104 pacientes con
CNMP y 205 controles sanos. Habia 4 pacientes estadio I-Il (5,8%) y 100
estadio -1V (96,2%). No observaron asociacion con la carga tumoral (quiza
porque la mayoria de pacientes eran estadio llI-IV), pero si que las
concentraciones elevadas de ADNc se asociaron con la supervivencia de forma
significativa: HR= 3.77; IC 95%: 1.16-12.28; p= 0.03.

Pan y colaboradores,®®

estudiaron 88 pacientes con CNMP vy
observaron que los pacientes que progresaban tenian mayor concentracion de
ADNc. Tras 3 ciclos, aquellos pacientes que tenian concentraciones mas bajas
de ADNCc vivian mas. Sin embargo, estos autores no estudiaron la evolucion de

los niveles de ADNc en la muestra pre y post-tratamiento, de hecho, no
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estudiaron el papel de la concentracion de ADNc basal. Otro estudio con
similares resultados, es el de Kumar y colaboradores,**’ en el que analizaron
42 pacientes con CNMP estadio IllI-IV y observaron que los pacientes que
progresaban tenian un aumento significativo en la concentracion de ADNCc.
Ademas en cuanto a supervivencia, observaron que la concentracion de ADNc
tras el tercer ciclo tenia valor prondéstico ya que concentraciones elevadas se
asociaban con peor supervivencia, sin embargo no encontraron esta asociacion

cuando se analizaron los niveles de ADNc pre-tratamiento.

El trabajo mas reciente es el de Li y colaboradores.’®® Analizaron de
forma prospectiva 103 pacientes con CNMP estadio IlIB-IV, a los que se
recogid muestra de plasma basal, en la semana 6 y en la semana 12. Su
objetivo fue estudiar la asociacion entre la tasa de cambio de concentracién de
ADNCc a las 12 semanas de tratamiento y la respuesta radiolégica por TAC. El
segundo objetivo de ese trabajo fue analizar la asociacion entre la
concentracion basal de ADNc y la supervivencia. Los resultados obtenidos
fueron negativos: no observaron relacion entre el cambio en la concentracion
de ADNc y la respuesta radiologica por criterios RECIST, ni tampoco
observaron asociacion entre la variacion en la concentracion de ADNc con la
supervivencia (global ni libre de progresion); HR= 0.93, IC 95%: 0.82-1.04; p=
0.20, ni los niveles basales de ADNc con supervivencia (libre de progresion:
HR= 1.06, IC 95% 0.93-1.20; p= 0.41; ni con supervivencia global: HR= 1.04,
IC 95%: 0.93-1.17; p= 0.51), si bien llama la atencion que el punto de corte
utilizado, que fue la mediana: 7 ng/ml, es extremadamente bajo comparado

con las otras series.

El estudio de Gautschi y colaboradores®®® ya mencionado previamente,
aporta un dato mas de conflictividad. En este trabajo se analiz6 la
concentracion de ADNc en dos muestras del mismo paciente, plasma y suero.
Los resultados analizados de forma global sugieren un papel pronostico al
ADNCc pero existen importantes discordancias en los resultados observados en
cada muestra dificiles de explicar. Asi la concentracién de ADNc aumentaba en
el plasma de pacientes que progresaban pero no lo hacia en suero, y disminuia
en el suero de pacientes que respondian, pero cambiaba en plasma de los

mismos pacientes respondedores. Sin embargo, en este estudio la
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concentracion basal de ADNc tanto en plasma como en suero se relacion6 con
la supervivencia, si bien las diferencias fueron mayores en plasma (mayor
concentracion se asociaba a peor supervivencia). Una de las limitaciones mas
importantes de este estudio es que incluia pacientes en todos los estadios,
algunos habian sido tratados con cirugia y otros con radioterapia y otros solo

con quimioterapia y no se hizo distincién entre ellos para el andlisis.

