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RESUMEN

El cancer de pulmdn es el tumor con mayor mortalidad a nivel mundial. La microbiota
intestinal es considerada como un “nuevo drgano” del cuerpo humano. Estudios recientes
demuestran que la microbiota intestinal puede tener un impacto en la respuesta inmune
antitumoral. El objetivo principal de este estudio es caracterizar la microbiota intestinal en
pacientes con cancer de pulmén no microcitico (CPNM) en estadios avanzados tratados con

inhibidores de los puntos de control inmunitario (ICls).

Para ello, se realizo la secuenciacién del gen 16S ribosomal RNA en muestras fecales de
69 pacientes con CPNM avanzado y se estudié la diversidad y la composicidn microbiana, asi
como su correlacién con las caracteristicas clinico-patoldgicas, la respuesta al tratamiento

con ICls y el pronéstico.

El andlisis de los datos de la secuenciacion reveld que la diversidad microbiana se
relacionaba con el uso previo de antibidticos y con el desarrollo de toxicidad dermatoldgica
inmunorelacionada. Respecto a la respuesta a ICls, el grupo de pacientes con alta
abundancia relativa de Phascolarctobacterium presentaba el beneficio clinico, y un
incremento de la supervivencia libre de progresion (SLP). Por otra parte, el grupo de
pacientes con alta abundancia relativa de Dialister presentaba peor respuesta, y una
disminucién tanto en la SLP como en la supervivencia global. Ademas, el analisis de regresion
de Cox multivariante mostrd que tanto la presencia de toxicidades relacionadas con ICls
como la abundancia de Dialister tenian un valor prondstico independiente en nuestra

cohorte de pacientes.

Por tanto, nuestros resultados muestran que la microbiota intestinal puede ser utilizada
como un biomarcador predictivo y/o prondstico en pacientes con CPNM en estadios

avanzados tratados con ICls.



SUMMARY

Lung cancer is the most deadly tumor in the world. The gut microbiota is considered as
a “new organ” of the human body. Recent studies have found that the gut microbiota can
have an impact on the antitumor immune response. The aim of this study is to characterize
the gut microbiota in patients with advanced non-small cell lung cancer (NSCLC) treated with

immune checkpoint inhibitors (ICls).

The 16S ribosomal RNA gene sequencing was performed from stool samples of 69
advanced NSCLC patients. We analyzed the microbial diversity and composition, and its

correlation with clinicopathological characteristics, response to ICls treatment and prognosis.

Analysis of sequencing data revealed that microbial diversity was related to the previous
use of antibiotics and dermatological toxicity related to ICls. Regarding the response to ICls,
the group of patients with a high relative abundance of Phascolarctobacterium showed
clinical benefit, and prolonged progression-free survival (PFS). On the other hand, the group
of patients with a high relative abundance of Dialister presented worse response, and
reduced PFS and overall survival. Moreover, multivariate Cox regression analysis revealed
that the presence of ICls-related toxicity and Dialister might be considered as independent

prognostic biomarkers in this cohort of patients.

Therefore, our results show that the gut microbiota might be used as predictive and/or

prognostic biomarkers in patients with advanced NSCLC treated with ICls.



RESUM

El cancer de pulmd és el tumor amb major mortalitat a nivell mundial. La
microbiota intestinal és considerada com un “nou organ” del cos huma, i estudis
recents han trobat que la microbiota intestinal pot tindre un impacte en la resposta
immune antitumoral. L'objectiu principal d'aquest estudi és caracteritzar la
microbiota intestinal en pacients amb cancer de pulmdé no microcitic (CPNM) en

estadis avancats tractats amb inhibidors dels punts de control immunes (ICls).

Per fer I'estudi, es va realitzar la seqlienciacid del gen 16S en mostres
d'excrements de 69 pacients amb CPNM avancgat yes van estudiar la diversitat i la
composicid microbiana, aixi com la seua correlaci6 amb les caracteristiques

clinicopatologiques, la resposta al tractament amb ICls i el pronostic .

L'analisi de les dades de la seqlienciacié va revelar que la diversitat microbiana
es relacionava amb I'Us previ d'antibiotics i la toxicitat dermatologica
immunorelacionada. Respecte a la resposta a ICls, el grup de pacients amb alta
abundancia relativa de Phascolarctobacterium presentava una la millor resposta, i
un increment de la supervivéncia lliure de progressio (SLP). D’altra banda, el grup de
pacients amb alta abundancia relativa de Dialister presentava una pitjor resposta,
aixi com una menor SLP i supervivencia global. A més, I'analisi de regressié de Cox
multivariant va mostrar que tant la preséncia de toxicitats relacionades amb els ICls
com l'abundancia de Dialister tenien un valor pronostic independent en la nostra

cohort de pacients.

Per tant, els nostres resultats mostren que la microbiota intestinal pot ser
utilitzada com a biomarcador predictiu i/o pronostic en pacients amb CPNM en

estadis avancats tractats amb ICls.
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1. Cancer

Cancer es el término genérico con el que se denomina a un conjunto de enfermedades
relacionadas que se caracterizan por un crecimiento celular descontrolado y que puede

afectar a cualquier parte del organismo.

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. A
nivel global, se estiman 19,3 millones de nuevos casos de cancer y casi 10,0 millones de
muertes por cancer en 2020 [1]. Segun los datos de Red Espafiola de Registros de Cancer
(REDECAN), la estimacién del numero de nuevos casos de cancer en Espafia para el afio 2021
serd de 276.239 (exceptuando cancer de piel no melanoma), un numero ligeramente

superior al del afio 2020.

1.1. Caracteristicas del cancer

En el afio 2000, Douglas Hanahan y Robert A. Weinberg publicaron un articulo
definiendo seis caracteristicas principales que presentan las células tumorales [2].
Posteriormente, en el afio 2011, estos mismos autores publicaron una nueva revision, a la
gue se sumaron otras cuatro caracteristicas, en las que se incluyen la complejidad de la
biologia tumoral y la contribucidon del microambiente tumoral (Figura 1) [3]. A continuacién

se enumeran estas 10 propiedades del cancer:

1. Independencia de sefiales de crecimiento

2. Insensibilidad a estimulos que inhiben el crecimiento
3. Evasion de la apoptosis

4. Capacidad de invasidon y metastasis

5. Potencial replicativo ilimitado

6. Induccion de la angiogénesis

7. Reprogramacién del metabolismo energético

8. Evasion de la vigilancia inmunoldgica
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9. Inflamacion sostenida

10. Inestabilidad gendémica

Senalizacion Evacion de
proliferativa supresores del
mantenida crecimiento

Evasion del sistema
inmunolégico

Reprogremacion
del metabolismo
energético

. Potencial
Evacion de s
la apoptosis r.e'pll'catlvo
ilimitado
Inestabilidad Inflamacion
genomicay promovida por
mutacion el tumor
Inducciénde la Activacionde
angiogénesis invasiony
metastasis

Figura 1. Las diez propiedades del cancer propuestas por Hanahan y Weinberg (adaptado y
traducido de [3]).

1.2. Cancer de pulmdn

El cancer de pulmén es el tumor maligno con mayor mortalidad en ambos sexos,
representando un problema importante de salud publica. Segun los datos de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), la tasa estimada de incidencia del cancer de pulmdn ocupa el
cuarto lugar en Espaia y el tercer lugar a nivel mundial, sin embargo, la tasa estimada de
mortalidad lo sitla en primer lugar tanto en Espafia como en el mundo en el afio 2020 [1]

(Figura 2).
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Incidencia
I Mortalidad Espafia Mundo

Mama

Préstata

Colorrectal

Pulmén

Vejiga urinaria
Cuerpo uterino
Rifion & pelvis renal
Linfoma no Hodgkin
Tiroide

Ovario

Figura 2. Tasas estimadas de incidencia y mortalidad del cancer.
Fuente: GLOBOCAN 2020 (http.//gco.iarc.fr/).
Con respecto al sexo, el cancer del pulmédn es el segundo en incidencia (Figura 3A) tanto
para hombres como para mujeres aunque, como indicamos anteriormente, ocupa el primer

lugar en mortalidad (Figura 3B) segun las estimaciones para el afio 2021 [4].

La etiologia del cancer de pulmdn aun no ha sido totalmente elucidada. Sin embargo, el
principal factor de riesgo para desarrollar cancer de pulmon es el habito tabaquico [5]. Mas
de 60 compuestos quimicos del humo del tabaco presentan poder carcinogénico, entre ellos
los hidrocarburos policiclicos aromaticos, N-nitrosaminas y aminas aromaticas son agentes
que han demostrado ser mutagénicos, produciendo alteraciones en el acido
desoxirribonucleico (DNA) [6—8]. Aunque el tabaco es el factor etiolégico mas relevante,
muchos casos de cancer de pulmon ocurren en pacientes que nunca han sido fumadores,
sugiriendo otros factores de riesgo. En este sentido, la exposicion ambiental o laboral a
contaminantes cancerigenos, asi como la exposicion involuntaria al humo de tabaco también
representan factores etioldgicos importantes [9-11]. Ademads, las enfermedades
respiratorias preexistentes, el consumo frecuente de alcohol, la mala alimentacién también

son considerados como factores de riesgo [12].
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Nuevos casos estimados

Hombre Mujer
Préstata 248,530 26% Mama 281,550 30%
Pulmén & bronquios 119,100 12% Pulmén & bronquios 116,660 13%
Colorrectal 79,520 8% Colorrectal 69,980 8%
Vejiga urinaria 64,280 7% Cuerpo uterino 66,570 7%
Melanoma 62,260 6% Melanoma 43,850 5%
Rifidn & pelvis renal 48,780 5% Linfoma no Hodgkin 35,930 4%
Linfoma no Hodgkin 45,630 5% Tiroides 32,130 3%
Cavidad oral & faringe 38,800 4% Péncreas 28,480 3%
Leucemia 35,530 4% Rifion & pelvis renal 27,300 3%
Pancreas 31,950 3% Leucemia 25,560 3%
Todos los sitios 970,250 100% Todos los sitios 927,910 100%
B
Muertes estimadas
Hombre Mujer
Pulmén & bronquios 69,410 22% Pulmén & bronquios 62,470 22%
Préstata 34,130 1% Mama 43,600 15%
Colorrectal 28,520 9% Colorrectal 24,460 8%
Péncreas 25,270 8% Péncreas 22,950 8%
Higado & via biliar intrahepatica 20,300 6% Ovario 22,950 5%
Leucemia 13,900 4% Cuerpo uterino 12,940 4%
Es6fago 12,410 4% Higado & via biliar intrahepatica 9,930 3%
Vejiga urinaria 12,260 4% Leucemia 9,760 3%
Linfoma no Hodgkin 12,170 4% Linfoma no Hodgkin 8,550 3%
Cerebro & otro sistema nervioso 10,500 3% Cerebro & otro sistema nervioso 8,100 3%
Todos los sitios 319,420 100% Todos los sitios 289,150 100%

Figura 3. Incidencia (A) y mortalidad (B) estimadas para los principales tipos de cancer
segun el sexo en el afo 2021 [4].

1.3. Diagnostico y estadificacion del cancer de pulmoén

En la practica clinica, el diagndstico del cancer de pulmén en estadios tempranos
representa un reto debido principalmente a la ausencia de sintomas iniciales especificos en
los pacientes y, aproximadamente el 75% de los pacientes tienen una enfermedad avanzada

en el momento del diagndstico [13].

Los sintomas y signos iniciales mas comunes del cancer de pulmdn son tos crénica
(65,0%), seguido por esputo hemoptoico (33,0%) y dolor en el térax (17,9%) [14]. Los
examenes complementarios mas utilizados para el diagnostico de cancer de pulmdn son
diagndstico por imagen [rayos X, tomografia axial computarizada (TAC) o resonancia

magnética nuclear (RMN)] y las biopsias que se realizaran siguiendo diferentes estrategias
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dependiendo del tamafio y localizacién de la posible lesién tumoral (fibrobroncoscopia,
biopsia de ganglios linfaticos, puncion pulmonar percutanea, mediastinoscopia,
toracoscopia). Sin duda, el analisis histolégico es el "patron oro" para poder concluir con el
proceso diagndstico [15]. Ademas, el cancer de pulmén es una enfermedad molecularmente
heterogénea, y las alteraciones moleculares son pardametros fundamentales para completar
un diagndstico adecuado, por lo que un diagndstico completo en este tipo de tumores debe
ir acompafiado siempre de un estudio molecular que permitird luego tomar decisiones sobre
el tipo de abordaje terapéutico que mejor se adapte a las caracteristicas de cada paciente y

de cada tumor [16].

En cuanto a la estadificacion del cancer de pulmén, el Comité Conjunto Estadounidense
sobre el Cancer y la Unidn Internacional para el Control del Cancer a través de consensos que
se van adaptando cada cierto tiempo, utilizan el sistema de estadificacion TNM como el
sistema para determinar el estadio de los diferentes tipos de canceres [17]. El TNM consta de
3 parametros, T: tamafio del tumor primario, N: infiltracion de nddulos linfaticos, M:
presencia de metastasis locales o a distancia. Para el cancer de pulmén, la clasificacién
actualmente vigente de TNM es la octava edicién (Tabla S1) y segun la combinacion de T, Ny
M, podemos categorizar clinicamente a este tumor en cuatro estadios principales que van

del I al IV (Tabla 1).
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Tabla 1. Estadificacion del cancer de pulmdn segiin la octava edicion del sistema de

clasificacion TNM [17].

TyM NO N1 N2 N3
Tla A1 1B A B
Tib A2 1B A B
Tlc IA3 1B A B
T2a 1B 1B A B
T2b A 1B A B
T3 1B A B lc
T4 A A B mnc
M1la IVA IVA IVA IVA
M1b IVA IVA IVA IVA
Milc IVB IVB IVB IVB

Combinando los factores T (tamafio del tumor primario), N (infiltracion de nddulos linfaticos) y M
(presencia de metastasis), el cancer se clasifica en estadios |, II, lll o IV, los cuales se subdividen en A, By

C en algunos casos.

1.4. Clasificacion del cancer de pulmdn

En la practica el cancer de pulmodn se divide en 2 categorias principales [18]:

1. Céncer de pulmodn de células pequefias o microcitico (CPM), que representa el 15%

de casos de cancer de pulmédn y se caracteriza por tener origen neuroendocrino.

2. Cancer de pulmén de células no pequefias, o no microcitico (CPNM), que
representa el 85% de casos de cancer de pulmdn. Los subgrupos histologicos mas
frecuentes del CPNM son adenocarcinoma y carcinoma de células escamosas o

epidermoide.

En los ultimos afios, se han logrado grandes avances en la comprensiéon de los

mecanismos moleculares y celulares responsables de la iniciacion, promocidn y progresion
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del cancer de pulmon. Estos avances han llevado al descubrimiento de alteraciones
moleculares especificas de subgrupos en CPNM. De esta manera, la clasificacion del CPNM
ha evolucionado desde una division basada en caracteristicas histoldgicas hasta una
clasificacion molecular, basada en alteraciones gendmicas que afectan genes implicados en
la carcinogénesis (Figura 4). En adenocarcinoma, las alteraciones en los genes KRAS (30%),
EGFR (15%) y ALK (5%) son las alteraciones moleculares mas frecuentes. Por otra parte, las
alteraciones mas comunes en carcinoma de células escamosas son la amplificacion de

PI3KCA (35%) y alteraciones en FGFR1 (20%) [19].

CPNM por histologia

Others
20%

Carcinoma de células escamosas Adenocarcinoma
DDR2, 2% HER2/MEK, 2%
anmp"lilgrx?ﬁ.%z% 051.%’/# RET.1'°/.

PIK3CA

~

ALK, 8%

FGFR1, 20%

Figura 4. Evolucion de la clasificacion del CPNM de histoldgica a molecular [18].

CPNM: céncer de pulmén no microcitico.

1.5. Tratamiento del cancer de pulmoén

En la actualidad, el tratamiento estandar del cancer de pulmdn generalmente incluye
cirugia, quimioterapia, radioterapia, terapia dirigida, inmunoterapia y sus posibles
combinaciones. La seleccion del tipo de tratamiento depende especialmente del tipo
histoldgico, el estadio tumoral y el estado funcional (PS) del paciente, a lo que se debe afiadir

ahora el estudio de las alteraciones moleculares y caracteristicas inmunoldgicas de cada
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tumor.

La cirugia es aun el tratamiento estandar para pacientes con tumores en estadios
tempranos (I-1lIA) y buen estado funcional. La extirpacion quirurgica completa del tumor es
una eleccion importante para los estadios resecables, cuya intencién es realizar un
tratamiento curativo en estos pacientes, aunque algunos pacientes pueden desarrollar
recurrencias. Sin embargo, en estadios avanzados cuando ya hay diseminacién de la
enfermedad, la cirugia no es el tratamiento mas apropiado y se debe recurrir a terapias
sistémicas. Por otra parte, la radioterapia del tipo estereotactica es una opcidn en diferentes

circunstancias médicas [20].

La quimioterapia es un tratamiento importante en CPNM y se recomienda para
pacientes con CPNM en estadios avanzados sin alteraciones moleculares detectadas. Ademas,
la quimioterapia puede utilizarse en adyuvancia y neoadyuvancia. La quimioterapia
recomendada en cancer de pulmén incluye agentes de platino, taxanos, etopdsido,
vinorelbina, pemetrexed y gemcitabina. Ademas, las combinaciones de estos medicamentos

se han mostrado mas eficaces que los agentes individuales [21,22].

Las terapias dirigidas contra dianas moleculares en el CPNM se empezaron a utilizar a
finales de la década de 1990 con la introduccién de los inhibidores de la actividad tirosina
kinasa (TKI) especifica de EGFR, marcando un cambio de paradigma en el tratamiento del
CPNM. Los pacientes que se benefician de tratamientos con EGFR-TKIs son aquellos cuyos
tumores presentan mutaciones activadoras en el gen EGFR. Desde entonces, el potencial de
alteraciones genéticas en los genes diana como EGFR, ALK, RET, HER2, PI3KCA, NTRK1, MET,
ROS1, BRAF, MEK1 y KRAS han llevado al desarrollo de terapia dirigida. La siguiente figura
muestra los farmacos actualmente disponibles (en diferentes fases de aprobacién) para el

tratamiento con dianas accionables (Figura 5).
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EGFR ALK RET PIK3CA
Gefitinib Crizotinib Cabozantinib Neratinib+/- LY3023414
Erlotinib Alectinib Vandetanib Temsirolimus PQR 3094
Afatinib Ceritinib Sunitinib Afatinib
Dacomitinib Lorlatinib Lenvetanib Dacomatinib
Osimertinib Brigatinib Alectinib Poziotinib MEK1
Nazartinib Ensartinib Ponatinib Pyrotinib Trametinib
Avimantanab RXDX-105 TAK-788 Selumetinib
Selpercatinib Trastuzumab Cobimetinib
Pralsetinib TDM-1
DS-8201a
MET ROS1 BRAF KRAS (G12C)
Entrectinib Crizotinib Crizotinib Vemurafenib AMG510
Larotrectinib Cabozantinib Ceritinib Dabrafenib MRTX849
Loxo-195 Capmatinib Lorlatinib Encorafenib
Cabozantinib Savolitinib Cabozantinib
DS-6051b Tepotinib Entrectinib
Repotrectinib Merestinib Ropotrectinib
Glesatinib DS-6051b

Figura 5. Resumen de los farmacos utilizados en la terapia dirigida en cancer, segun las
alteraciones moleculares.

1.6. Inmunoterapia

En los ultimos afios, se han propuesto como puntos de intervencidn terapéutica varios
mecanismos utilizados por las células tumorales para escapar del control inmunolégico. En
este sentido, se han desarrollado distintos tipos de inmunoterapia, como vacunas contra el
cancer, terapias con citocinas, anticuerpos monoclonales, virus oncoliticos, terapias con
células CAR-T, etc. Ademas, entre las diferentes opciones terapéuticas, el bloqueo de los
puntos de control inmunitario con anticuerpos monoclonales ha emergido como una

estrategia prometedora para tratar el cancer [23].

Los puntos de control inmunitario (Cl) son una parte importante para el sistema
inmunoldgico y regulan negativamente la duracion y la magnitud de las respuestas inmunes
para que no sean exacerbadas y conducirlas nuevamente a la homeostasis tras su activacion.
Mediante la unién de las moléculas de puntos de Cl y sus ligandos, se generan unas sefiales
inhibitorias para frenar la activacion de las células T. Por lo tanto, la inhibicion de la
sefializacién de estos receptores puede restablecer la inmunidad antitumoral. Actualmente,
los inhibidores de los puntos de control inmunitario (ICls) mas relevantes son los anticuerpos

contra el antigeno-4 asociado al linfocito T citotdxico (CTLA-4 ) y contra el eje proteina 1 de

11
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muerte programada (PD-1) / ligando de la proteina 1 de muerte programada (PD-L1) (Figura

6).
Célula T activa Célula T inactiva Célula T activa Célula T inactiva Célula T activa
CTLA4
TCR CcD28 | )
Anti-CTLA-4 PD1 i
MHCIJJ ﬂm l_l_l “J ﬂ [ PD-L1 P )ﬁ\mi.pm
O 4 )
( %) S
@ ¢ ¢ (/ \\J () a“/
. s \
C S e Jal
cé . SRR ~ /5)
/> K\\) /’/ ,? a \z\
) == U .
CA 7 ¥

Figura 6. Anticuerpos inhibidores de los puntos de control inmunitario (Modificada de
[24]).

El antigeno presentado por el MHC en la APC es reconocido por TCR, cuando el MHC de la APC interactua con el
TCR se produce la activacién de las células T, seguido por la interaccidon entre el CD28 y B7, segunda sefial
necesaria para la correcta activacion de la célula T. CTLA-4 puede competir con CD28 por el receptor B7 y prevenir
la activacién de las células T. PD-1 interacciona con el ligando PD-L1 y bloquea la sefial del TCR. El bloqueo de
CTLA-4 0 PD-1/PD-L1 con anticuerpos especificos podria activar las células T. CTLA-4: antigeno-4 asociado al
linfocito T citotdxico; PD-1/PD-L1: proteina 1 de muerte programada/ ligando de la proteina 1 de muerte
programada; TCR: receptor de linfocitos T, MHC: complejo mayor de histocompatibilidad; CD28: correceptor
estimulatorio; B7: ligando de CD28; APC: célula presentadora de antigenos.

CTLA-4 es una proteina transmembrana de diferenciacién de leucocitos que se expresa
principalmente en linfocitos T activados. Tras la unién entre las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad y los receptores de células T, se requiere una segunda sefial
co-estimuladora para que las células T se activen. Esta segunda sefial corresponde a la unidn
entre el receptor co-estimulador CD28, expresado sobre la célula T, y su ligando B7,
expresado en la superficie de la célula presentadora de antigeno (APC). CTLA-4, muy similar a
CD28, puede unirse al ligando B7 de APC, inhibiendo tras su unién la activacion del linfocito T
[25]. En la etapa inicial de la respuesta inmunitaria predomina la unién entre CD28 y B7
debido al bajo nivel de expresién de CTLA-4. Sin embargo, con el aumento de la expresion de
CTLA-4 en linfocitos T activados, la unién de CTLA-4 y B7 prevalece en la etapa tardia de la

respuesta inmunitaria, resultando en la inhibicion de la activacion del linfocito T [26].

Ipilimumab, un anticuerpo monoclonal humano del tipo inmunoglobulina G1 dirigido a

12



Introduccion

CTLA-4, fue el primer ICI aprobado por la Administracién de Medicamentos y Alimentos (FDA)

para el tratamiento de melanoma metastasico [27].

PD-1, perteneciente a la familia de los receptores de tipo inmunoglobulina como CD28,
se expresa principalmente en linfocitos T y B activados, y también en monocitos [28,29]. En
condiciones normales, las seifales inhibitorias inducidas por PD-1 tienen como objetivo
impedir la sobreactivacion de linfocitos T, evitando asi la aparicion de enfermedades
autoinmunes. El aumento de expresion de PD-L1 se ha observado en muchos tumores
malignos, incluyendo el CPNM [30], melanoma [31], tumores de préstata [32], de mama [33]
o carcinoma de células renales [34]. Basados en el conocimiento de ésta via y su importancia
para la respuesta inmune antitumoral se desarrollaron bloqueantes tanto para PD-1
(pembrolizumab, nivolumab) como para PD-L1 (atezolizumab y durvalumab). Desde 2019, la
FDA ha aprobado pembrolizumab para el tratamiento en primera linea de pacientes con
CPNM en estadios avanzados que no son candidatos a reseccidon quirdrgica o
quimiorradiacién definitiva, desde entonces, los anti-CTLA-4 y anti-PD-1/PD-L1 han dado
resultados excelentes en el tratamiento de diferentes tipos de cancer, incluido el CPNM [35].
Ademas, el porcentaje estimado de pacientes con cancer tratados con ICls ha aumentado del

1,54 % en el afio 2011 al 43,63 % en el afio 2018 [36].

Aunqgue la aplicacién de la inmunoterapia basada en ICls ha logrado importantes
beneficios clinicos, la toxicidad relacionada con este tipo de terapias es un evento que no
puede ser ignorado. Los ICIs no se dirigen selectiva y especificamente a las células T
infiltradas en los tumores, esto conlleva el riesgo de que la respuesta antitumoral deseada
pueda ir acompafiada de la activacidn involuntaria de respuestas inmunitarias no especificas

de tumores contra autoantigenos expresados en las células sanas.

El perfil de toxicidad inmunomediada es muy distinto al de la quimioterapia
convencional. Un metaanalisis comparativo entre quimioterapia y agentes anti-PD-1/PD-L1
en cancer de pulmén y melanoma ha revelado que los pacientes tratados con quimioterapia
presentan mayor incidencia de efectos secundarios (82,9% vs 67,6%) y efectos secundarios

graves (35,7% vs 11,4%) que los pacientes tratados con ICls. Entre los efectos secundarios
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adversos de la quimioterapia se encuentran la astenia, diarrea, neuropatia y toxicidad
hematoldgica [37]. En cuanto a las toxicidades de los agentes anti-PD-1/PD-L1, una revision
sistematica de pacientes con CPNM tratados con este tipo de anticuerpos muestra una
incidencia global de eventos adversos del 64% con agentes anti-PD-1 y 66% con agentes
anti-PD-L1, siendo la fatiga mas comun dentro de la toxicidad general y la toxicidad
endocrina mas comun dentro de la toxicidad relacionada con ICIs del tipo érgano especifico
en ambas cohortes de pacientes [38]. Y los farmacos anti-CTLA-4 se asocian con tasas mas
altas de la toxicidad gastrointestinal y dermatoldgica, mientras, los farmacos anti-PD-1/PD-L1

se relacionan con un mayor riesgo de vitiligo y la toxicidad endocrina [39].

A pesar de los avances que se han producido en la inmunoterapia del cancer, las
respuestas al tratamiento con ICls son muy heterogéneas y la tasa de respuesta global para el
CPNM avanzado es alrededor del 20% [40-44]. El hecho de que todavia sean numerosos los
pacientes que no responden a este tipo de terapia y de la posible aparicién de efectos
toxicos graves en aquellos que responden ponen en evidencia la necesidad de identificar
biomarcadores que mejoren la comprension de las complejas interacciones entre el sistema
inmune y el tumor, y que permitan una mejor seleccién de los pacientes que van a

beneficiarse de estas intervenciones terapéuticas.

1.7. Busqueda de biomarcadores

Un biomarcador es una caracteristica que puede medirse y evaluarse de manera
objetiva como un indicador de un proceso bioldgico normal, patolégico o como respuesta a
una intervencion terapéutica. En oncologia, un biomarcador puede ser un distintivo
bioldgico producido por una respuesta especifica del cuerpo humano a la presencia del
cancer o producido por el mismo tumor [45,46]. Los biomarcadores mas empleados en
oncologia incluyen los biomarcadores de cribado, que identifican pacientes con mayor riesgo
de desarrollar cancer; los biomarcadores de diagndstico, que alertan sobre la aparicion de la
enfermedad; los biomarcadores predictivos, que permiten evaluar la probabilidad de

eficacia de una intervencién terapéutica especifica; y los biomarcadores prondstico que
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permiten evaluar la probabilidad de recurrencia o riesgo de progresiéon en un paciente,

independientemente del tratamiento.

Con el desarrollo de la inmunoterapia, la identificacion de biomarcadores predictivos y
prondsticos en inmuno-oncologia ha emergido como un d4rea muy importante de
investigacion. En concreto, la investigacion en el campo de los biomarcadores indaga sobre
la caracterizacion de la relacidn entre el tumor y su microambiente, el sistema inmune, y las

caracteristicas del huésped.

Entre los biomarcadores identificados en inmuno-oncologia, el nivel de expresién de
PD-L1 es un biomarcador aprobado por la FDA en el afio 2017 que presenta actualmente un
uso generalizado para dirigir el uso de ICIs en algunos tipos tumorales [47]. Ademas, en el
mismo afio, la agencia europea de medicamento (EMA) reconocié también su aplicacién
como biomarcador para la inmunoterapia con pembrolizumab en primera y segunda linea
para CPNM [48]. Diversos estudios han demostrado que la expresion de PD-L1, determinada
por prueba de inmunohistoquimica, en células tumorales y/o células inmunes infiltradas en
el tumor se asocia con la respuesta a los ICIs [49-51]. Sin embargo, aunque en la mayoria de
ensayos existe una relacion directa entre el nivel de expresion de PD-L1 y la probabilidad de
respuesta a un ICl, todavia hay pacientes con PD-L1 indetectable o bajos niveles de
expresion que también presentan beneficio clinico, y viceversa, pacientes con niveles
elevados de expresidén de PD-L1 que no presentan respuesta a terapias basadas en el uso de
ICIs [52,53]. De hecho, el uso de este biomarcador todavia presenta varias limitaciones como
la heterogeneidad temporal y espacial de la expresién de PD-L1, asi como la variabilidad en

los puntos de corte dentro y entre diferentes tipos de tumores [53,54].

Por otra parte, la carga mutacional tumoral (TMB), definida como el numero de
mutaciones no sindnimas identificadas en el genoma tumoral, también ha emergido como
un biomarcador predictivo para identificar pacientes que se benefician de los tratamientos
con ICls en diferentes tipos de tumores sélidos [55]. Otros biomarcadores recientemente
aprobados son: la determinacidn de la inestabilidad de microsatélites (IMS) y el analisis de

defectos en el sistema reparacion de apareamiento erréneos (MMR) que también se han
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relacionado con un mayor beneficio clinico en canceres metastasicos tratados con anti-PD-1
[56]. Sin embargo, estos biomarcadores también presentan limitaciones. Concretamente,
para la TMB se requieren mejoras en cuanto a la estandarizacion de los puntos de cortes
entre diferentes histologias tumorales. Ademas también estd el hecho de que no todos los
pacientes que presentan una alta TMB se beneficien de los ICls, indicando que este
biomarcador por si solo no es el predictor perfecto para la seleccidén de pacientes a tratarse
con inmunoterapia [57]. En cuanto a la IMS/MMR, su correlacidon con inmunoterapia se
informd por primera vez en cancer colorrectal y después se han observado resultados
similares en otros tipos de cancer. Sin embargo, también hace falta un esfuerzo en Ia
armonizacion de diferentes metodologias para la determinacion del estado de IMS/MMR
(PCR, secuenciacién de nueva generacion e inmunohistoquimica) ya que en algunos casos se

han visto resultados discordantes [58].

Debido a los problemas de sensibilidad y especificidad de los biomarcadores existentes,
la identificacion de nuevos biomarcadores que permitan una mejor seleccién de pacientes y
proporcionen indicaciones de eficacia y/o toxicidad de las terapias basadas en ICls es una
prioridad. En este sentido, estudios recientes sobre el uso potencial de la microbiota
intestinal como biomarcador para la respuesta a la inmunoterapia abre nuevas puertas en la

busqueda de biomarcadores en inmuno-oncologia.

2. Microbiota

2.1. Concepto de microbiota

El término de microbiota humana se refiere al conjunto de microorganismos
comensales, simbidticos y patogenos que viven en el cuerpo humano, mientras que el
término microbioma se refiere al conjunto de genomas o informacidn genética de estos

microorganismos [59,60]. El intestino humano alberga la comunidad microbiana mas
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compleja, la cual juega un importante papel tanto en el metabolismo como en la modulacién
del sistema inmunitario del individuo. La microbiota intestinal es heterogénea y se estima
gue puede estar integrada por mas de 1000 especies bacterianas distintas. La cantidad de
microorganismos en el lumen intestinal alcanza un nimero de 10'3-10%, que es 10 veces
mayor que el niumero de células humanas, y el nimero de genes que contiene esta
comunidad de microorganismos es 100 veces superior al nimero de genes en el genoma
humano. Estos microorganismos representan alrededor de 1 kg del peso corporal. Por lo
tanto, la microbiota intestinal podria ser considerada como un “nuevo drgano" del cuerpo

humano [61-63].

2.2. Microbiota y cancer

Es bien sabido que muchos microorganismos estan estrechamente relacionados con la
aparicion y el desarrollo de tumores. De hecho, las infecciones crénicas pueden llevar a la
liberacion continua de mediadores inflamatorios, de metabolitos potencialmente
mutagénicos o de moduladores del ciclo celular, aumentando el riesgo de transformacion
celular y carcinogénesis. La relacién entre determinados microorganismos con carcinogénesis
en diferentes drganos, como el colon, el higado y el pulmédn, viene respaldada por
numerosos estudios en modelos animales libres de gérmenes o tratados con antibidticos
[64]. Asi por ejemplo, estudios en modelos murinos de cancer colorrectal han demostrado
gue los ratones libres de gérmenes presentan una reduccién significativa en la carga tumoral
intestinal [65]. En cuanto al cancer gastrico, el modelo murino de gastritis y cancer gastrico
infectado con Helicobacter pylori muestra un menor nimero de lesiones gastricas cuando es
tratado con antibidticos [66]. En cancer de pulmdn, un estudio en un modelo murino de
adenocarcinoma pulmonar muestra que los ratones libres de gérmenes o tratados con
antibidticos presentan una mayor proteccion a desarrollar cancer de pulman inducido por la

mutacion en KRAS y la pérdida de funcién de p53 [67].

La primera bacteria clasificada como carcinogénica por el Centro Internacional de

Investigaciones sobre el Cancer fue Helicobacter pylori, demostrandose que individuos
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infectados con esta bacteria presentan un riesgo significativamente mayor de desarrollar
cancer gastrico cuando se compara con un grupo control libre de Helicobacter pylori [68,69].
Otros ejemplos incluyen la infeccidn por Salmonella typhi, que aumenta significativamente el
riesgo de cancer de la vesicula biliar [70], la infeccidn con la cepa genotdxica Escherichia coli
positiva presenta la relacion con cancer colorrectal [71], Fusobacterium nucleatum
considerada etioldgicamente relacionada con el cancer colorrectal [72], y Porphyromonas
gingivalis, que estd estrechamente relacionada con la aparicion de carcinoma de células

escamosas en la cavidad oral [73].

Sin duda, el mayor volumen de informacion sobre la relacion entre microbiota intestinal
y cancer estd centrada en tumores del tracto digestivo. La microbiota intestinal juega un
papel importante manteniendo la funcidn fisioldgica del huésped y, cuando la composicién y
la funcion de la microbiota se altera, puede llevar al desarrollo de inflamacién crdnica que

esta intimamente relacionada con los procesos de transformacion maligna de las células.

Mediante la secuenciacidn del gen acido ribonucleico ribosomal 16S (16S rRNA), se han
descubierto diferencias significativas en la estructura de la comunidad microbiana intestinal
de los pacientes con cancer colorrectal en comparacién con la de personas sanas [74]. La
tasa de deteccién de Bacteroides en heces en pacientes con cancer colorrectal es
significativamente mas alta que en poblacién sana; ademas, la abundancia de Bacteroides se
correlaciona con la gravedad de esta enfermedad [75]. Estudios gendmicos de multiples
cohortes han revelado un enriquecimiento de Fusobacterium nucleatum en pacientes con
cancer de colon [76]. Ademas, estudios previos han sugerido que una mayor abundancia de
Fusobacterium nucleatum se correlaciona con una menor infiltracién de células T y una peor
supervivencia [77,78]. Asimismo, un estudio reciente ha mostrado que los pacientes con
cancer colorrectal con una alta carga de Fusobacterium presentan una mayor probabilidad
de desarrollar recurrencia después de tratamiento con quimioradioterapia neoadyuvante

[79].

Con respecto a la asociacidn entre microbiota y cancer de pulmodn, se hipotetiza que

una microbiota alterada y una inflamacién crénica también pueden contribuir a la
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carcinogénesis en el pulmén. La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) es un
factor determinante del cancer de pulmdn al aumentar el estrés oxidativo, el dafio resultante
en el DNA y la exposicidn cronica a citocinas proinflamatorias. Un estudio ha revelado que la
microbiota del tracto respiratorio esta relacionada estrechamente con la EPOC [80]. Ademas,
se ha demostrado que los pacientes con cancer de pulmodn presentan una abundancia
significativamente alta de Capnocytophaga y Veillonella en la saliva en comparacién con las
personas sanas [81]. En cuanto a la relacion entre la microbiota intestinal y el cancer de
pulmén, se ha encontrado que la administracién de antibidticos en ratones con cancer de
pulmoén acorta la mediana de supervivencia y conduce a la formacién de tumores de mayor
tamafio [82]. Los resultados de un estudio reciente muestran 47 taxones bacterianos con
diferencias estadisticamente significativas entre pacientes con cancer de pulmon y personas
sanas, y entre estos taxones, Actinobacteria, Bifidobacteriaceae y Coriobacteriaceae se
identifican como los marcadores mas relevantes en controles sanos, mientras
Enterococcaceae, Erysipelatoclostridium y Ruminococcaceae UCG-004 son los mas
significativos en los pacientes con cancer de pulmdn. Ademads, en este mismo estudio se
observa que los pacientes con cancer de pulmdn presentan una disminucién de la funcion

normal de la microbiota intestinal [83].

2.3. Microbiota e inmunidad

La microbiota intestinal tiene un impacto significativo en el sistema inmunitario y tanto
la composicion como los metabolitos derivados de ésta promueven el desarrollo y la

regulaciéon del sistema inmunitario del huésped.

La microbiota intestinal puede inducir la produccién de inmunoglobulina A (IgA), que
juega un papel critico en el control de la poblacién microbiana intestinal en humanos [84].
Los microorganismos comensales pueden ser eliminados rapidamente por macréfagos y
mantenidos en un numero relativamente bajo por accidn de las células dendriticas (CDs)
intestinales que estimulan la produccidn de IgA por los linfocitos B. Las CDs intestinales que

han reconocido los microorganismos comensales se localizan en los ganglios linfaticos
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mesentéricos, asegurando que las respuestas inmunitarias a la microbiota intestinal se

induzcan localmente, sin inducir respuestas inmunes sistémicas [85—88].

La homeostasis intestinal depende de la compleja interaccién entre la microbiota, el
epitelio intestinal y el sistema inmunitario del huésped. Las células T CD4+, que incluyen las
células T helper 1 (Th1), células T helper 17 (Th17) y las células T reguladoras (Tregs), son
fundamentales para mantener la homeostasis del entorno inmune intestinal en presencia de
microorganismos simbidticos no patégenos [89-91]. La composicion de la microbiota
intestinal regula el equilibrio de la poblacién de células T, lo que influye en la inmunidad
intestinal, la tolerancia y la susceptibilidad a la inflamacién [92,93]. Las células Th17 son
abundantes en los tejidos linfoides asociados al intestino y pueden ser inducidas por
componentes especificos de la microbiota comensal [93]. Por otro lado, las células Tregs
(CD4+, CD25+, FOXP3+) son clave para mantener la autotolerancia y evitar respuestas
inflamatorias excesivas. Se ha observado que una combinacion de 46 cepas diferentes de
Clostridia puede aumentar el namero y la funcién de las Tregs en la ldmina propia,
atenuando los sintomas de diarrea experimental y colitis en ratones [94]. Un estudio
comparativo de ratones libres de gérmenes y ratones colonizados con una combinacién de
comensales definida como benigna resulta en la activacion de células Treg intestinales, que a
su vez es clave para mantener la homeostasis y funcién de las células T CD4+ y el

mutualismo entre los microorganismos intestinales y las células T [95].