Ademas de estos trabajos, hay otros estudios que analizaban el ADNc
de forma cualitativa en relacion con su valor pronéstico. Algunos ya han sido
comentados, como el de Camps*®® o el de Sozzi'®, pero hay otros como el de
Van Der Drift'** que recoge 46 pacientes con CNMP pre-tratamiento y 21
controles sanos, observaron que concentraciones elevadas de ADNc se
asociaban a peor supervivencia, pero no encontraron asociacion con estadio
tumoral, probablemente debido a que la muestra estaba muy dispersa y habia
pocos pacientes en cada estadio (estadio I, 11 pacientes, estadio Il 6

pacientes, estadio Ill, 12 y 15 pacientes estadio IV).

No esta claro si existe asociacion de la concentracion de ADNc con la
carga tumoral y la supervivencia, los resultados de los estudios son dispares,
probablemente, por las diferencias en las técnicas utilizadas para la
cuantificacion y las diferencias en los grupos de pacientes. En nuestro estudio,
la asociacion es clara, a pesar de que el nUmero de pacientes es bajo, pero
similar a los presentados en las otras series y la poblacién es bastante
homogénea. Ademas, a diferencia de los demés estudios antes mencionados,
en nuestro trabajo, se realiz6 el estudio mediante regresion multiple incluyendo
edad, ECOG, histologia (adenocarcinoma vs carcinoma epidermoide) y el
ADNc se mantenia como factor prondstico independiente. Por estos motivos,
nos parece que podria ser interesante utilizar el mismo método para validar

nuestros resultados en series mas amplias.
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Conclusiones
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1. EIl sistema hemostatico se encuentra afectado en pacientes con cancer.
Aunque hay elementos alterados comunes en las distintas neoplasias
estudiadas, como son la elevaciéon basal de LDH, DD y FVW, hay otros que
varian entre ellas. En cancer de prostata observamos una tendencia a una
mayor activacion de FXII que no se acompafa de activacion de FXI. En
cancer colorrectal, se observé elevacién de FYW y DD, sin activaciéon de la
ruta de contacto. En pacientes con CNMP, observamos una mayor
incidencia de deficiencia de antitrombina que probablemente sea por

consumo como lo sugiere la deteccion de complejos trombina-antitrombina.

2. La presencia de elevacion del FvW en pacientes con cancer de prostata se
asocia con el desarrollo de eventos trombdéticos en nuestra serie. No se ha
encontrado relacion entre el desarrollo de fendmenos trombéticos y otras

alteraciones del sistema hemostatico.

3. La quimioterapia basada en fluoropirimidinas no provoca alteraciones

relevantes del sistema hemostatico en pacientes con cancer colorrectal.

4. Determinadas alteraciones del sistema hemostéatico, como el aumento de
FvW, DD y ADN circulante, se asocian con un peor pronéstico en las
neoplasias estudiadas. La elevacion de FvW se asocia a peor pronostico en
tres de los cuatro tumores estudiados: cancer de prOstata, cancer
colorrectal y CNMP. La elevacion de DD se asocia con peor prondstico en
cancer de prostata. Finalmente, la presencia de concentraciones elevadas
de ADN circulante se asocia con peor supervivencia en pacientes con

cancer de préstata y CNMP avanzado.
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ANEXO

FORMULAS DE LOS TAMPONES UTILIZADOS

PBS (1litro)

e Cloruro de Sodio (NaCl) .....coooeviiiiiiiiiiiiiiiieee
o Cloruro de Potasio ( KCl)......cooovevviiiiiiiiiieiiieeeeees
e Fosfato de disodio (Na;HPOg)....ueeveeiieeeeiiiiiiiiiii,

e Fosfato de potasio monobéasico (KH2POy)..............

e Para ajustar el pH a 7,3 se utilizara HCI

PBS 1X + TWEEN 20 (0,1 %)

T1BS

e Tris Base 50 mM (MW 121,14)
e NaCl 150 mM (MW 58,44)
e SeajustaapH7,4
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