El sistema inmunitario del huésped estd modulado por moléculas de patrones
moleculares asociadas a patdgenos o microorganismos (PAMPs o MAMPs, respectivamente)
y antigenos derivados de microorganismos, cuyo reconocimiento regula los brazos efectores
y supresores de la inmunidad [64,96,97]. Un tipo de PAMPs muy conocido es el
lipopolisacarido (LPS), que se encuentra en la pared celular externa de las bacterias
Gram-negativas. Los PAMPs son detectados por receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs), que monitorizan el estado microbiano, la integridad de la barrera intestinal y
desempenan un papel crucial en las respuestas inmunes innatas. Los PRRs incluyen

receptores tipo Toll (TLRs), receptores tipo Nod (NLRs) y lectinas de tipo C [98,99].
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La interaccion entre la microbiota intestinal y los TLRs tiene implicaciones en la
regulacién del sistema inmunoldgico. Asi por ejemplo, el reconocimiento del polisacarido A
de Bacteroides fragilis por TLR2 induce respuestas antiinflamatorias, activacion de las CD
plasmocitoides y la produccidon de interleucina (IL)-10 por parte de células T CD4+ [100,101].
TLR4 reconoce principalmente el LPS del componente de la pared celular bacteriana y puede
inducir la activacién de la via dependiente de MyD88, que regula la activacion temprana de
NF-kB y la produccion de citocinas proinflamatorias [102]. La via de sefializacion de TLR5
puede relacionarse con la respuesta antiinflamatoria induciendo la secrecidon de antagonista

del receptor de IL-1 y disminuyendo la actividad de IL-1B y del inflamasoma [103].

Los NLRs son sensores intracelulares, que pueden cooperar con los TLRs para regular las
respuestas inflamatorias y apoptéticas. Se ha demostrado que ratones deficientes en NOD2
(una subfamilia de NLRs) y pacientes con mutaciones en NOD2 pueden presentar
alteraciones en la microbiota intestinal [104,105]. Ademas, distintos estudios han
demostrado que la expresion de NOD2 en las células epiteliales intestinales protege frente al
desarrollo de inflamacion y de la carcinogénesis asociada, y una deficiencia de NOD2
aumenta la susceptibilidad al cancer colorrectal en modelos murinos [105—-107]. Por otra
parte, se ha sugerido un vinculo entre variantes de NOD2 y susceptibilidad a la enfermedad
de Crohn. Entre los mecanismos que explican esta relacidn se incluyen una alteracion del
reconocimiento bacteriano y la eliminacién y desregulacién de la sefializacién de TLRs, que
conduce a una mayor inflamacién [108]. Por otro lado, algunas proteinas NLRs pueden
ensamblarse en un complejo multiproteico llamado inflamasoma, que provoca la activacion
de caspasa 1y el procesamiento de pro-IL-1B y pro-IL-18, responsables de la activacion de las
respuestas inmunes. NLRP6 es uno de los componentes del inflamasoma, y su sefializacién
podria estar implicada en la construccion del nicho de colonizacién intestinal a través de la
secrecion de moco y péptidos de defensa del huésped (PDHs) [109]. Por lo tanto, las
alteraciones en estos mecanismos podrian facilitar el desarrollo de disbiosis o alteraciones

de la microbiota intestinal [110].

Ademas de los PAMPs, el sistema inmunolégico del huésped también puede verse
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modulado por metabolitos derivados de microorganismos intestinales. Estos metabolitos
pueden afectar la respuesta inmune del huésped tanto dentro como fuera del intestino. Se
sabe que algunos de los metabolitos producidos por los microorganismos presentes en la
flora intestinal tienen efectos beneficiosos. De particular interés son los acidos grasos de
cadena corta (AGCCs). La fermentacion de la fibra dietética por la microbiota intestinal
conduce a la produccion de AGCCs que estan inversamente relacionados con el riesgo de
cancer [111]. Los AGCCs incluyen principalmente acido acético, acido propidnico y acido
butirico, que son moléculas producidas por las bacterias anaerdbicas cuando fermentan los
componentes de los alimentos (esencialmente la fibra, un hidrato de carbono no digerible)
en el colon [112]. Los AGCCs microbianos ejercen efectos positivos sobre la mucosa del
intestino grueso, representando una fuente de energia primaria para las células que
recubren el epitelio del intestino y manteniendo la homeostasis intestinal a través de
acciones antiinflamatorias. Ademas, los AGCCs muestran efectos inmunomoduladores
importantes, entre ellos regulan la diferenciacién de células T, promueven la generacién de
células T efectoras, mejoran la funcion de la barrera intestinal y de la inmunidad innata, y
aumentan el metabolismo celular de las células B [113—-116]. En relacion a esta ultima
funcidn, los AGCCs proporcionan energia y componentes basicos para la activacion de las

células B, su diferenciacién y la produccion de anticuerpos [117-119].

En cuanto a la relacidn entre la microbiota intestinal y el cancer de pulmén, la hipdtesis
del eje "intestino-pulmén”, que apoya la importancia de una microbiota intestinal sana para
producir respuestas inmunes efectivas en el pulmén, se viene planteando desde hace
aproximadamente dos décadas [120,121] (Figura 7). La microbiota intestinal juega un papel
muy importante en el cancer de pulmodn, y por ejemplo, diferentes factores derivados del
intestino pueden llegar al pulmdn a través del sistema linfatico y del sistema circulatorio.
Sobre esta base, se propone que los antigenos producidos en la mucosa de una determinada
ubicacién del cuerpo afectaran a la migracion de las células linfoides a otras ubicaciones
lejanas al sitio de exposicidon original. En este sentido, la microbiota intestinal y/o los
metabolitos derivados son capturados/reconocidos por las CDs, ya sea directamente del

lumen del intestino o después de su translocacion, mediada por células M (células epiteliales
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especializadas en el transporte de antigenos), desde el lumen hasta el tejido linfoide
asociado al intestino. La combinacion de sefiales liberadas por las bacterias produce cambios
fenotipicos en las CDs y su migracién a los ganglios linfaticos mesentéricos, donde
promoveran la activacion de diversas subpoblaciones de células T [121,122]. Curiosamente,
el andlisis de la respuesta inmune sistémica mediante citometria de flujo revela que los
pacientes con CPNM que presentan una alta diversidad de la microbiota intestinal tienen
una mayor frecuencia de subgrupos unicos de células T CD8+ de memoria y células asesinas

naturales en sangre periférica en respuesta a la terapia con anti-PD-1 [123].
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Figura 7. Esquema conceptual del eje intestino-pulmén (Modificada de [124]).

Algunos microorganismos del intestino son capturados por CDs. La combinacion de sefiales liberadas por estos
microorganismos conduce a cambios fenotipicos en las CDs y su migracion hacia a los noédulos linfaticos
mesentéricos donde promueven la activacion de subpoblaciones de células inmunes. Los metabolitos bacterianos
(por ejemplo, acidos grasos de cadena corta) y las citocinas también afectan al eje intestino-pulmén y regulan el
nivel de inflamacién y la respuesta inmune. CD: célula dendritica; IL: interleucina; 1gG: inmunoglobulina G; NLM:

nddulo linfatico mesentérico.

2.4. Factores que modifican la comunidad microbiana

La disbiosis se define como una alteracién de la composicion y la funciéon de la

comunidad microbiana que puede producirse por factores ambientales y/o factores

23



Introduccion

relacionados con el huésped. Puede manifestarse de tres formas diferentes: aumento de
microorganismos patdgenos, pérdida de comensales y pérdida de diversidad [110]. Entre los

factores que afectan la composicion y funcién de la microbiota podemos destacar:

- Dieta y antibioticos. La dieta influencia considerablemente la composicion de la
microbiota intestinal [125,126] y el uso de antibidticos puede llegar a inducir una
perturbacién notable en la comunidad microbiana intestinal. De hecho, se ha demostrado
qgue la antibioticoterapia puede llegar a afectar hasta el 30% de los microorganismos

intestinales [127-130].

- Infeccién. La disbiosis puede observarse en modelos murinos infectados con
Citrobacter rodentium [131]. En humanos, las infecciones mixtas virales-bacterianas con
rotavirus, norovirus y algunas bacterias patdégenas como la cepas de Escherichia coli
enteroagregativa y enteropatégena influyen significativamente en la comunidad de

microbiota intestinal [132].

- Genética del huésped. La genética del huésped puede influenciar la composicidon por
varios mecanismos. Se ha observado que la composicion microbiana es mas similar entre
gemelos en comparacion con individuos no relacionados, es mas, los gemelos monocigdticos
tienen mayor similitud en la composiciéon microbiana intestinal que gemelos dicigéticos [133].
Ademas, también se ha reportado que la etnia puede influenciar la composicién de la

microbiota intestinal [134,135].

- Tipo de parto. La diversidad y el patron de colonizacion de la microbiota intestinal
durante los primeros tres meses de vida se asocian significativamente con el tipo de parto. La
cesarea se relaciona con una menor abundancia y diversidad de los filos de Actinobacteria y
Bacteroidetes, y una mayor abundancia y diversidad del filo de Firmicutes, mientras que los
géneros Bifidobacterium y Bacteroides son mas frecuentes en los recién nacidos por via

vaginal [136].
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2.5. Microbiota y su relacion con las terapias

oncoldgicas

El papel de la microbiota como un factor capaz de modular la respuesta terapéutica se
ha estado estudiando desde hace tiempo. El trasplante de microbiota fecal (TMF) se remonta
incluso a la antigua China [137]. La microbiota intestinal se ha relacionado con el tratamiento
de diferentes enfermedades del sistema digestivo como la enfermedad inflamatoria
intestinal y el sindrome del colon irritable [138-142], pero también en otro tipo de
patologias como enfermedades metabdlicas [143—-145], enfermedades cardiovasculares [146]
o trastornos mentales (enfermedad de Parkinson, autismo y trastornos de ansiedad) [147—-
151]. A continuacion se detalla la influencia de la microbiota en la respuesta a diversos

tratamientos oncolégicos.
Quimioterapia

La ciclofosfamida es un agente alquilante de DNA, comUnmente utilizado para tratar el
cancer y algunas patologias del sistema inmunoldgico. Estudios recientes han demostrado
gue la microbiota intestinal es necesaria para que la ciclofosfamida ejerza sus efectos
inmunomoduladores y antitumorales. Se ha reportado que la ciclofosfamida puede causar
cambios en la composicidn y diversidad de la microbiota intestinal en ratones [152,153]. Este
agente induce la translocacion de determinadas especies de bacterias Gram-positivas, como
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus murinus y Enterococcus hirae, a dérganos linfoides
secundarios, donde estimulan la generacion de respuestas inmunes de células Thl7 y de
células de memoria Thl. Ratones portadores de tumores en condicidn libre de gérmenes o
tratados con antibidticos especificos para bacterias Gram-positivas muestran una reduccion
en las respuestas de Th17, asi como un pobre efecto antitumoral mediado por
ciclofosfamida. En estos ratones, la transferencia adoptiva de células Th-17 restaura

parcialmente la eficacia antitumoral de la ciclofosfamida [154].

En cuanto a los compuestos de platino, Gui y colaboradores estudiaron las funciones

antitumorales de la microbiota intestinal en tres grupos de ratones con cancer de pulmén:
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tratados con cisplatino, con la combinacidn cisplatino mas antibidticos o con la combinacidn
cisplatino mas Lactobacillus. El estudio demostrd que los ratones que recibian cisplatino en
monoterapia presentaban un menor tamano tumoral y una alta tasa de supervivencia en
comparaciéon con los ratones tratados con la combinaciéon de cisplatino y antibidticos.
Ademas, los ratones que recibieron cisplatino combinado con Lactobacillus mostraban una
mejor respuesta al tratamiento y una mayor supervivencia que los que recibieron cisplatino

en monoterapia o cisplatino combinado con antibidticos [155].

Radioterapia

La microbiota también se ha relacionado con la capacidad de respuesta a tratamientos
radioterapicos. Existen datos que indican que la colonizacion microbiana intestinal aumenta
la radiosensibilidad en ratones libres de gérmenes, debido a que la microbiota intestinal
inhibe la expresion del factor adiposo inducido por el ayuno (FIAF), mientras que la pérdida
de FIAF provoca un aumento de la radiosensibilidad intestinal [156]. Ademads, se ha
encontrado que un polipéptido de Salmonella flagellum alivia los dafios en el epitelio
intestinal y prolonga la supervivencia de los ratones sin reducir la radiosensibilidad del
tumor [157]. Algunos estudios describen una correlacién entre la comunidad microbiana
intestinal y la radiosensibilidad en modelos murinos tratados con antibiéticos (vancomicina).
En este sentido, la composicion microbiana intestinal de los ratones tratados con
antibiodticos es significativamente diferente que los ratones no tratados, y la tasa de
supervivencia de los ratones tratados es significativamente mayor después de la irradiacion

[158].

Tratamiento quirargico

La reseccion quirurgica sigue siendo el tratamiento principal en muchos tumores sélidos.
Sin embargo, la literatura sobre el impacto de la microbiota en el tratamiento quirurgico es
realmente limitada. La fuga anastomotica (FA) es una complicacion postoperatoria grave en
la cirugia colorrectal. El desarrollo de FA se asocia con una baja diversidad microbiana y con

una gran abundancia de los géneros Bacteroides y Blautia [159]. Una posible explicacién de
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esta mayor abundancia podria ser que ninguno de estos dos géneros produce acido butirico,
y niveles bajos de este AGCC podrian provocar la privacién de energia e impedir la funcion
normal de las células epiteliales del colon [159]. En este sentido, la suplementacion con
acido butirico intestinal postoperatorio mejora la anastomosis en un modelo de rata [160].
Ademas, un previo estudio ha demostrado que la alta abundancia de Fusobacterium
nucleatum en el tejido tumoral colorrectal estd asociada con el peor resultado del

tratamiento quirdrgico [161].

Inmunoterapia basada en ICls

En los ultimos afios, numerosos estudios han analizado la relacién entre la microbiota
intestinal y la inmunoterapia. Los Cls (CTLA-4, PD-1 y PD-L1) son reguladores de la respuesta
inmune y tienen una funcién importante en el mantenimiento de la homeostasis y tolerancia
inmunoldgica, en este sentido, la inhibicion de los Cls ha creado un nuevo estandar de
tratamiento para pacientes con cancer, ya que su blogueo puede eliminar Ia
inmunosupresion y activar las respuestas inmunitarias antitumorales [162]. Sin embargo, a
pesar de los avances en la clinica, la realidad es que todavia son muchos los pacientes que
no responden a este tipo de tratamiento. Ademas de la gendmica tumoral otros factores
relacionados con el huésped y la microbiota intestinal también pueden influir en las
respuestas terapéuticas. La diferente composiciéon de la microbiota se ha estudiado
recientemente como una de las variables que explican la heterogeneidad en las respuestas a
los ICIs que se observa entre los pacientes [163—-165]. Diferencias en la diversidad y
composicion microbiana intestinal entre los pacientes respondedores y no respondedores al
tratamiento con ICls se han evidenciado en varios estudios, siendo de gran relevancia los
trabajos publicados en la revista Science por Vetizou, Gopalakrishnan, Matson [164,166,167].
Asi por ejemplo, en uno de estos trabajos, Vetizou y colaboradores mostraron que el
bloqueo de CTLA-4 en ratones portadores de tumores era ineficaz en la condicién libre de
gérmenes. En su estudio observaron que Bacteroides fragilis estaba asociada con mayor
eficacia de la terapia con anti-CTLA-4. De esta manera, tanto la suplementacién alimentaria

de esta bacteria, la inmunizacion con polisacdridos especificos de Bacteroides fragilis o la
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transferencia adoptiva de células T especificas para Bacteroides fragilis fueron capaces de
rescatar la eficacia del tratamiento con anti-CTLA en ratones portadores de tumores
previamente tratados con antibidticos o crecidos en condiciones libres de gérmenes, al
inducir respuestas inmunes Th1l y promover la maduracién de CDs intratumorales. Ademas,
Frankel y colaboradores reportaron un enriquecimiento de Bacteroides thetaiotaomicron,
Faecalibacterium prausnitzii y Holdemania filiformis en muestras fecales de pacientes con
melanoma metastasico que respondian a tratamiento con ICls [168]. Otro estudio ha
demostrado que una alta diversidad de la microbiota intestinal y una alta abundancia de
Ruminococcaceae y Faecalibacterium mejoran las respuestas inmunes sistémicas y
antitumorales mediadas por una mejora en la presentacién de antigenos y en la funcién de
las células T efectoras tanto en la periferia como en el microambiente tumoral [166].
También se han encontrado diferencias de composicion microbiana entre pacientes con
CPNM respondedores y no respondedores a nivolumab. Los pacientes respondedores
presentan un enriquecimiento de Alistipes putredinis, Bifidobacterium longum y Prevotella
copri, mientras que Ruminococcus prevalece en pacientes no respondedores [123]. Cabe
destacar que estudios con TMF de muestras fecales procedentes de pacientes
respondedores resultan en un mejor control de la enfermedad en ratones portadores de
tumores y mayor eficacia del tratamiento con anti-PD-1/PD-L1. Entre los mecanismos
posibles, se ha demostrado un aumento del nimero de células T citotdoxicas CD8+ y un
menor numero de células mieloides supresoras y Tregs en el interior de los tumores de los
ratones trasplantados [166,167]. Akkermansia muciniphila es otra bacteria cuya mayor
abundancia ha sido asociada con resultados clinicos favorables en pacientes con CPNM
tratados con anti-PD-1 [163]. Las evidencias anteriores apoyan la importancia de mantener
una flora intestinal saludable que ayude a modular la inmunoterapia en el cancer de una

manera eficaz.

Ademas, diversas cepas bacterianas han mostrado potencial bioterapéutico. Sivan y
colaboradores demostraron que la tasa de crecimiento tumoral podria diferir dependiendo
de la composicién de las bacterias comensales [169]. Mediante la secuenciacién del gen 16S

rRNA, estos autores vieron que Bifidobacterium se asociaba con un mejor control del
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crecimiento tumoral. Ademas, la administracién oral de Bifidobacterium resultaba en una
reduccion del tamafio del tumor del mismo nivel que la que se conseguia con un tratamiento
anti-PD-L1, y que la combinacion conducia a una eliminacién completa del tumor.
Bifidobacterium es capaz de potenciar la funcidn de las células dendriticas, activar células T
CD8+ y promover la acumulacién de estos linfocitos T citotdxicos en el microambiente
tumoral, aumentando la respuesta inmune antitumoral. De la misma manera, Tanoue y
colaboradores aislaron una combinaciéon de 11 cepas bacterianas de muestras fecales de
individuos sanos capaces de inducir células T CD8+ productoras de Interferén (IFN)-y en el
intestino y observaron que la colonizacién de ratones con esta combinacion de bacterias

resultaba en una mayor eficacia terapéutica de los ICls [170].

En linea con los hallazgos comentados previamente, se ha visto que una alteracion
general de la diversidad y de la composicion de la microbiota intestinal por el uso de
antibidticos puede afectar la eficacia de los ICls. Diversos estudios demuestran que la
condicidn libre de gérmenes o el tratamiento antibidtico en ratones portadores de tumores
muestra efectos antitumorales comprometidos para los ICls [163,164]. En concordancia con
estos datos, los resultados de ensayos en pacientes indican que el tratamiento de
antibidticos se asocia con una disminucidn en el beneficio clinico aportado por los ICls en
diferentes tipos de tumores [171-173]. De hecho, el uso de antibidticos también se
correlaciona con una menor supervivencia en pacientes con melanoma y CPNM que reciben
tratamiento con ICIs en comparacion con los no tratados con antibidticos [172,173]. Sin
embargo, aunque el efecto negativo en el tratamiento con ICIs ha sido ampliamente
demostrado, algunos estudios muestran resultados opuestos. Huemer y colaboradores no
observaron la influencia negativa del uso de antibioticos en la terapia con ICls en una estudio
bicéntrico en pacientes con CPNM [174]. Asimismo, otros estudios también reportan
resultados clinicos similares para la inmunoterapia en pacientes de CPNM avanzado tratados
y no tratados con antibiéticos [123,175]. Debido a la incertidumbre de los efectos sobre el
tratamiento con ICls, la relacion entre antibioticos y la efectividad de los ICls debe ser un

area de investigacién prioritaria.
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En la Figura 8 se intenta resumir los resultados previamente mencionados.
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Figura 8. Posibles mecanismos utilizados por la microbiota intestinal para modular el

tratamiento del cancer (fuente: elaboracién propia).

Enterococcus hirae, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus murinus y Lactobacillus bacteria influyen a la

quimioterapia [154,155]; Salmonella flagellum y el uso de vancomicina relacionan con la radioterapia [157,158];

Bacteroides fragilis, Bifidobacterium, Akkermansia muciniphila y la alta diversidad microbiana presentan relacidn

con la inmunoterapia [123,163,164,167]; Fusobacterium nucleatum, Bacteroides y Blautia presentan la relacion

con cirugia [159,161]. Th: células T helper; CTLA-4: antigeno-4 asociado al linfocito T citotdxico; PD-1/PD-L1:

proteina 1 de muerte programada/ ligando de la proteina 1 de muerte programada; IFN-y: Interferén-y; ROS:

Especies reactivas de oxigeno; GZMB: granzima B.
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2.6. Metodologias para el analisis de la microbiota

La identificacion de los microorganismos que componen la comunidad microbiana
presente en el intestino depende de los métodos utilizados para su estudio. Los métodos de
identificacion tradicional se basan principalmente en el cultivo de microorganismos.
Actualmente, el cultivo de microorganismos se utiliza principalmente para el aislamiento
microbiano, el estudio de las funciones metabdlicas, la evaluacion de la susceptibilidad a los
antibidticos y la patogenicidad. Este método es laborioso, consume tiempo y presenta poca
sensibilidad, ya que un gran porcentaje de microorganismos intestinales no se pueden

cultivar en un entorno de laboratorio [176].

En 1998, Handelsman y colaboradores propusieron el concepto de metagendmica para
estudiar todo el genoma microbiano en el medio ambiente y disponer de una informacion
exhaustiva de las caracteristicas de toda la poblacién, su diversidad, actividad funcional,
interrelacién e impacto ambiental [177]. Actualmente, para estudiar la microbiota, la
tecnologia mas utilizada es la secuenciacion de nueva generacion (NGS), que permite
aumentar la eficacia, economizando costes. Para secuenciar el microbioma, se utilizan
principalmente dos métodos principales basados en la NGS: la secuenciacion dirigida del gen

16S rRNA o la secuenciacién del genoma completo.

Actualmente, la secuenciacion del gen 16S rRNA es un método ampliamente usado para
el andlisis de la composicion de la microbiota. Este gen estd compuesto por una region
conservada y una regién variable (Figura 9) . La regidon conservada es comun en todas los
microorganismos, mientras que la regidn variable, formada por 9 regiones hipervariables
(V1-Vv9), se modifica segun el grado de parentesco entre los microorganismos y su analisis
permite identificar de forma especifica cada tipo de microorganismos. Mediante el analisis
de la regidn variable o de la secuencia completa y la comparacion de homologia de las
secuencias, se puede calcular incluso la distancia en la evolucidn genética de diferentes
bacterias. En los ultimos afos, con el desarrollo de las tecnologias de secuenciacién, la base

de datos donde se incluyen las secuencias del gen 16S rRNA de diferentes microorganismos
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se ha enriquecido enormemente [178-180]. Ademds, como el estudio de un solo gen es mas
econdmico y mas facil en su ejecucién que la secuenciacion del genoma bacteriano

completo, la secuenciacién del gen 16S rRNA se ha convertido en un método ampliamente

utilizado.
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Figura 9. Esquema del complejo ribosomico y del gen 16S rRNA (Modificada de [181]).

Los recuadros grises y blancos indican las regiones hipervariables (V1-V9) y las regiones conservadas,
respectivamente. Las flechas muestran las posiciones aproximadas de los cebadores universales en la secuencia
del gen 16S rRNA de Escherichia coli.

Por todo lo expuesto, y dada la elevada mortalidad del cancer de pulmodn y el elevado
porcentaje de pacientes que no responden a los tratamientos con ICls, se hace necesaria la
identificacién de nuevos biomarcadores mas eficaces en este contexto clinico. En los ultimos
afios la composicion de la microbiota intestinal se ha empezado a relacionar con el cancer y
su modificacién se ha propuesto como alternativa para su tratamiento. Pero como hemos
mencionado, la comunidad microbiana intestinal se ve afectada por muchos factores y
distintos experimentos han revelado que diferentes microorganismos intestinales juegan un
papel importante en el tratamiento con ICls. Por este motivo, en la presente tesis doctoral
se plantea avanzar en el andlisis de la microbiota intestinal y su relacion con las
caracteristicas clinico-patoldgicas, la respuesta al tratamiento con ICIs y el prondstico en

pacientes con CPNM en estadios avanzados.
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Objetivos

1. Objetivo principal

El objetivo principal de este trabajo de tesis doctoral es caracterizar de forma
exhaustiva la microbiota intestinal en pacientes con CPNM en estadios avanzados tratados
con ICls mediante NGS, evaluando el papel que puede tener como posible nuevo

biomarcador predictivo y/o prondstico trasladable a la practica clinica.

2. Objetivos especificos

1. Analizar la composicién de la microbiota intestinal en pacientes con CPNM en estadios

avanzados que recibirdn tratamiento con ICls mediante la tecnologia de NGS.

2. Analizar la relacién entre la composicidn y diversidad de la microbiota intestinal y las
caracteristicas demograficas, clinico-patoldgicas, habitos alimentarios y uso de

antibidticos de la poblacion en estudio.
3. Evaluar las posibles diferencias en la diversidad y la composicidon microbiana intestinal
en funcién de la respuesta al tratamiento y efectos adversos inmunorelacionados con

ICls.

4. Correlacionar la microbiota intestinal con variables prondsticas en pacientes con CPNM

tratados con ICls.

5. Determinar la posible utilidad de microbiota intestinal como biomarcador para el

tratamiento con ICls en pacientes con CPNM avanzado.
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Materiales y métodos

1. Pacientes y muestras

1.1. Pacientes

Un total de 69 pacientes con CPNM avanzado fueron incluidos en este estudio de forma
prospectiva entre febrero de 2017 y noviembre de 2019. Todos los pacientes provinieron del
Consorcio Hospital General Universitario de Valencia, y tenian confirmacién diagndstica de
CPNM en estadios avanzados segun la 82 edicidn del sistema de estadificacion TNM [17]. El
Comité de Etica e Investigacion Clinica de la institucién aprobd este proyecto de investigacién
previo al inicio del mismo (Ver Anexo 2). El estudio se llevé a cabo de acuerdo a la
Declaracion de Helsinki y a los requisitos regulatorios a nivel nacional. Todos los pacientes
fueron informados sobre los objetivos del proyecto y firmaron el correspondiente
consentimiento para el uso de sus muestras bioldgicas con fines de investigacion (Ver Anexo

3).

Los pacientes seleccionados fueron aquellos candidatos a recibir tratamiento con ICls
durante el tiempo que durd el reclutamiento. Los criterios de exclusidn fueron los siguientes:
pacientes con trastorno gastrointestinal activo previo al tratamiento con ICls, pacientes con
sindrome de inmuno-deficiencia adquirida, pacientes con enfermedad autoinmune grave y/o

activa.

Todos los pacientes recibieron tratamiento estandar en monoterapia con ICls: i)
pembrolizumab en primera linea (2 mg / kg, cada 3 semanas; n= 37), ii) nivolumab en
segunda o tercera linea (3 mg / kg, cada 2 semanas; n= 20), o iii) atezolizumab en segunda o

tercera linea (1200 mg, cada 3 semanas; n=12).

1.2. Variables demograficas y clinico-patoldgicas

Las caracteristicas demograficas como el sexo, fecha de nacimiento, habito de fumar y el

uso de antibidticos en 3 meses previo al tratamiento, etc., asi como las clinico-patoldgicas
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gue incluyen el subtipo histoldgico, estado funcional, estadio tumoral, expresién de PD-L1,
tamafio tumoral, presencia de metastasis, respuesta al tratamiento, toxicidades relacionadas
con la inmunoterapia y fecha de progresion o exitus de cada paciente se recogieron en las
historias clinicas debidamente anonimizadas. Ademas, se recogieron los datos de habitos
alimentarios mediante un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (ver Anexo 4),
gue consiste en una lista encerrada de alimentos para determinar la frecuencia habitual
(nunca, diaria, semanal, mensual o anual) de consumo de cada uno de los alimentos en el

ultimo afo.

Los criterios de Response Evaluation Criteria in Solid Tumors version 1,1 (RECIST 1,1)
[182], se utilizd para determinar la tasa de respuestas objetivas, y las respuestas se
clasificaron en respuesta completa (RC), respuesta parcial (RP), enfermedad estable (EE) y
progresion de enfermedad (PE). De acuerdo a la respuesta objetiva, los pacientes se
estratificaron en dos grupos: grupo de beneficio clinico duradero (BCD) que agrupa los
pacientes con RC, RP o EE durante mas de 6 meses, y grupo no beneficio clinico duradero

(no-BCD) definido como PE dentro de los 6 meses después del inicio de tratamiento.

Los datos de las toxicidades relacionadas con la inmunoterapia se obtuvieron de las
historias clinicas de los pacientes, clasificandose en diferentes tipos de eventos adversos
drgano-especificos: endocrinopatia (hipofisitis, alteraciones tiroideas e insuficiencia adrenal),
dermatoldgicas (erupcién cutanea, prurito, vitiligo, etc.), gastrointestinales (diarrea y colitis),
pulmonar (neumonitis), renal (deterioro de la funcidn renal), hepatotoxicidad (alteraciones

de las enzimas hepaticas).

Las variables prondsticas, tales como la supervivencia libre de progresion (SLP) vy
supervivencia global (SG), se estimaron desde el inicio del tratamiento hasta la fecha de
progresion (siguiendo los criterios de RECIST 1,1) o exitus, respectivamente. En los casos no

censurados, la fecha considerada para los calculos fue la Ultima evaluacion registrada.
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1.3. Muestras

Las muestras de material fecal se recogieron previo al inicio de tratamiento con
inmunoterapia, mediante el uso del kit EasySampler-Complete Stool Collection (ALPCO). En la
Figura 10 se muestran los materiales necesarios previstos en el kit para la toma y

preservacion de la muestra hasta su traslado al laboratorio.
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Figura 10. Componentes del EasySampler-Complete Stool Collection Kit.

Cada kit contiene 1 tubo de pldstico con tapdn de rosca, 1 papel de recogida EasySampler®, 2 cucharas de papel

colectoras y 2 guantes.

Una vez tomada la muestra pueden darse diversas situaciones:

- Sila muestra se obtuvo en casa del paciente en un periodo inferior a las 6 horas hasta su
traslado al laboratorio, se debia guardar en nevera a +4°C y el traslado al laboratorio se
realizaba en frio, con un acumulador de frio provisto en el kit de recogida de muestra.

- Si la muestra se obtuvo en casa del paciente por un periodo superior a las 6 horas, se
debia guardar en el congelador (-20°C) y el traslado al laboratorio se realizaba también

con el acumulador de frio.

Una vez recepcionadas las muestras en el laboratorio, éstas fueron almacenadas a -80°C

hasta su procesamiento.
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2.

Extraccion del DNA

El procedimiento de preparacion de las muestras y el protocolo para aislar DNA fueron

realizados de acuerdo a las instrucciones del fabricante con el kit comercial Q/Aamp° Fast

DNA Stool Mini Kit (Qiagen). A continuacidn se describen en detalle los pasos que deben

realizarse de forma secuencial:

42

Pesar 100 mg de muestra en un tubo de microcentrifuga de 2 ml y colocar el tubo en
hielo.

Agregar 1 ml de InhibitEX Buffer a cada muestra. Agitar en vértex continuamente hasta
gue la muestra de heces esté completamente homogeneizada.

Calentar la suspensidn durante 10 minutos a 99°C.

Centrifugar la muestra a 16.100 g durante 1 minuto en una microcentrifuga (Eppendorf
5415R Centrifuge, Eppendorf) para sedimentar las particulas de heces.

Afadir 30 pl de proteinasa K en un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml y agregar a
esta solucion 400 pl de sobrenadante del tubo de heces.

Afadir 400 ul de Buffer AL y agitar en vortex durante 15 segundos. Incubar a 70°C
durante 10 minutos.

Agregar 400 pl de etanol (96—100%) al lisado y mezclar por vértex.

Aplicar cuidadosamente 600 pl de lisado del paso anterior a una columna Q/Aamp.
Centrifugar a 16.100 g durante 1 minuto.

Realizar un lavado de la columna con 500 ul de Buffer AW1 y luego con 500 ul de Buffer
AW2. Colocar la columna de centrifugacion Q/Aamp en un nuevo tubo de recoleccién de
2 ml. Centrifugar a 16.100 g durante 3 minutos, para eliminar cualquier resto de las
soluciones de lavado.

Transferir la columna de centrifugacién Q/Aamp a un nuevo tubo de microcentrifuga de
1,5 ml etiquetado y pipetear 60 ul de agua directamente sobre la membrana Q/Aamp.
Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente, y después centrifugar a 16.100 g

durante 1 minuto para eluir el DNA.
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La determinacidén de la concentracion del DNA se realizdé mediante la lectura de
fluorescencia emitida por la muestra al afiadirle una enzima y sustrato (Qubit dsDNA HS

Assay Kit) mediante un Qubit® 3,0 Fluorometer (Thermo Scientific).

Las muestras se deben llevar a una concentracion de 5 ng/ul para la preparacion de
librerias y su posterior secuenciacion. La secuenciacién se realizé en el laboratorio del
Servicio de Secuenciacion y Bioinformatica de Fundacién para el Fomento de la Investigacion

Sanitaria y Biomédica de la Comunitat Valenciana (FISABIO).

3. Secuenciacion de nueva generacion (NGS)

3.1. Preparacion de libreria

Para proceder a la secuenciacién, se prepararon librerias de las regiones hipervariables
V3 y V4 del gen que codifica para el 16S rRNA (Figura 11). Se obtuvieron fragmentos
amplificados de un tamafo de aproximadamente 460 pb mediante el uso de cebadores con
adaptador. Las secuencias correspondientes al adaptador- cebador directo (forward) para la

regidon V3 vy al reverso (reverse) que mapea en la regidn V4 son las siguientes:
Forward: 5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3’

Reverse: 5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3’
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Cebador directo
Cebador de region de interés-especifico

Cebador de region de interés-especifico
\ Cebador reverso

S =V

Afadir indices y adaptadores de secuencia de lllumina
Ps \ mediante el Nextera® XT Index Kit

Index 2

Index 1
\ P7

Normalizar y agrupar librerias

Secuencia

Figura 11. Esquema del protocolo usado para la secuenciacion de las regiones V3 y V4 del
gen 16S rRNA.

Adaptado de 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation, lllumina.

3.1.1. Amplificacidon de fragmentos V3 y V4

El primer paso de la preparacion de las librerias consiste en una amplificacion de los
segmentos a secuenciar, usando los adaptadores-primers listados en el apartado anterior.
Para la reaccion de amplificacidon se utilizaron placas de PCR de 96 pocillos y se prepard una

mezcla conteniendo el DNA de cada muestra y los reactivos que se detallan en la Tabla 2.

A continuacion, se sellé la placa y se realizd la PCR en un termociclador Veriti Thermal

Cycler (Thermo Fisher Scientific) utilizando el programa descrito en la Tabla 3.
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Tabla 2. Componentes de la reaccién para amplificacion V3 y V4.

Reactivo Volumen

DNA extraido de heces (5 ng/ul) 2,5 ul
Amplicon PCR Forward Primer 1 uM 5ul
Amplicon PCR Reverse Primer 1 pM 5ul

2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 12,5 ul
Total 25 pul

Tabla 3. Programa de ciclado para la reaccion de amplificacidon.

Temperatura Tiempo

95°C 3 minutos
25 ciclos de:
95°C 30 segundos
55°C 30 segundos
72°C 30 segundos
72°C 5 minutos
4°C oo

3.1.2. Limpieza de amplicones

Para la limpieza de los amplicones y eliminacién de restos de cebadores, nucleétidos y
enzimas se utilizé el Agencourt™ AMPure™ XP Reagent (Beckman Coulter) que consta de
unas particulas magnéticas (beads) capaces de unir DNA. Brevemente, se centrifugo la placa
de PCR a 1000 g para recoger la condensacion. Se homogenizaron las beads AMPure XP
mediante una agitacion durante 30 segundos y se afiadieron 20 ul a cada pocillo, seguido de

una incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se colocd la placa en un soporte magnético, y tras la precipitacion
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magnética se desechd el sobrenadante con una pipeta multicanal. Seguidamente, se
realizaron dos lavados con etanol al 80%. Tras los lavados, se retird la placa del soporte
magnético y se le agregd 52,5 ul de Tris 10 mM pH 8,5 a cada pocillo, permitiendo la

liberaciéon de los fragmentos de DNA de las beads.

A continuacidn, se volvié a colocar la placa en el soporte magnético y se recogieron 50

ul del sobrenadante que se pasaron a una nueva placa para su uso posterior.

3.1.3. Ligacion de indices a amplicones

Para la ligacion de los indices necesarios para la identificacion de cada muestra se
realizd una nueva PCR. En este caso, se usaron los indices del kit Nextera XT Index Kit
(lllumina), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, se transfirieron 5 pl
del DNA amplificado de la reaccidén anterior a cada pocillo de una placa de 96 pocillos.
Seguidamente se dispusieron los cebadores de indice 1 y 2 en la placa TruSeq Index Plate
Fixture (lllumina), segun la disposicién que se muestra en la Figura 12, y se colocd la placa

conteniendo los 5 pl de DNA del producto de PCR en el soporte TruSeq Index Plate Fixture.

Cebadores de indice 1

Cebadores de indice 2

Figura 12. Accesorio de placa TruSeq Index.

Adaptado de 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation, lllumina.

Posteriormente, se afiadieron los componentes de la mezcla de reaccion como se indica

en la Tabla 4.
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Tabla 4. Componentes de la reaccidén para la ligacion.

Reactivo Volumen

DNA (proveniente de la reaccion de

amplificacién previa) 5ul
Nextera XT Index Primer 1 (N7xx) 5ul
Nextera XT Index Primer 2 (S5xx) 5ul
2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25 ul
H:0 10 ul
Total 50 pl

A continuacién, la placa se sellé6 y se centrifugd a 1000 g durante 1 minuto.
Seguidamente, se realizd la PCR en un termociclador Veriti Thermal Cycler (Thermo Fisher

Scientific) utilizando el programa descrito en la Tabla 5.

Tabla 5. Programa de ciclado de amplificacidn de las reacciones de ligacidn.

Temperatura Tiempo
95°C 3 minutos
8 ciclos de:
95°C 30 segundos
55°C 30 segundos
72°C 30 segundos
72°C 5 minutos
4°C oo

3.1.4. Segunda limpieza de amplicones

Se realiz6 una segunda limpieza de forma andloga a la del punto “3.1.2. Limpieza de
amplicones”, con 56 ul de Agencourt™ AMPure™ XP Reagent (Beckman Coulter). Se

obtuvieron 25 pl de DNA resuspendido en Tris 10 mM pH 8,5.
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3.1.5. Validacion de librerias

Después de la segunda limpieza de amplicones, se tomd 1 pl de una dilucién 1:50 de la
libreria preparada para analizar la calidad y el tamafio de los fragmentos de la misma en un
bioanalizador (Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer), usando el dispositivo especifico para
DNA Bioanalyzer DNA 1000 (Agilent). De esta forma se puede conocer con mayor exactitud
el tamafio de los fragmentos amplificados y la posible degradacion de los mismos. El tamario

esperado es de ~ 550 bp.

3.1.6. Cuantificacion, normalizacion y combinacion de librerias

Para poder realizar una normalizacién de las librerias preparadas, se realizd una
cuantificacion de las librerias mediante métodos fluorométricos, usando el fluorémetro
Qubit® 2,0. Se calculd la concentracion de DNA in nM, teniendo en cuenta el tamafio de los

amplicones, determinado previamente por el bioanalizador, mediante la siguiente férmula:

Concentracion en ng/ul

= - - — x 10° =Concentracién en nM
660 g/mol x tamafio medio de la libreria

Todas las muestras fueron llevadas a una concentracion de 4 nM y se cogieron 5 pl de

cada una para realizar una mezcla o combinacién de librerias con indices Unicos.

3.1.7. Desnaturalizacién y carga de librerias para secuenciar

Previamente a la secuenciacion, la mezcla de librerias se desnaturalizé con una solucion
de NaOH 0,2 N en proporcién 1:1. Posteriormente, las librerias desnaturalizadas se diluyeron
1:100 en el tampdn de hibridacidn. Seguidamente, se realizé otra dilucidn 1:5 para tener una
concentracion final de 4 pM. Paralelamente, se desnaturalizd el control PhiX de 4 nM con
NaOH 0,2 N en proporcion 1:1, y se realizaron los mismos pasos hechos para el resto de
librerias. Finalmente, se mezclaron 570 pul de la dilucidn de librerias desnaturalizadas y 30 pl

de la dilucién del control PhiX desnaturalizada a la misma concentracion y estos 600 pl son
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los que se cargaron en la celda (flow cell) para realizar la secuenciacion.

3.2. Secuenciacion

Las librerias generadas fueron secuenciadas en el laboratorio del Servicio de
Secuenciacion y Bioinformatica de FISABIO. Para la realizacidn de la secuenciacién, se utilizd
el secuenciador MiSeq (lllumina). Brevemente, las cadenas moldes de DNA son fijadas en la
superficie de unas celdillas, asegurando una alta estabilidad de los moldes ligados. Cada
fragmento es amplificado y la amplificacion en fase sdlida crea hasta 1000 copias idénticas
de cada molde. La amplificacion se lleva a cabo mediante una PCR en puente (Figura 13A), es
decir, los fragmentos se amplifican a partir de unos cebadores unidos a una superficie sdlida.
A las cadenas sencillas se afiade un cebador para la secuenciacion y, para el DNA de doble
cadena, se elimina la cadena original, dejando la cadena complementaria como molde para

la segunda secuenciacién [183].

Las cadenas molde de DNA se secuencian por ciclos repetidos, donde cada uno de los
cuatro terminadores reversibles utilizados estd marcado con un fluoréforo diferente, para
gue se detecte cada base cuando es incorporada a las cadenas moldes de DNA (Figura 13B) .
Una vez ligados los cuatro terminadores, se bloquea la polimerizacién, por lo que la enzima
polimerasa solo puede afiadir una base a cada cadena sintetizada. Debido a que los
nucledtidos se afiaden simultadneamente, existe una competencia natural y se minimizan los
errores de incorporacién. Tras cada ciclo, se eliminan los terminadores no incorporados.
Ademas, las secuencias de DNA producidas en el proceso de secuenciacion son de longitud
uniforme porque las bases individuales se afiaden a todos los moldes en una forma
equitativa. De esta forma, la secuenciacién consigue alta sensibilidad, eliminando
virtualmente los errores especificos de la secuencia, permitiendo asignaciones de regiones
de secuencias repetidas y homopolimeros, y favoreciendo la secuenciacion de los millones

de clusteres de la superficie de la flow cell en la misma carrera.
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A

Figura 13. Amplificacion en puente y secuenciacidon por sintesis mediante terminadores
reversibles seguiin el método de /lllumina®.

(A). La amplificacion de los fragmentos de DNA se realiza mediante el método de PCR en puente. Brevemente, el
fragmento de DNA se ancla a en una superficie de celdillas por medio de la unién de sus adaptadores a los
oligonucledtidos complementarios. La polimerasa genera una hebra reversa complementaria y la hebra original
es retirada. A continuacion, la hebra reversa se pliega y queda en forma de puente, donde la polimerasa genera
una hebra complementaria idéntica a la original. El proceso se repite masivamente. Al finalizar la amplificacion
clonal, se retiran todas las hebras reversas, quedando Unicamente las hebras idénticas a las originales. (B).
Durante la secuenciacion por sintesis, se introducen nucledtidos modificados con etiquetas fluorescentes
especificas para cada tipo. Los nucledtidos utilizados presentan una modificacion quimica (terminadores
reversibles) que evita la unién de mas de un nucleétido marcado en cada sitio de reaccion, de tal manera que se
puede ubicar el que corresponde a cada punto en la secuencia y se disminuye el riesgo de errores en la
secuenciacién. Cada vez que una base se adhiere emite una fluorescencia propia que permite su identificacion. La
etiqueta se elimina antes de la colocacion del siguiente nucleétido para evitar que dos bases emitan sefial a la

vez.

La determinacién de la identidad de la base insertada se realiza por la excitacion
inducida por un laser de los fluoréforos con los que estaban marcadas cada una de las bases
gue se incorporan durante la reaccidn de sintesis. Al final, las bases se asignan de acuerdo al

fluordforo y a la intensidad de sefial obtenida durante cada ciclo.
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3.3. Procesamiento de las secuencias

De cada muestra analizada mediante el equipo MiSeq, se obtuvo un archivo en formato
FASTQ que contiene la secuencia de bases de cada fragmento amplificado de la region

V3-V4.

En primer lugar, la evaluacion de la calidad de las secuencias se llevé a cabo mediante el
programa FastQC. Para el analisis de la calidad de la secuencia por base se recogieron los
siguientes parametros: el contenido de cada nucleétido por secuencia (incluido el contenido
de guanina y citosina y de nucledtidos sin base asignada), la longitud de las secuencias o el
contenido de adaptadores se recogen. A continuacion, se realizé la filtracion por calidad y
longitud de las secuencias obtenidas mediante el uso del programa prinseq-lite [184]. Para
ello, se aplicaron los siguientes filtros: longitud minima de 50 bases, la ausencia de bases sin
asignar y los extremos de secuencias que no llegan a la calidad de Q20. El indice de calidad
Phred (Q) se otorga de forma individual a cada nucleétido, reflejando la probabilidad de que
ese determinado nucledtido sea erréneo (P), y se calcula como: Q = —10logcP.
Posteriormente, se empalmaron las secuencias directa y reversa con un solapamiento de 20
bases o mas y un porcentaje de diferencias menor del 25% mediante el programa FLASH

[185].

El andlisis de metataxonomia de las secuencias obtenidas se realizd usando la
plataforma bioinformatica Qiime 2, originalmente citada en el estudio de Caporaso y col
[186]. La DADA2 se utilizd para la eliminacion del ruido, unién de extremos y eliminacién de
guimeras [187]. Las secuencias que presentaron identidad iguales o superiores al 97% se
asignaron en las afiliaciones taxondmicas mediante el programa Naive Bayesian classifier de
la plataforma Qiime 2. La base de datos utilizada para esta asignacion taxondomica fue SILVA
release 132 [188]. La composicién taxondmica de la microbiota intestinal se generd por

niveles: reino, filo, clase, orden, familia, género y especie.
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3.4. Analisis de resultados de secuenciacion

En el estudio de la composicidon de la comunidad microbiana basada en la taxonomia
del gen 16S rRNA de cada reino, filo, clase, orden, familia, género o especie se informé el
numero de lecturas identificadas en el proceso de secuenciacion. Ademas, se calculé la

abundancia relativa en base al nimero de lecturas totales reportadas para cada muestra.

Con la finalidad de estudiar las caracteristicas globales de la microbiota intestinal, se
analizo la biodiversidad de tipo alfa y beta. La alfa-diversidad consiste en la estructura de
una comunidad ecoldgica con respecto a su riqueza (nimero de grupos taxondmicos
distintos), uniformidad (distribucién de las abundancias de los grupos), o ambos [189];
mientras que la beta-diversidad refiere al grado de diferencia de la composicion microbiana
entre distintos individuos o comunidades, también definida como el cambio bidtico a través
de gradientes ambientales [190], y utilizé el analisis de componentes principales (ACP) para

describir la beta-diversidad en nuestro estudio.
Los parametros de alfa-diversidad mas utilizados son:
- indice de Chao 1: estimador basado en abundancia de riqueza de microbiota,

calculada como:

a2

Chao 1=§ + —
ao b

Donde S indica cantidad de especies Unicas en una muestra, a indica la cantidad de
especies Unicas, b indica la cantidad de especies representadas por exactamente dos

individuos en la muestra.

- indice de Shannon: estimador basado de la riqueza de microbiota y distribucién de

uniformidad sobre microbiota, calculada como:
S
H=- 2 pi logp;
i-1
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Donde S indica la cantidad de especies, p; indica la proporcién de individuos de la

especie respecto al total de individuos.

- indice de inverse Simpson: otro estimador basado de la riqueza de microbiota y
distribucion de uniformidad sobre microbiota, calculada como:

1

lnverse Slmpson = ﬁ
i-0 Pi

Donde S indica la cantidad de especies, p; indica la proporciéon de individuos de la
especie respecto al total de individuos. En particular, el indice de Shannon se basa en la
aleatoriedad presente en un sitio y considera tanto la riqueza de especies como la
equidad en la distribucidon en una muestra; mientras que el indice de inverse Simpson se
considera mas como un indice de dominancia, ya que representa la proporcion de

especies en una muestra [191,192].

4. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versién 24.0 (IBM Corp), GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software), Microsoft

Office Excel 2007 (Microsoft) y el programa R v.4.0.3 (R Foundation for Statistical Computing).

La estadistica utilizada fue no-paramétrica, dado que algunas variables no seguian la
distribucion normal. Para las correlaciones entre variables continuas y categéricas se
utilizaron las pruebas U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis, y para las correlaciones entre

variables categoricas se usé el test de Chi-cuadrado.

El ACP y el andlisis de varianza permutacional multivariado (PERMANOVA) se realizaron
en el programa R para representar graficamente la similitud o diferencia entre las

comunidades de muestras y correlaciones entre las variables.

El andlisis de tamafno del efecto del anadlisis discriminante lineal (LEfSe) se realizd a
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través de la plataforma Galaxy/Hutlab [193]. LEfSe es una herramienta para definir las
principales diferencias de la composicion microbiana capaces de discriminar entre dos
grupos de muestras [193]. Brevemente, LEfSe compara por pares la abundancia de todos los
taxones entre grupos utilizando la prueba de Kruskal-Wallis, lo que requiere que todas esas
pruebas sean estadisticamente significativas (p< 0,05). Los vectores resultantes de la
comparacién de abundancias entre grupos se utilizan como entrada para el andlisis

discriminante lineal (LDA), que calcula el tamafo del efecto.

Las graficas de diagramas de Venn y UpSet se utilizaron para ilustrar relaciones entre

dos grupos de pacientes.

Los andlisis de supervivencia (SLP y SG) se llevaron a cabo mediante el método de
regresidon de Cox univariante. Las curvas de supervivencia (SLP y SG) se construyeron
utilizando el método de Kaplan-Meier y el estadistico de contraste usado fue log-rango. Se
realizd un andlisis de regresién de Cox multivariante con todas las variables que resultaron
significativas en el analisis univariante para identificar factores de prondstico independientes

asociados con SLP y SG.

Se considerd un valor de p< 0,05 como estadisticamente significativo para todos los

analisis.
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1. Analisis descriptivo de las caracteristicas

clinico-patologicas de la poblacion

Los 69 pacientes incluidos del estudio tenian un diagndstico confirmado de CPNM en
estadios avanzados. La edad mediana de los pacientes fue de 66 afios y, la mayoria eran
hombres (71%). Un total de 45 pacientes (65,2%) eran fumadores activos, 33 (47,8%)
presentaron un indice de masa corporal (IMC) <25, 16 pacientes (23,2%) recibieron
antibioticoterapia en un periodo de entre 0 y 3 meses antes del inicio del
tratamiento con inmunoterapia. La histologia predominante fue adenocarcinoma (46,4%)
y, 46 (66,6%) pacientes presentaron células tumorales con expresion de PD-L1 positiva [Score

de proporcién del tumor (TPS) 21%]).

Los tratamientos de inmunoterapia administrados fueron de acuerdo al estandar de
tratamiento en el momento de la recoleccion de las muestras, a saber, 37 pacientes
recibieron pembrolizumab en monoterapia , 20 pacientes recibieron nivolumab en segunda

o tercera linea y 12 pacientes recibieron atezolizumab en segunda o tercera linea.

Un total de 33 pacientes (47,8%) de esta cohorte se catalogaron como BCD, mientras
que el 52,2% restante presentaron progresion de la enfermedad en menos de seis meses de

seguimiento, por lo que se clasificaron como no-BCD (Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas demograficas y clinico-patoldgicas de los pacientes.

Caracteristicas \\ %
Sexo Hombre 49 71,0
Mujer 20 29,0
Edad <66 34 49,3
>66 35 50,7
Habito tabaquico Fumador 45 65,2
Exfumador 17 24,6
Nunca fumador 7 10,1
indice masa corporal <25 33 47,8
225 32 46,4
NR 4 5,8
Tratamiento antibidtico previo Si 16 23,2
No 53 76,8
Histologia Adenocarcinoma 32 46,4
Epidermoide 27 39,1
Células grandes 3 4,3
Pobremente diferenciado 7 10,1
Estado funcional 0-1 59 85,5
2 6 8,7
NR 4 5,8
Estadio Il 12 17,4
v 57 82,6
PD-L1 TPS <1% 21 30,4
TPS =1-49% 6 8,7
TPS 250% 40 58,0
NR 2 2,9
Tratamiento Pembrolizumab 37 53,6
Nivolumab 20 29,0
Atezolizumab 12 17,4
Linea de tratamiento 1ra 37 53,6
2da/3ra 32 46,4
Tamaiio tumoral <5cm 20 29,0
>5 cm 49 71,0
N2 localizaciones metastasicas <2 27 39,1
>2 42 60,9
Respuesta al tratamiento BCD 33 47,8
No-BCD 36 52,2

El indice masa corporal (IMC) se calculé como el peso en kilogramos dividido por la altura (estatura) al cuadrado
(kg/m?2). TPS: score de proporcidon de tumor. BCD: beneficio clinico duradero, incluye los pacientes con respuesta
completa o parcial y enfermedad estable durante mas de seis meses. No-BCD: no beneficio clinico duradero,

incluye los pacientes con progresion de enfermedad dentro de seis meses. NR: no reportado.
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En nuestra cohorte, 26 pacientes (37,7%) tuvieron uno o mas efectos secundarios,

siendo los mas frecuentes las endocrinopatias (18,8%) seguidas de las toxicidades hepaticas

(14,5%), y dermatoldgicos (10,1%) (Tabla 7).

Tabla 7. Eventos adversos organo-especificos mas frecuentes en la cohorte de estudio.

Toxicidades 6rgano-especificas

Toxicidad relacionada con ICls

Si 26 37,7
No 43 62,3
Toxicidad endocrina

Si 13 18,8
No 56 81,2
Toxicidad hepatica

Si 10 14,5
No 59 85,5
Toxicidad dermatolégica

S 7 10,1
No 62 89,9
Toxicidad gastrointestinal

S 7 10,1
No 62 89,9
Toxicidad renal

S 7 10,1
No 62 89,9
Toxicidad pulmonar (Neumonitis)

Si 3 4,3
No 66 95,7

Las toxicidades relacionadas con ICls son toxicidades discretas causadas por la

activacion no especifica del sistema inmunoldgico y pueden afectar a casi cualquier sistema u

organo del cuerpo, siendo mas comunes las afectaciones de la piel, el colon, los érganos

endocrinos, el higado y los pulmones [194]. En cuanto a los pacientes con CPNM tratados

con los ICls dirigidos a anti-PD-1/PD-L1, la toxicidad endocrina es la toxicidad

drgano-especifica mas comun, siendo de alrededor del 20% [195], que esta en concordancia

con nuestros resultados.
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2. Analisis descriptivo de la microbiota intestinal

de la poblacion

2.1. Analisis de los datos de secuenciacion

El DNA aislado a partir de un total de 69 muestras de heces de los pacientes incluidos
del estudio se cuantificd, obteniéndose concentraciones entre 14,4 y 34,6 ng/ul, con una
mediana de 25,1 ng/ul. Estos datos indican que las muestras de DNA fueron satisfactorias

para su posterior secuenciacion.

Se obtuvo un total de 69 librerias 16S. En la Tabla 8 se detallan los datos obtenidos de la
secuenciacion, incluyendo la cantidad de lecturas, la longitud mediana de los fragmentos
secuenciados y las desviaciones estandar de longitud de las lecturas directas (forward) R1y
reversas (reverse) R2, de todas las librerias analizadas. Los valores de la cantidad de lecturas
R1y R2 fueron iguales para cada libreria, mientras que la longitud mediana y las desviaciones
estandar de longitud fueron similares, indicando que las muestras analizadas presentaban la

misma calidad en ambos sentidos de secuenciacion.

Tabla 8. Analisis de calidad de los datos de secuenciacion.

Métricas Mediana Rango
Cantidad de lecturas (R1) 145.987 62.898-540.654
Longitud mediana (R1) 298,42 297,30-299,57
Desviaciones estandar de longitud (R1) 3,95 1,97-13,40
Cantidad de lecturas (R2) 145.987 62.898-540.654
Longitud mediana (R2) 298,95 298,19-299,12
Desviaciones estandar de longitud (R2) 3,58 1,31-13,21

R1: lecturas directas (forward); R2: lecturas reversas (reverse).

Para las 69 muestras analizadas se obtuvieron 10.553.396 lecturas totales iniciales, que

guedaron en 7.435.908 lecturas limpias finales tras aplicar los filtros para eliminar ruido,
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unién de extremos y quimeras. Estas 7.435.908 lecturas, un 70,46% del total, fueron

utilizadas para la posterior asignacion de la taxonomia (Tabla 9).

Tabla 9. Datos de secuencias iniciales y tras la aplicacion de filtros.

Lectura Mediana Rango Total (%)
Secuencias totales 145.987 62.898-540.654  10.553.396 (100%)
Eliminacién del ruido 121103 43.813-428.816  8.387.300 (79,47%)
Unién de extremos 117.402 41.877-416.975  8.092.710 (76,68%)
Eliminacién de quimera 106.472 39.680-395.618  7.461.201 (70,70%)
Secuencias para analisis

106.425 39.672-395.132  7.435.908 (70,46%)
taxonémico

2.2. Analisis de la composicion microbiana intestinal

La asignacion taxondmica se realizé a partir de las secuencias que pasaron los filtros, un
total de 7.435.908, como se indicd en el apartado anterior. Los resultados del analisis
taxondmico se agruparon en diferentes niveles. La categoria taxondmica fundamental es la
especie, ya que ofrece el taxén discreto de tamafio mas pequefio. Para la asignacién de
especies se espera una similitud minima de 97% de identidad genética entre las secuencias,
mientras que el género esta integrado por un grupo de microorganismos que presentan una
homologia igual o mayor a 95% [196]. Un grupo de géneros estrechamente relacionados o
parecidos constituyen una familia. Por lo tanto, segiin la homologia, las categorias ordenadas
en rango taxonémico descendente son las siguientes: reino, filo clase, orden, familia, género

y especie.

A la vista de nuestros resultados, dentro del reino de Bacteria se encontraron 16 filos,
25 clases, 43 érdenes, 97 familias, 357 géneros y 851 especies. Los microorganismos mas

frecuentes de cada nivel se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Microorganismos dominantes de las diferentes categorias taxonémicas.

Nivel Microorganismos mas frecuentes (%)
Reino Bacteria (100,00%)
Filo Bacteroidetes (53,40%)

Firmicutes (32,16 %)

Proteobacteria (10,53%)

Clase Bacteroidia (52,68%)
Clostridia (24,73%)

Gammaproteobacteria (9,05%)

Orden Bacteroidales (52,69%)
Clostridiales (24,66%)

Enterobacteriales (6,49%)

Familia Bacteroidaceae(28,39%)
Ruminococcaceae (14,36%)

Lachnospiraceae (8,43%)

Género Bacteroides (28,39%)
Alistipes (7,25%)

Parabacteroides (4,89%)

Especie Bacteroides uniformis (5,44%)
Bacteroides unclassified (4,93%)

Bacteroides dorei (4,45%)

En esta cohorte, se han detectado 357 géneros distintos, entre ellos, Bacteroides es el
género mas frecuente, representando de forma conjunta el 28%. Los siguientes géneros mas
abundantes corresponden a Alistipes y Parabacteroides, los cuales representan un 7 % y un
5%, respectivamente, en los pacientes con CPNM (Figura 14). Calculando la abundancia
relativa de cada género por paciente, se observan 7 con una mediana mayor al 1%:
Bacteroides, Alistipes, Parabacteroides, Phascolarctobacterium, Ruminococcaceae UCG-002,

Faecalibacterium, Barnesiella (Figura 15).
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Figura 14. Grafico circular de la composicion filogenética de los taxones mas comunes a
nivel de género en el global de las muestras del estudio.

En la figura se muestran los 10 géneros mas frecuentes de un total de 357 géneros identificados.
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Figura 15. Grafico de barras de la composicion filogenética de los taxones mas comunes a
nivel de género en cada paciente del estudio.
Un total de 357 géneros fueron identificados, de los cuales sélo 7 de ellos presentaron una abundancia relativa
mayor al 1%. En el grafico sélo se muestran los géneros con una abundancia mayor al 1%.

Nuestros resultados estan de acuerdo con un estudio previamente publicado, en el cual

ha encontrado que Bacteroides es el género mas abundante en muestras fecales de

pacientes con cdncer de pulmdn; ademads, la abundancia relativa de este género es
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significativamente mas alta en los pacientes que en los controles sanos [197]. Bacteroides es
una bacteria Gram-negativa en forma de bacilo, la cual pertenece al filo Bacteroidetes. El
colon humano alberga la poblacién mas grande y compleja de bacterias en el cuerpo, y
alrededor del 25% pertenece al género Bacteroides [198], un porcentaje muy similar al que

obtenemos en nuestro estudio (28%).

Por otro lado, se analizé la alfa-diversidad basada en los indices Chao 1, Shannon e
inverse Simpson. El indice de Chao 1 es el estimador para describir la riqueza microbiana
intestinal, la mediana de Chao 1 fue 167 con un rango de 43-274. Los indices de Shannon e
inverse Simpson son estimadores que permiten describir la diversidad, es decir, tanto la
rigueza como la distribucién. Las medianas de Shannon e inverse Simpson en los 69
pacientes incluidos en este estudio fueron 3,40 y 14,25, respectivamente. Cada uno de los
indices fue calculado en la muestra pretratamiento, y en base a estos resultados, es posible
evaluar y correlacionar la diversidad microbiana intestinal con las caracteristicas
clinico-patoldgicas y la respuesta al tratamiento con ICls. La mediana y el rango de los indices

son recogidos en Tabla 11.

Tabla 11. indices de alfa-diversidad.

Alfa diversidad Shannon Inverse Simpson
Mediana 167 3,40 14,25
Rango 43-274 1,78-4,30 3,32-42,93
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3. Andlisis de las caracteristicas de microbiota
intestinal en pacientes con CPNM avanzado

tratados con ICls

3.1. Caracteristicas clinico-patologicas

3.1.1. Correlacion con la evolucion clinica

En funcidn de la respuesta a ICls, 33 (47,8%) pacientes fueron clasificados en el grupo
BCD, mientras que 36 (52,2%) pacientes presentaron no-BCD. Las diferentes caracteristicas
demogrificas y clinico-patoldgicas fueron correlacionadas con la respuesta a ICls. Para el
analisis de correlacion se realizé la prueba Chi-cuadrado y, como se muestra en la Tabla 12, el
sexo, el indice de masa corporal y la expresiéon de PD-L1 correlacionaron de manera

significativa con la respuesta a ICls.

Tabla 12. Correlacion entre las caracteristicas demograficas y clinico-patolégicas con la

respuesta a ICls.

Caracteristicas BCD No-BCD P valor
Edad

<66 afios 14 (42,4%) 20 (55,6%) 0276
>66 afios 19 (57,6%) 16 (44,4%)

Sexo

Hombre 28 (84,8%) 21 (58,3%)

Mujer 5 (15,2%) 15 (41,7%) 0,015%
Tabaquismo

Fumador 22 (66,7%) 25 (69,4%) 0,805
No fumador 11 (33,3%) 11 (30,6%)

indice de masa corporal

>25 20 (60,6%) 12 (33,3%)

<25 12 (36,4%) 21(58,3%) 0,035*
Sin especificar 1(3,0%) 3(8,4%)
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Antibidticos previos

Si 7 (21,2%) 9 (25,0%)

0,710
No 26 (78,8%) 27 (75,0%)
Estado funcional
0-1 32 (97,0%) 31 (86,1%)

0,110
>2 1(3,0%) 5(13,9%)
Histologia
Adenocarcinoma 14 (42,4%) 18 (50,0%) 0.508
No adenocarcinoma 19 (57,6%) 18 (50,0%) ’
Estadio
I 8 (24,2%) 4 (11,1%)

0,151
v 25 (75,8%) 32 (88,9%)
PD-L1
Positivo (TPS 21%) 26 (78,8%) 20 (55,6%)
Negativo (TPS < 1%) 6 (18,2%) 15 (41,7%) 0,034*
Sin especificar 1(3,0%) 1(2,8%)
Linea de tratamiento
1ra 20 (60,6%) 17 (47,2%)

0,265
2da/3ra 13 (39,4%) 19 (52,8%)
Tamaio tumoral
<5cm 11 (33,3%) 9 (25,0%)

0,446
>5cm 22 (66,7%) 27 (75,0%)
Ne localizaciones metastasicas
<2 16 (48,5%) 11 (30,6%)

0,127
>2 17 (51,5%) 25 (69,4%)

BCD: beneficio clinico duradero. No fumador: exfumador mas de 1 afio y nunca fumador. P valores se obtuvieron
usando el test chi-cuadrado. *p < 0,05.

En nuestro estudio, los 37 pacientes tratados con pembrolizumab en primera linea de
tratamiento presentaron PD-L1 TPS >50%; mientras que los 32 pacientes tratados con
nivolumab o atezolizumab en segunda o tercera linea de tratamiento recibieron
quimioterapia previa. El valor predictivo de las caracteristicas demograficas y
clinico-patoldgicas también se evalud en relacién a la linea de tratamiento. En el subgrupo de
pacientes tratados con pembrolizumab, el sexo y el indice de masa corporal fueron factores
relacionados con la respuesta. En cuanto al subgrupo de pacientes tratados con nivolumab o

atezolizumab en segunda o tercera linea de tratamiento, no se revelaron caracteristicas
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relacionadas estadisticamente con la respuesta (Tabla S2).

En nuestro estudio, la mediana de seguimiento fue de 14,3 meses (rango: 0,6-32,3
meses). Durante el periodo de seguimiento, un 79,7% de los pacientes progresaron y se

registraron un 59,4% de exitus.

El valor prondstico de las principales caracteristicas se evalué mediante el método de
regresion de Cox univariante para la SLP y la SG. Los resultados de estos analisis se muestran
en la Tabla 13. El sexo, el estado funcional y la expresién de PD-L1 fueron factores
pronésticos para la SLP, mientras que el IMC lo fue para la SG. En funcidn de las diferentes
lineas de tratamiento, solamente el IMC se asocié con SLP y SG en los pacientes tratados con

pembrolizumab en primera linea de tratamiento (Tabla S3).

Tabla 13. Resultados del analisis de regresion de Cox segun las variables

clinico-patolégicas.

Variables

IC 95% P valor IC 95% P valor

Sexo
Hombre vs. Mujer 0,544 0,307-0,962 0,036* 0,800 0,414-1,547 0,508
Edad
<66 vs. >66 1,081 0,637-1,836 0,772 0,969 0,525-1,788 0,920

Habito tabaquico
Fumador vs. No fumador 1,174 0,665-2,103 0,590 0,771 0,403-1,477 0,434
IMC

<25vs.>25 1,439 0,829-2,497 0,196 2,132 1,083-4,197 0,028*
Estadio
Il vs. IV 0,811 0,408-1,611 0,550 0,654 0,275-1,577 0,338

Antibidticos previos

Sivs. No 0,813 0,443-1,495 0,506 0,836 0,410-1,708 0,624
Estado funcional

0-1vs.2 0,370 0,153-0,891 0,027* 0,414 0,159-1,075 0,070
Histologia

ADC vs. No-ADC 1,085 0,638-1,847 0,763 0,897 0,483-1,666 0,731
PD-L1

Positivo vs. Negativo 0,534 0,306-0,933 0,028* 0,590 0,310-1,123 0,108
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Linea de tratamiento
1ravs. 2da/3ra 0,635 0,373-1,080 0,094 0,635 0,343-1,176 0,149

Tamafio tumoral

<5cmvs. >5cm 0,729 0,383-1,386 0,335 0,431 0,180-1,030 0,058

N2 localizaciones
metastdsicas

<2vs.>2 0,780 0,451-1,347 0,373 0,768 0,406-1,451 0,416

No-fumador: incluye exfumadores de mas de 1 afio y nunca fumadores; IMC: indice de masa corporal; ADC:
Adenocarcinoma; PD-L1 positivo: TPS>1%; PD-L1 negativo: TPS<1%. HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza.
Los p valores se obtuvieron usando el método de regresién de Cox univariante. *p < 0,05.

En funcién del sexo, los pacientes hombres presentaron una SLP mas larga en
comparacién con las mujeres (SLP mediana: 8,4 vs. 2,8 meses, p= 0,033; Figura 16A).
Generalmente las mujeres tienen un mejor prondstico que los hombres [199]. Cabe sefialar
que mas del doble de pacientes en nuestra cohorte son hombres (71% vs. 29%), por lo que
nuestros resultados podrian estar sesgados en cierta manera. Como cabria esperar, los
pacientes con mejor estado funcional (PS 0-1) presentaron una SLP mas larga en
comparacién con los pacientes con PS 2 (SLP mediana: 6,6 vs. 2,5 meses, p= 0,020; Figura
16B). En cuanto a la expresion de PD-L1, aunque su valor como factor prondstico para la
supervivencia sigue siendo controvertido, en nuestra cohorte los pacientes con expresion de
PD-L1 positiva (TPS21%) presentaron una SLP mas prolongada en comparacidon con
pacientes con tumores PD-L1 negativos (TPS<1%) (SLP mediana: 8,4 vs. 3,6 meses, p= 0,025;
Figura 16C), de acuerdo con reportes previos [49,50,200]. Curiosamente, nuestros resultados
mostraron una SG significativamente mayor en los pacientes con IMC 225 en comparacién
con los pacientes con IMC <25 (SG mediana: no alcanzado vs. 11,4 meses, p= 0,025; Figura
16D). El IMC es una féormula matematica que asocia la masa y la talla de un individuo. Las
personas con IMC 225 presentan sobrepeso, mientras que las personas con IMC <25
presentan un peso normal o bajo. Generalmente, la obesidad se considera como un factor de
riesgo para el cancer y se ha observado que la tasa de muerte aumenta significativamente en
los pacientes con un IMC 240 en comparacion con aquellos con IMC <40, segun datos de un
estudio prospectivo realizado en mas de 900.000 adultos en Estados Unidos [201]. En

nuestra cohorte, la mediana de IMC fue de 25,8 (rango: 14,4-37,9), bastante menor que la
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utilizada en el estudio anteriormente mencionado, lo que podria explicar la diferencia de la
correlacion de la SG en funcién al IMC. En concordancia con nuestros resultados, otros
analisis en cancer de pulmdn también han encontrado que un IMC >25 estd asociado con
una mayor SG [202,203]. Debido a la inconsistencia de los resultados, se requieren estudios
mas precisos para investigar la relacién entre IMC y prondstico en pacientes con CPNM

tratados con ICls.
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Figura 16. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier de SLP y SG de acuerdo a variables
demograficas y clinico-patoldgicas.

(A). Sexo y SLP. La linea verde representa los pacientes hombres, la linea roja representa las pacientes mujeres. (B).
Estado funcional y SLP. La linea verde representa los pacientes con estado funcional PS 0-1, la linea roja
representa los pacientes con estado funcional de PS 2. (C). Expresion de PD-L1 y SLP. La linea verde representa los
pacientes con expresion positiva de PD-L1, la linea roja representa los pacientes con expresion negativa de PD-L1.
(D). indice de masa corporal y SG. La linea verde representa los pacientes con indice de masa corporal >25, la
linea roja representa los pacientes con indice de masa corporal <25. SLP: supervivencia libre de progresion; SG:

supervivencia global. P valores se obtuvieron usando el test de log-rango.
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3.1.2. Correlacion con la microbiota intestinal

A continuacién, se indagd sobre las posibles relaciones entre la diversidad de la
microbiota intestinal, estimada mediante los indices de alfa-diversidad Chao 1, Shannon e
inverse Simpson, y las distintas caracteristicas demograficas (Tabla 14) y clinico-patoldgicas

(Tabla 15) en nuestra cohorte de estudio, utilizando la prueba U de Mann-Whitney.

Tabla 14. Relacién entre los indices de alfa-diversidad y las caracteristicas demograficas.

indices Caracteristicas demograficas
Sexo
Hombre Mujer P valor
Chao1 167,0 (42,0-274,0) 158,0 (78,0-263,0) 0,175
Shannon 3,46 (1,78-4,24) 3,27 (2,21-4,30) 0,315
Inverse Simpson 16,37 (3,32-42,93) 13,70 (4,32-41,16) 0,412
Edad
<66 >66 P valor
Chao1 164,5 (42,0-274,0) 170,0 (79,0-252,0) 0,183
Shannon 3,39 (1,78-4,30) 3,40 (2,12-4,22) 0,334
Inverse Simpson 14,2 (3,32-42,93) 14,34 (3,83-33,99) 0,683

Habito tabaquico

Fumador No fumador P valor

Chao 1 169,0 (84,0-274,0) 165,5 (42,0-225,0) 0,075
Shannon 3,43 (2,42-4,30) 3,26 (1,78-3,88) 0,074
Inverse Simpson 14,51 (3,83-42,93) 14,04 (3,32-30,28) 0,127

indice de masa corporal

<25 225 P valor

Chao 1 166,0 (84,0-274,0) 170,0 (42,0-263,0) 0,890
Shannon 3,44 (2,42-4,30) 3,31(1,78-4,24) 0,499
Inverse Simpson 14,25 (3,83-41,16) 13,92 (3,32-42,93) 0,573

No-fumador: exfumador de mds de 1 afio y nunca fumador. Los valores corresponden a la mediana para cada
indice, segun las caracteristicas demograficas, y los valores entre paréntesis corresponden al rango. P valores se

obtuvieron usando la prueba U de Mann-Whitney. *p < 0,05.

70



Resultados y discusion

Tabla 15. Relacion entre los indices de alfa-diversidad y las caracteristicas

clinico-patoldgicas.

indices Caracteristicas clinico-patoldgicas

Histologia
Adenocarcinoma No adenocarcinoma P valor
Chao 1l 164,5 (78,0-232,0) 170,0 (42,0-274,0) 0,166
Shannon 3,32 (2,42-4,24) 3,44 (1,78-4,30) 0,290
Inverse Simpson 14,03 (3,83-42,93) 14,34 (3,32-41,16) 0,086

Estado funcional

0-1 22 P valor

Chao1 167,0 (42,0-274,0) 162,5 (78,0-263,0) 0,692
Shannon 3,40 (1,78-4,30) 3,55 (2,81-4,05) 0,511
Inverse Simpson 14,19 (3,32-42,93) 19,11 (9,71-27,88) 0,213

Linea de tratamiento

1ra 2da/3ra P valor

Chao1l 165,0 (42,0-232,0) 167,0 (106,0-274,0) 0,156
Shannon 3,30 (1,78-4,24) 3,46 (2,42-4,30) 0,234
Inverse Simpson 14,19 (3,32-42,93) 15,60 (3,83-41,16) 0,330

Antibidtico previo

Si No P valor
Chao 1 155,0 (78,0-188,0) 170,0 (42,0-274,0) 0,040*
Shannon 3,22 (2,67-3,80) 3,44 (1,78-4,30) 0,074
Inverse Simpson 13,12 (5,52-25,06) 14,51 (3,32-42,93) 0,143
Estadio
i v P valor
Chao 1l 164,5 (129,0-225,0) 167,0 (42,0-274,0) 0,982
Shannon 3,50 (3,18-3,88) 3,38 (1,78-4,30) 0,519
Inverse Simpson 17,32 (12,04-30,28) 14,19 (3,32-42,93) 0,416

Tamano tumoral

s5cm >5cm P valor
Chao 1 157,5 (42,0-274,0) 167,0 (78,0-263,0) 0,227
Shannon 3,27 (1,78-4,30) 3,46 (2,66-4,24) 0,113

Inverse Simpson 12,84 (3,32-41,16) 16,37 (5,29-42,93) 0,071
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Expresion de PD-L1

Positiva Negativa P valor

Chao 1 166,0 (42,0-252,0) 170,0 (106,0-274,0) 0,262
Shannon 3,36 (1,78-4,24) 3,43 (2,66-4,30) 0,503
Inverse Simpson 14,23 (3,32-42,93) 13,87 (5,29-41,16) 0,525

Numero de localizaciones metastasicas

<2 >2 P valor

Chao 1 165,5 (78,0-252,0) 171,0 (42,0-274,0) 0,143
Shannon 3,37 (2,42-4,24) 3,50 (1,78-4,30) 0,363
Inverse Simpson 14,08 (3,83-42,93) 17,05 (3,32-41,16) 0,307

PD-L1 positiva: TPS>1%; PD-L1 negativa: TPS<1%. Los valores corresponden a la mediana para cada indice segun
la caracteristica clinico-patoldgicas, y entre paréntesis, el rango. P valores se obtuvieron usando la prueba U de
Mann-Whitney.

En nuestra cohorte de estudio, 16 pacientes recibieron tratamiento antibidtico en los 3
meses previos al tratamiento con ICls; como se esperaba, estos 16 pacientes presentaron un
menor indice de riqueza (Chao 1, p= 0,040; Tabla 14 y Figura 17) en comparacion con el resto
de pacientes. Este hallazgo indica que el uso de antibidticos tiene un claro impacto en la

riqueza de la composicidn de la microbiota intestinal.
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Figura 17. Relacion entre el indice de Chao 1 y la antibioticoterapia.

P valor obtenido en la prueba U de Mann-Whitney. La linea central representa la mediana, mientras que las lineas
superior e inferior muestran el rango intercuartil. Cada punto representa a un sujeto. Si: pacientes con
antibioticoterapia en un periodo de 0 a 3 meses antes del tratamiento con ICls, en rojo; No: pacientes sin

antibioticoterapia en los 3 meses anteriores al inicio del tratamiento con ICls, en verde.
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A continuacion, se utilizo el analisis ACP para visualizar la diferencia de la composicion
microbiana intestinal entre los pacientes con y sin tratamiento antibidtico previo. En este
analisis no se encontraron diferencias significativas, posiblemente debido al bajo nimero de
pacientes incluidos en el estudio que han llevado tratamiento antibidtico previo, por lo que
estos resultados deberian confirmarse en cohortes con mayor nimero de pacientes, ya que

los analisis de ACP requieren de cohortes mas extensas de datos (Figura 18).

Analisis de ACP sobre la microbiota intestinal
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Figura 18. Andlisis de componentes principales basado en la composicion microbiana
intestinal entre pacientes sin y con antibioticoterapia.

Cada punto representa a un sujeto; los puntos rojos representan a los pacientes con antibioticoterapia en un
periodo de 0 a 3 meses antes de ICls (Si); y los puntos verdes representan a los pacientes sin antibioticoterapia
(No). P valor fue obtenido mediante el andlisis de PERMANOVA.

Seguidamente, se realizd un andlisis LEfSe para discriminar los microorganismos
predominantes entre los dos grupos de pacientes (con y sin antibioticoterapia). Los
resultados de este anadlisis mostraron un mayor nimero de microorganismos con un valor de
LDA >3, es decir, estadisticamente significativos, en los pacientes sin tratamiento antibidtico.
Entre los microorganismos encontrados, Alistipes fue el mas predominante en los pacientes

gue no recibieron antibioticoterapia mientras que Veillonellaceae lo fue en los pacientes

tratados con antibiéticos previamente a la inmunoterapia (Figura 19).

73



Resultados y discusion

w -
9]

Alistipes

Eubacterlum coprostanollgénesgroup
unculturedAiistipessp

LachnosplraceaeNK4A1369roup

LachnosplraCeaeNK4A13Ggroup uncIaSS|f|ed _

Subdohgranulum

Subdolig:ranulumfunclassmed

Marinifilaceae

Bacteroiﬂesfragilis

RumiﬁococcaceaéUCG _014

. Butynamonas

Eubacterlum coprostanollgenesgroup gutmetagenome
Blttarcllamassmcn5|5

Corlobacternaceae

Alphaproteobacterla

Rhodospirillales

uncultured

Rikenellar:nicrofususDSM15922 :
Barnesiella_unculturedbacterium
Streptocoiccussp_ , :
Negativicutes

Selenomonadales

Veillonellaceae
| |

-2 -1 1 2
LDA SCORE (log 10)

Coricbhacteriaceae
Butyricimonas

Marinifilaceae

: Alistipes

: LachnospiraceaeNK4A136group
RuminococcaceaeUCG_011

g: Subdoligranulum

h: _Eubacterium_coprostanoligenesgroup

i: Veillonellaceae

j: Selenomonadales

k: uncultured

I: Rhodospirillzlas

|

i

|

w
o -

. Si
[ No

rpmo_o_cr_ng

Figura 19. Analisis de LEfSe basado en la composicion microbiana intestinal de acuerdo al

uso de antibidticos previos a ICls.

(A). Histograma del anélisis LEfSe. (B). Cladograma taxondmico del andlisis LEfSe. Todos los microorganismos
presentes en la figura tienen el p valor < 0,05 mediante la prueba de Kruskal-Wallis, y una puntuacién de LDA > 3.
Si (color rojo): pacientes con antibioticoterapia en un periodo de 0 a 3 meses antes de ICls; No (color verde):
pacientes sin antibioticoterapia; LEfSe: analisis del tamafio del efecto del andlisis discriminante lineal; LDA:

andlisis discriminante lineal.

Actualmente, existe evidencia sustancial que apoya la fluctuacién de la composicidn
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microbiana intestinal en respuesta a factores externos, especialmente los antibidticos. La
antibioticoterapia impone cambios profundos en la diversidad taxondmica del ecosistema
microbiano del huésped, que puede llegar a afectar la abundancia de hasta un 30% de los
microorganismos intestinales [130], disminuyendo la riqueza microbiana. Ademads, un
estudio previo ha confirmado que el uso de antibidticos (incluidos la enrofloxacina y la
vancomicina), se relaciona con un menor indice de Chao 1, lo que concuerda con nuestros
resultados [204]. Nuestros resultados refuerzan el hecho de que los antibidticos alteran la
microbiota intestinal, produciendo especialmente una disminucion de la riqueza de las

especies presentes.

En cuanto a la correlacién entre el tratamiento antibidtico y la respuesta al tratamiento
con ICls, algunos informes publicados previamente sefialan que el uso del antibidtico es un
factor negativo en la efectividad de la inmunoterapia [163,171,205,206]. En el presente
estudio, investigamos el uso del antibidtico dentro de los 3 meses antes de ICls y no
encontramos una relacién significativa con los resultados clinicos (Tabla 12 y Tabla 13).
Existen algunos datos que pueden explicar el porqué de estos resultados. Se ha reportado
gue el cambio de la composicién microbiana intestinal ocurre a los pocos dias de la primera
dosis de antibidtico y dura varias semanas después de completar el tratamiento [207,208].
Debido a la notable capacidad de la microbiota para restaurar su estado compositivo y
funcional [209], la microbiota intestinal podria haberse recuperado durante el curso de la
inmunoterapia. Respaldando nuestros resultados, Huemer y sus colaboradores tampoco
observaron la influencia del tratamiento antibidtico en la eficacia de los tratamientos con ICls
en un analisis bicéntrico de pacientes con CPNM [174]. Otro estudio de un grupo asiatico
basado en pacientes con CPNM avanzado también mostré que el uso de antibidticos en los
dos meses previos al tratamiento con ICls no influyéd en los resultados clinicos [123].
Kaderbhai y colaboradores, en un estudio llevado a cabo en Francia y registrando datos de
forma andloga a los recogidos en el presente estudio (centrado en el uso de antibidtico en
los 3 meses anteriores a la terapia con ICls) encontraron una tasa de respuesta y una SLP
similares para los pacientes con CPNM con y sin tratamiento antibidtico [175]. Diversos

factores relacionados con el uso de antibidticos, como la via de administracidn, el tipo de
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antibidticos, el intervalo de tiempo exposicion antes del tratamiento con ICls, también
podrian impactar en la composicion de la comunidad microbiana intestinal, y por lo tanto
para sacar conclusiones sobre su relacién con la inmunoterapia, deberan disefiarse estudios
de grandes cohortes donde se analicen de forma especifica estos parametros. Sobre todo el
impacto de los antibidticos en el resultado clinico con ICIs debe aclararse y explorarse de
forma mas exhaustiva teniendo en cuenta que su uso suele ser frecuente en pacientes con

cancer de pulmon.

Por otra parte, también relacionamos la diversidad microbiana intestinal con el habito
alimentario en nuestra cohorte de estudio. Los pacientes fueron estratificados en 2 grupos
segun la mediana de la frecuencia del consumo de alimento. En este sentido, los pacientes
del grupo “alto” fueron los pacientes con frecuencia mayor a la mediana, mientras, los
pacientes del grupo denominado “bajo” fueron los pacientes con una frecuencia igual o
menor a la mediana. Curiosamente, los 18 pacientes del grupo alto en consumo de carne
procesada (=2 veces/semana) presentaron significativamente una menor diversidad
microbiana intestinal en comparacion con los 23 pacientes del grupo bajo, 20 pacientes de
alto consumo de moluscos y crustaceos (>0,5 veces/semana) exhibieron baja diversidad en
comparacién con 23 pacientes de bajo consumo, ademas, 22 pacientes de alto consumo de
berenjena (20,7 veces/semana) también presentaron curiosamente una baja diversidad

microbiana intestinal (Tabla 16).
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Tabla 16. Relacion entre los indices de alfa-diversidad y la frecuencia del consumo de

alimento.
indice Frecuencia del consumo
Carne procesada
Alto Bajo P valor
Chao 1 142,0 (78,0-231,0) 170,0 (87,0-263,0) 0,011*
Shannon 3,14 (2,12-3,74) 3,53 (2,89-4,24) 0,001*
Inverse Simpson 11,12 (3,83-22,42) 18,27 (9,56-42,93) 0,001*
Moluscos y crustaceo

Alto Bajo P valor

Chao1l 165,0 (78,0-231,0) 167,0 (79,0-263,0) 0,324
Shannon 3,26 (2,67-3,80) 3,53 (2,12-4,24) 0,019*
Inverse Simpson 13,21 (5,29-25,26) 17,75 (4,32-42,93) 0,019*

Berenjena

Alto Bajo P valor

Chao1l 151,0 (78,0-252,0) 168,5 (111,0-263,0) 0,092
Shannon 3,22 (2,12-4,22) 3,56 (2,42-4,30) 0,022*
Inverse Simpson 12,49 (4,32-33,99) 18,05 (3,83-42,93) 0,025%*

Los valores corresponden a la mediana para cada indice segln el consumo de alimento, y entre paréntesis, el
rango. P valores se obtuvieron usando la prueba U de Mann-Whitney. *p < 0,05.

La composicién microbiana estd influida por distintos factores externos y uno de los mas
importantes es la dieta [125,126]. La carne procesada es un producto en cuya composicién
se incluyen diversos aditivos alimentarios tales como carboximetilcelulosa, monolaurato de
glicerol, etc., compuestos que podrian influir en la composicién microbiana intestinal [210].
La berenjena, una especie vegetal de la familia de las solanaceas, es una fuente natural de
solanina. La solanina tiene propiedades pesticidas, es una de las defensas naturales de la
planta y pertenece a la familia quimica de las saponinas. Varios estudios revelaron que la
solanina exhibia la funcién de inducir el proceso de apoptosis en organismos multicelulares
[211]. Asi, la berenjena podria influir en la diversidad microbiana mediante la funcién de la
solanina. Nuestro estudio tiene limitaciones principalmente relacionadas con el tamaiio de

muestra, pero incluye un grupo homogéneo de pacientes, todos los pacientes incluidos
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residen en Valencia y no hay una gran diferencia en sus habitos alimenticios. Aln con estas

limitaciones , el presente estudio pone de manifiesto la relacidn entre algunos componentes

de la dieta y posibles modificaciones en la composicion de la microbiota intestinal, hallazgo

gue deberia validarse en futuros estudios.

3.2. Toxicidad relacionada con ICls

3.2.1. Correlacion con el resultado clinico

Como la toxicidad relacionada con ICIls es un evento importante en el curso de

la

inmunoterapia y 26 pacientes de nuestra cohorte presentaron uno o mas tipos de toxicidad

relacionada con los tratamientos inmunoterapicos, a continuacién, analizamos la relacién

entre la presencia de toxicidades y el resultado clinico. Segun el resultado de la prueba

Chi-cuadrado, la presencia de toxicidades se relacionaba con mejor respuesta tanto en la

cohorte global, como en el subgrupo de pacientes tratados con pembrolizumab en primera

linea (Tabla 17).

Tabla 17. Correlacion entre la toxicidad relacionada con ICls y la respuesta.

Toxicidad BCD No-BCD P valor ‘

Cohorte global

Toxicidad relacionada con ICls
Si 18 (54,5%) 8(22,2%)
No 15 (45,5%) 28 (77,8%) 0,006*

Pacientes tratados con pembrolizumab en primera linea

Toxicidad relacionada con ICls
Si 13 (65,0%) 2(11,8%)
No 7 (35,0%) 15 (88,2%) 0,001*

Pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea

Toxicidad relacionada con ICls
Si 5(38,5%) 6 (31,6%)
No 8 (61,5%) 13 (68,4%) 0,687

P valores se obtuvieron usando el test chi-cuadrado. *p < 0,05.

El valor pronéstico de la presencia de la toxicidad también se evalué mediante
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método de regresion de Cox univariante para SLP y SG. Los resultados se muestran en la
Tabla 18, donde se indica que la presencia de toxicidad relacionada con ICls fue factor
prondstico para SLP y SG en la cohorte global y en el subgrupo de pacientes tratados con

pembrolizumab en primera linea.

Tabla 18. Resultados del andlisis de regresion Cox basado en la toxicidad relacionada con

ICls.

Toxicidad relacionada

P valor

HR IC95%

P valor

con ICls IC95%

Cohorte global

Sivs. No 0,326 0,176-0,606 <0,001* 0,469 0,234-0,938 0,032*

Pacientes tratados con pembrolizumab en primera linea

Sivs. No 0,202 0,079-0,518 0,001* 0,302 0,100-0,914 0,034*

Pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea

Sivs. No 0,567  0,249-1,292 0,177 0,725 0,295-1,784 0,484

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza. P valores se obtuvieron usando el método de regresion de Cox

univariante. *p < 0,05.

Seguidamente, se analizaron estos datos mediante el método de Kaplan-Meier
(estadistico log-rango) para obtener las curvas de supervivencia, las cuales muestran que los

pacientes que manifestaron algun tipo de toxicidad son los que presentan SLP y SG mas

prolongadas (Figura 20).
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Figura 20. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier de SLP y SG de acuerdo a la toxicidad
relacionada con ICls.

(A) SLP y (B) SG de acuerdo con la presencia de toxicidades en la cohorte global; (C) SLP y (D) SG de acuerdo a la
presencia de toxicidades en el subgrupo de pacientes tratados con pembrolizumab en primera linea. La linea
verde representa los pacientes con toxicidad relacionada con ICls, la linea roja representa los pacientes sin
toxicidad. SLP: supervivencia libre de progresidn; SG: supervivencia global. P valores se obtuvieron usando el test
de log-rango.

En cuanto a la toxicidad relacionada con ICls, estudios anteriores han demostrado que la
aparicion de toxicidades, sobre todo inmunorelacionadas, se asocia significativamente con
un mejor resultado de los tratamientos bloqueantes del eje PD-1/PD-L1, incluido el CPNM
[195,212], hallazgos consistentes con nuestros resultados. En cuanto al mecanismo de accidn
de los inhibidores dirigidos al eje PD-1/PD-L1, mientras que activan las células T para destruir
a las células cancerosas, el sistema inmunoldgico esta sobreactivado y las células T activadas
también pueden ejercer su efecto citotoxico sobre algunas células de tejidos normales (en

particular las glandulas del sistema endocrino o la piel suelen ser un blanco muy frecuente) y

causar efectos adversos inmunomediados. Desde un punto de vista patogénico, las
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toxicidades surgen como consecuencia de una respuesta inmune exacerbada. En este sentido,
cuando ocurre una reaccién adversa, indica que el sistema inmunoldgico se ha activado
efectivamente, lo que también confirma que el efecto del tratamiento es mejor cuando se

objetiva algun tipo de reaccion adversa [213,214].

3.2.2. Correlacion con la microbiota intestinal

A continuacion, intentamos relacionar los diferentes indices de alfa-diversidad con la
toxicidad inmunomediada para estudiar el efecto de la microbiota intestinal sobre la
toxicidad inmunomediada. La Tabla 19 muestra los resultados obtenidos de la prueba U de

Mann-Whitney.

Tabla 19. Relacion entre los indices de alfa-diversidad y las toxicidades relacionadas con

ICls.

indice Toxicidades relacionadas con ICls

Toxicidades relacionadas con ICls

Si No P valor
Chao 1 151,5 (42,0-263,0) 167,0 (78,0-274,0) 0,093
Shannon 3,33 (1,78-4,24) 3,46 (2,66-4,30) 0,211
Inverse Simpson 13,64 (3,32-42,93) 16,37 (5,29-41,16) 0,328

Toxicidad endocrina

Si No P valor
Chao1l 171,0 (87,0-263,0) 165,0 (42,0-274,0) 0,504
Shannon 3,50 (2,75-4,05) 3,37 (1,78-4,30) 0,386
Inverse Simpson 17,05 (7,64-30,28) 14,20 (3,32-42,93) 0,341

Toxicidad dermatoldgica

Si No P valor

Chao1l 133,0 (42,0-192,0) 167,0 (78,0-274,0) 0,031*
Shannon 2,89 (1,78-3,88) 3,44 (2,12-4,30) 0,027*
Inverse Simpson 9,56 (3,32-30,28) 15,16 (4,32-42,93) 0,029*
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Toxicidad gastrointestinal

Si No P valor
Chao 1 151,0 (42,0-220,0) 167,0 (78,0-274,0) 0,387
Shannon 3,27 (1,78-4,24) 3,41 (2,12-4,30) 0,781
Inverse Simpson 13,97 (3,32-42,93) 14,30 (3,83-41,16) 0,984
Toxicidad pulmonar (Neumonitis)
Si No P valor
Chao 1 152,0(151,0-176,0) 167,0 (42,0-274,0) 0,848
Shannon 3,38 (3,27-3,59) 3,41 (1,78-4,30) 0,918
Inverse Simpson 13,76 (1,36-18,86) 14,30 (3,32-42,93) 0,953
Toxicidad renal
Si No P valor
Chao 1 174,5 (79,0-192,0) 166,0 (42,0-274,0) 0,632
Shannon 3,49 (2,12-3,88) 3,38 (1,78-4,30) 0,741
Inverse Simpson 17,80 (4,32-30,28) 14,21 (3,32-42,93) 0,509
Toxicidad hepatica
Si No P valor
Chao 1 42,0 (42,0-192,0) 167,0 (78,0-274,0) 0,062
Shannon 3,13 (1,78-3,88) 3,43 (2,12-4,30) 0,160
Inverse Simpson 12,75 (3,32-30,28) 14,34 (3,83-42,93) 0,315

Los valores corresponden a la mediana para cada indice segun la presencia de toxicidades, y entre paréntesis se

muestra el rango de valores. P valores se obtuvieron usando la prueba U de Mann-Whitney. *p < 0,05.

En nuestro estudio se objetiva que los pacientes con toxicidad dermatoldgica presentan
una diversidad de la microbiota intestinal mas baja, presentando menores valores de Chao 1,

Shannon e inverse Simpson que los pacientes sin esta toxicidad (p= 0,031, p= 0,027, p= 0,029,

respectivamente; Tabla 19 y Figura 21).
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Figura 21. Relacién entre los indices de alfa-diversidad y la toxicidad dermatoldgica

relacionada con ICls.

(A). indice de Chao 1. (B). indice de Shannon. (C). indice de inverse Simpson. P valores obtenidos en la prueba U
de Mann-Whitney. La linea central representa la mediana, mientras que las lineas superior e inferior muestran el
rango intercuartil. Cada punto representa a un sujeto. Si: pacientes con toxicidad dermatoldgica, en rojo; No:
pacientes sin toxicidad dermatoldgica, en verde.

Se utilizd el andlisis de ACP para visualizar la diferencia de la composicién microbiana
intestinal entre los pacientes con toxicidad dermatoldgica y sin toxicidad dermatoldgica. Sin

embargo, este analisis no reveld resultados significativos al realizar la comparacién entre los

dos grupos de pacientes (Figura 22).

Analisis de ACP sobre la microbiota intestinal
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Figura 22. Andlisis de componentes principales basado en la composicion microbiana
intestinal entre pacientes sin y con toxicidad dermatoldgica.

Cada punto representa a un sujeto, los puntos verdes representan a los pacientes sin toxicidad dermatoldgica

(No), los puntos rojos representan a los pacientes con toxicidad dermatoldgica (Si). P valor obtenido en el analisis

de PERMANOVA.
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Por otro lado, utilizamos el andlisis LEfSe a nivel de microorganismos para ver cudles de
ellos se encontraban enriquecidos en los pacientes con toxicidad dermatoldgica. Entre los
microorganismos encontrados, Bacteroides dorei fue el mas frecuente en los pacientes que
presentaron toxicidad dermatoldgica, mientras que Firmicutes, Lactobacillales vy
Bifidobacterium estaban dentro de los microorganismos dominantes en pacientes que no

presentaron este tipo de toxicidades (Figura 23).

Las toxicidades dermatoldgicas son efectos adversos tempranos y frecuentes en los
tratamientos con ICls y varian desde la erupcion cutanea o prurito hasta el vitiligo [215,216].
Nuestros resultados sugieren que la microbiota intestinal puede predecir la susceptibilidad a
los eventos adversos dermatoldgicos asociados a la inmunoterapia debido, probablemente, a
la existencia de un eje intestino-piel. El intestino y la piel son d6rganos densamente
vascularizados y ricamente inervados con funciones inmunes y neuroendocrinas cruciales
[217]. Se ha propuesto la existencia de un eje intestino-piel y se ha demostrado que la
microbiota intestinal es un importante regulador del mismo [218]. La piel puede realizar sus
funciones (proteccion, regulacién de la temperatura, retencion de agua y mas) cuando se
encuentra en un estado de homeostasis. Existe evidencia que indica que la microbiota
intestinal puede afectar esta homeostasis de la piel, que parece estar relacionada con el
efecto modulador de los comensales intestinales sobre la inmunidad sistémica, aunque los
mecanismos aun no estan explorados completamente [217]. Como se ha mencionado
anteriormente, la microbiota intestinal tiene un papel muy importante en la inmunidad
humana. Las bacterias y sus metabolitos pueden influir en la modulacion de las funciones
dermatoldgicas, relacionandose con las enfermedades inflamatorias de la piel [219,220]. Por
otra parte, la microbiota intestinal presenta la capacidad de sintetizar moléculas que pueden
acceder a la circulacion y afectar localizaciones a distancia, por ejemplo, la piel [217].
Ademas, se ha informado que se puede encontrar DNA de origen intestinal bacteriano
circulando en la sangre de pacientes con psoriasis, indicando que las bacterias intestinales
pueden entrar en la circulacion, posiblemente a través de una barrera intestinal alterada, y

viajar a la piel [221].
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Figura 23. Analisis de LEfSe basado en la composicion microbiana intestinal segun la

presencia de toxicidad dermatoldgica.
(A). Histograma del andlisis LEfSe. (B). Cladograma taxonémico del andlisis LEfSe. Todos los microorganismos

presentes en la figura tienen el p valor menor a 0,05 mediante la prueba de Kruskal-Wallis y una puntuacién de
LDA mayor a 3. Si (color rojo): pacientes con toxicidad dermatoldgica; No (color verde): pacientes sin toxicidad

dermatoldgica. LEfSe: tamafio del efecto de analisis discriminante lineal; LDA: analisis discriminante lineal
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En nuestro estudio, el andlisis de LEfSe revela que Lactobacillales y Bifidobacterium son
algunas de las bacterias enriquecidas en pacientes sin toxicidad dermatoldgica relacionada
con ICls. Curiosamente, Lactobacillus, un género dentro del orden Lactobacillales, y
Bifidobacterium, del orden Bifidobacteriales, son probiéticos que han demostrado eficacia en
el tratamiento de la dermatitis o enfermedades inflamatorias crdnicas, como la psoriasis
[222]. En este sentido, la suplementacion oral con Lactobacillus casei en modelos de raton ha
demostrado reducir la inflamacién de la piel inhibiendo la sefializacién de IFN-y y las células
efectoras de hipersensibilidad T CD8+ [223], aumentando la secrecién de IL-10 y activando el
las células T reguladoras FoxP3+ en la piel [224]. Por otro lado, en humanos, se ha
demostrado que la administracién de especies de Bifidobacterium reduce los niveles de
biomarcadores proinflamatorios sistémicos, incluida la proteina C reactiva y el TNF-a en
pacientes con psoriasis [222], y la suplementacién con una mezcla de las cepas de
Bifidobacterium en mujeres embarazadas da como resultado una menor incidencia de
eczemas en los lactantes [225]. En el presente estudio, destacamos la relacién entre la
microbiota intestinal y la toxicidad dermatoldgica relacionada con ICls. Sin embargo, las
bacterias y el mecanismo a través del cual la microbiota intestinal influye en la aparicién de
toxicidad dermatoldgica deben explorarse en profundidad, ya que podria proporcionar

nuevos enfoques para el manejo de dicha toxicidad.

3.3. Microbiota intestinal y el resultado clinico

3.3.1. Diversidad microbiana intestinal

Para conocer el impacto de la microbiota intestinal sobre la respuesta al tratamiento
con ICls, primero comparamos la alfa-diversidad entre los pacientes con BCD y no-BCD
utilizando la prueba U de Mann-Whitney para los indices de Chao 1, Shannon, inverse
Simpson, no observandose diferencias significativas entre ambos grupos de respuesta

(Figura 24).
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Figura 24. Relacion entre los indices de alfa-diversidad y la respuesta a ICls.
(A). indice de Chao 1. (B). indice de Shannon. (C). indice de inverse Simpson. P valores obtenidos en la prueba U
de Mann-Whitney. La linea central representa la mediana, mientras que las lineas superior e inferior muestran el
rango intercuartil. Cada punto representa a un sujeto. BCD: beneficio clinico duradero, en verde; No-BCD: no
beneficio clinico duradero, en rojo.

A continuacién, se valido el efecto de microbiota intestinal sobre la respuesta a la
inmunoterapia de acuerdo al tipo de inmunoterapia (pembrolizumab en primera linea;
nivolumab o atezolizumab en segunda o tercera linea de tratamiento). Como en la cohorte

global, no se detectaron diferencias significativas de acuerdo a diferentes respuestas en los

dos subgrupos (Figura 25).
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Figura 25. Relacion entre los indices de alfa-diversidad y la respuesta segtin la linea de
tratamiento con ICls.

(A)-(C). indice de Chao 1, Shannon e inverse Simpson, respectivamente, para los pacientes tratados con
pembrolizumab en primera linea. (D)-(F). indice de Chao 1, Shannon e inverse Simpson, respectivamente, para
los pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea. P valores obtenidos en la prueba
U de Mann-Whitney. La linea central representa la mediana, mientras que las lineas superior e inferior muestran
el rango intercuartil. Cada punto representa a un sujeto. BCD: beneficio clinico duradero, en verde; No-BCD: no

beneficio clinico duradero, en rojo.

A continuaciodn, se realizo el andlisis de ACP para visualizar la similitud o diferencia de la
composicion microbiana para los pacientes con BCD y no-BCD al tratamiento con ICls, no
observandose diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de pacientes

(Figura 26).
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Figura 26. Andlisis de componentes principales basado en la composicion microbiana

intestinal entre pacientes con BCD y no-BCD.

Cada punto representa a un sujeto, los puntos verdes representan a los pacientes con BCD (beneficio clinico
duradero) al tratamiento con ICls, los puntos rojos representan a los pacientes no-BCD. P valor obtenido en el
analisis de PERMANOVA.

También, se realizd el andlisis de ACP para visualizar posibles diferencias en la
composicidon microbiana para los pacientes con diferentes respuestas a ICls segun la linea de
tratamiento. No se observaron diferencias significativas entre los pacientes con BCD y

no-BCD al tratamiento con ICls tanto para pacientes tratados con pembrolizumab como para

pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab (p= 0,818, p= 0,621, respectivamente;

Figura 27).
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Figura 27. Andlisis de componentes principales basado en la composicion microbiana
intestinal entre pacientes con BCD y no-BCD segun la linea de tratamiento con ICls.

(A). Subgrupo de pacientes tratados con pembrolizumab en primera linea. (B). Subgrupo de pacientes tratados
con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea. Cada punto representa a un sujeto, los puntos verdes
representan a los pacientes con BCD (beneficio clinico duradero) al tratamiento con ICls, los puntos rojos

representan a los pacientes no-BCD. P valores obtenidos en el analisis de PERMANOVA.
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Para estudiar el valor prondstico de los diferentes indices de alfa-diversidad, se realizé
un analisis de regresion de Cox univariante para la SLP y la SG. Para ello, el primer paso fue
dicotomizar las variables continuas para asi poder clasificar los pacientes en dos grupos, de
esta manera el grupo “alto” incluye los pacientes que tienen un indice igual o superior a la
mediana y el grupo “bajo” es inferior a la mediana. En nuestra cohorte, la mediana del indice
de Chao 1 fue 167, la mediana del indice Shannon fue 3,40y la de inverse Simpson fue 14,25.
En la Tabla 20 se recogen los resultados para los diferentes indices y analisis estudiados en

nuestra cohorte.

Tabla 20. Resultados del analisis de regresion de Cox basado en indices de alfa-diversidad.

indices

IC 95% P valor HR IC 95% P valor

Chao 1

Alto vs. Bajo 1,147 0,675-1,949 0,613 1,406  0,759-2,605 0,278
Shannon

Alto vs. Bajo 1,066 0,627-1,811 0,814 0,931 0,504-1,719 0,819

Inverse Simpson

Alto vs. Bajo 1,080 0,635-1,836 0,776 0,717  0,386-1,330 0,291

El valor de corte es la mediana: 167 (Chao 1), 3,40 (Shannon), 14,25 (inverse Simpson). HR: hazard ratio; IC:
intervalo de confianza. Los p valores se obtuvieron usando el método de regresion de Cox univariante.

El valor prondstico de los indices de alfa-diversidad sobre la SLP y la SG también se
evaluo segun la linea de tratamiento con ICls. En la siguiente tabla se recogen los resultados
para los diferentes indices y analisis realizados en las dos cohortes, no existiendo diferencias
estadisticamente significativas con la supervivencia en los 2 subgrupos de pacientes (Tabla

21).
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Tabla 21. Resultados del andlisis de regresion de Cox basado en indices de alfa-diversidad

segun la linea de tratamiento con ICls.

indices

IC 95% P valor HR IC 95% P valor

Pacientes tratados con pembrolizumab en primera linea

Chao1

Alto vs. Bajo 1,309 0,605-2,832 0,494 2,047 0,819-5,119 0,125
Shannon

Alto vs. Bajo 1,414 0,650-3,073 0,383 1,331 0,540-3,284 0,534

Inverse Simpson

Alto vs. Bajo 1,641 0,755-3,567 0,211 1,040 0,421-2,569 0,932

Pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea

Chao 1

Alto vs. Bajo 0,956 0,458-1,996 0,905 0,945 0,408-2,186 0,894
Shannon

Alto vs. Bajo 0,628 0,296-1,331 0,225 0,560 0,241-1,302 0,178

Inverse Simpson

Alto vs. Bajo 0,614 0,294-1,282 0,194 0,480 0,205-1,128 0,092

El valor de corte es la mediana: 167 (Chao 1), 3,40 (Shannon), 14,25 (inverse Simpson). HR: hazard ratio; IC:
intervalo de confianza. Los p valores se obtuvieron usando el método de regresion de Cox univariante.

Hasta la fecha, existen estudios limitados que analizan el valor predictivo y prondstico
de la diversidad microbiana intestinal en el tratamiento con ICls y, ademas, los resultados son
inconsistentes y a veces contradictorios. Se ha visto que los pacientes con melanoma
respondedores al tratamiento con ICls presentan una alta mediana del indice de inverse
Simpson en comparacion con los pacientes no respondedores [166]. En CPNM, los pacientes
respondedores a nivolumab presentan un alto de indice de Shannon e inverse Simpson en
comparacién con los pacientes no respondedores [123]. Sin embargo, un estudio en
carcinoma de células renales metastasico y otro estudio en CPNM no mostraron diferencias

significativas entre los pacientes respondedores y no respondedores a ICls respecto a la
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diversidad microbiana intestinal [226,227]. Ademas, en publicaciones recientes, la diversidad
no se relaciona con la supervivencia global en los pacientes con CPNM tratados con ICls
[227,228]. Consistente con estos hallazgos, nuestro estudio no reveld relaciones significativas
entre la diversidad y la respuesta a ICls. Aunque el indice de alfa-diversidad es un indicador
que refleja la composicién de la microbiota, el ecosistema microbiano, la composicién y el
numero de comunidades microbianas fluctian en un equilibrio dindmico bajo la influencia
de factores externos. La diferencia en las poblaciones de pacientes incluidos en los estudios,
el uso de ICIs especificos y el tipo de cancer pueden explicar porqué los resultados varian
entre los distintos estudios realizados. Ademas, se debe tener en cuenta el limitado tamafio
de muestra en nuestro estudio, ya que la relacion entre la diversidad microbiana intestinal y
el resultado clinico deberia explorarse en una cohorte que incluya un mayor nimero de

pacientes.

3.3.2. Composicion microbiana intestinal

Para estudiar si la composicién de la microbiota intestinal influenciaba el resultado
clinico al tratamiento con ICls, se analizd la composicién de ésta en los pacientes BCD vy
no-BCD. Para ello, comparamos el nimero de taxones entre estos dos grupos mediante el
diagrama de Venn, observando que de los 851 taxones obtenidos, 78 eran exclusivos para los

pacientes con BCD y 155 eran exclusivos para los pacientes no-BCD (Figura 28).

BCD

No-BCD

Figura 28. Diagrama de Venn basado en la composicion microbiana intestinal segin la
respuesta a ICls.
Los nimeros en cada parte del diagrama indican el nimero de microorganismos diferentes en cada seccion. BCD:

beneficio clinico duradero.
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Sin embargo, mediante el uso de la versidon avanzada del diagrama de Venn, gréfico
UpSet, pudimos visualizar que estos taxones exclusivos de los grupos BCD y no-BCD no se
distribuian homogéneamente en todos los pacientes BCD o no-BCD, sino que eran
detectados en pocos pacientes de estos grupos, indicando variabilidad entre pacientes

(Figura 29). Debido a esta variabilidad, el uso de los grupos de taxones exclusivos se evitd en

los analisis posteriores.

ntarsecion Size

3 3 3 3

2 2222 2 2 2
IIIIIIIII111111111111111111111111

. "“l|||"|""""IIIIIII
3538
LEFE
.
>
—e

e

Imarsacticn Sz

93



Resultados y discusion

Figura 29. Graficos UpSet que ilustran la interseccién cuantitativa de los microorganismos
exclusivos para pacientes con BCD y no-BCD.

(A). Grafico Upset para pacientes con BCD. (B). Grafico Upset para pacientes con no-BCD. El grafico de barras de la
parte superior muestra el nimero de taxones bacterianos exclusivos o coleccién de taxones exclusivos comunes
en los pacientes. El grafico de barras de la izquierda muestra el nimero total de taxones bacterianos exclusivos
detectados en un paciente determinado. En la matriz de puntos, que se observa a la derecha del numero de
paciente, los puntos grises indican que el paciente no presenta ese taxdn (n=1 en grafico de barras superior) o
coleccién de taxones exclusivos (n>1), mientras que los puntos negros indican que el paciente los presenta. La

barra interseccién indica varios pacientes en los que se ha detectado un taxdn de taxones exclusivos.

A continuacion, se realizd un andlisis por LEfSe para discriminar los microorganismos
predominantes en los pacientes con BCD y no-BCD. De este modo, se encontré que
Phascolarctobacterium estaba enriquecido en pacientes con BCD, mientras que Dialister fue

mas predominante en pacientes no-BCD (Figura 30).
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Figura 30. Analisis de LEfSe basado en la composicion microbiana intestinal segun la
respuesta a ICls.

(A). Histograma del analisis LEfSe. (B). Cladograma taxondmico del analisis LEfSe. (C). Andlisis de abundancia
diferencial utilizando el analisis LEfSe para Phascolarctobacterium en pacientes con no-BCD y BCD; las lineas
rectas continuas representan las medias de abundancia relativa; las lineas rectas punteadas representan las
medianas de abundancia relativa. (D). Andlisis de abundancia diferencial utilizando el analisis LEfSe para Dialister
en pacientes con no-BCD y BCD; las lineas rectas continuas representan las medias de abundancia relativa; las
lineas rectas punteadas representan las medianas de abundancia relativa. Todos los microorganismos presentes
en la figura tienen el un p valor menor a 0,05 mediante la prueba de Kruskal-Wallis, y puntuacién de LDA mayores
a 3. BCD (color verde): beneficio clinico duradero; no-BCD (color rojo): no beneficio clinico duradero. LEfSe:

tamafio del efecto de andlisis discriminante lineal; LDA: analisis discriminante lineal.

Por otro lado, como Phascolarctobacterium y Dialister fueron los microorganismos mas
relacionados con la respuesta y, ademas, estaban presentes en mas del 50% del total de
pacientes, a continuacidn, se analizd el resultado clinico al tratamiento con ICls en funcidn de
la abundancia de estos microorganismos. En este sentido, los pacientes con “alta”

abundancia fueron los pacientes con una abundancia relativa igual o mayor a la mediana

(1,920% para Phascolarctobacterium y 0,009% para Dialister), mientras, que el resto fueron
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clasificados como “baja” abundancia.

Los pacientes con la alta abundancia de Phascolarctobacterium presentaron una tasa
de BCD mas alta en comparacion con el resto de pacientes (63% vs. 32%, p= 0,011; Figura 31),
contrariamente, los pacientes con alta abundancia de Dialister presentaron una tasa de BCD
significativamente mas baja en comparacion con el grupo de baja abundancia (26% vs. 69%,

p< 0,001; Figura 31).

Phascolarctobacterium Dialister
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Figura 31. Relacion entre la abundancia relativa de Phascolarctobacterium y Dialister con la
respuesta a ICls.

Los valores de corte utilizados para la estratificacion de los pacientes en alta y baja abundancia corresponden a
las medianas de la abundancia relativa: 1,920% (Phascolarctobacterium) y 0,009% (Dialister). BCD: beneficio
clinico duradero. P valores se obtuvieron usando el test chi-cuadrado.

Nuestros resultados demuestran el valor predictivo en beneficio clinico al tratamiento
con ICls de Phascolarctobacterium y Dialister en la cohorte global de pacientes. A
continuacién, validamos el valor predictivo de estos microorganismos segun la linea de
tratamiento con ICls (usando el mismo valor de corte previamente establecido). En el
subgrupo de los pacientes tratados con pembrolizumab en primera linea, no se vieron
resultados estadisticamente significativos (Figura 32A), mientras que en el subgrupo de los
pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea, los pacientes
con alta abundancia de Phascolarctobacterium presentaron alta tasa de respuesta en
comparacién con pacientes con baja abundancia (69% vs. 21%, p= 0,006; Figura 32B). Por
otra parte, los pacientes con alta abundancia de Dialister presentaron, como esperabamos,

baja tasa de respuesta con p valor significativo (13% vs.69%, p= 0,001; Figura 32B).
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Figura 32. Relacion entre la abundancia relativa de Phascolarctobacterium y Dialister con la
respuesta, segun la linea de tratamiento con ICls.

(A). Subgrupo de pacientes tratados con pembrolizumab en primera linea. (B). Subgrupo de pacientes tratados
con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea. Los valores de corte utilizados para la estratificacion de
los pacientes en alta y baja abundancia corresponden a las medianas de la abundancia relativa: 1,920%

(Phascolarctobacterium), 0,009% (Dialister). BCD: beneficio clinico duradero. P valores se obtuvieron usando el

test chi-cuadrado.

Seguidamente, se estudid el valor prondstico de determinados microorganismos. Para
ello, los pacientes se dicotomizaron segun la abundancia relativa de la composicion
microbiana intestinal, y a continuacidn, se evalud el prondstico mediante el método de

regresion de Cox univariante para la SLP y la SG. Los resultados de Cox univariante de SLP y

SG se muestran en la Tabla 22.
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Tabla 22. Resultados del andlisis de regresion de Cox basado en abundancia relativa de

Phascolarctobacterium y Dialister.

Microbiota

IC95%

P valor IC 95% P valor

Phascolarctobacterium

Alta vs. Baja 0,531 0,311-0,907 0,021* 0,642 0,346-1,190 0,159
Dialister

Alta vs. Baja 2,208 1,286-3,791 0,004* 2,847 1,485-5,459  0,002*

El valor de corte corresponde a la mediana de la abundancia relativa: 1,920% (Phascolarctobacterium), 0,009%
(Dialister). HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza. Los p valores se obtuvieron usando el método de regresion
de Cox univariante. *p <0,05.

Los resultados del analisis de regresidon de Cox univariante revelaron que la abundancia
de Phascolarctobacterium vy Dialister presentaban una relacidén significativa con Ia
supervivencia. Ademas, el andlisis de supervivencia por Kaplan-Meier mostré que los
pacientes con alta abundancia de Phascolarctobacterium tenian una SLP estadisticamente
superior (SLP mediana: 9,8 vs. 3,8 meses, p= 0,018; Figura 33A), y tendencia a una mayor SG
en comparacion con los pacientes con baja abundancia (SG mediana: 19,9 vs. 11,4 meses, p=
0,155; Figura 33B). Por el contrario, el andlisis de supervivencia para Dialister mostré un
efecto opuesto al descrito para Phascolarctobacterium, los pacientes con alta abundancia
presentaron menor SLP (SLP mediana: 3,6 vs. 11,5 meses, p= 0,003; Figura 33C) y SG (SG
mediana: 9,3 vs. no alcanzado meses, p= 0,001; Figura 33D) en comparacion con los

pacientes con baja abundancia.
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Figura 33. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier para SLP y SG de acuerdo a la abundancia
relativa de Phascolarctobacterium y Dialister.
(A) SLP y (B) SG de acuerdo a la abundancia de Phascolarctobacterium. (C) SLP y (D) SG de acuerdo a la
abundancia de Dialister. Llas lineas verdes representan los pacientes con alta abundancia de
Phascolarctobacterium o Dialister, mientras que la lineas rojas representa los pacientes con baja abundancia para
estas bacterias. Los valores de corte corresponden a las medianas de la abundancia relativa: 1,920%
(Phascolarctobacterium), 0,009% (Dialister). P valores se obtuvieron usando el test de log-rango.
Posteriormente, se procedio a evaluar el valor prondstico de estos dos microorganismos
estratificando los pacientes segun la linea de tratamiento con ICls. Los resultados mostraron
que la alta abundancia de Dialister correlacionaba significativamente con la SLP en los
pacientes tratados con pembrolizumab en primera linea. En cuanto a los pacientes tratados
con nivolumab vy atezolizumab en segunda o tercera linea, la abundancia de

Phascolarctobacterium mostré una relacidn significativa con mejor SLP, mientras que la

abundancia de Dialister se correspondia con supervivencias (SLP y SG) mas cortas (Tabla 23).
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Tabla 23. Resultados del analisis de regresion de Cox basado en la abundancia relativa de

Phascolarctobacterium y Dialister segun la linea de tratamiento con ICls.

Microbiota

IC 95% P valor HR IC 95% P valor

Pacientes tratados con pembrolizumab en primera linea

Phascolarctobacterium

Alta vs. Baja 0,644 0,297-1,397 0,266 0,942 0,378-2,351 0,898
Dialister
Alta vs. Baja 2,251 1,022-4,958 0,044* 2,121 0,831-5,413 0,116

Pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea

Phascolarctobacterium

Alta vs. Baja 0,444 0,206-0,960 0,039* 0,492 0,199-1,215 0,124
Dialister
Alta vs. Baja 2,717 1,248-5,915 0,012* 3,835 1,438-10,224 0,007*

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza. El valor de corte es la mediana de la abundancia relativa: 1,920%
(Phascolarctobacterium), 0,009% (Dialister). Los p valores se obtuvieron usando el método de regresidon de Cox
univariante. *p <0,05.

A continuacion, se realizé un andlisis mediante el método de Kaplan-Meier (estadistico
log-rango) para obtener las curvas de supervivencia. En la cohorte de los pacientes tratados
con pembrolizumab en primera linea, los pacientes con alta abundancia de Dialister
presentaron una SLP mds de dos veces menor en comparacién con el resto de pacientes (SLP
mediana: 5,1 vs. 12,7 meses, p= 0,039; Figura 34A). Por otra parte, en la cohorte de los
pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea, los pacientes
con alta abundancia de Phascolarctobacterium presentaron una SLP mas prolongada en
comparacioén con el subgrupo de baja abundancia (SLP mediana: 9,8 vs. 3,6 meses, p= 0,034;
Figura 34B). Respecto a Dialister, los pacientes con alta abundancia exhibieron, como cabia
esperar, una SLP y una SG reducidas, en comparacion con el grupo de pacientes con baja
abundancia (SLP mediana: 2,3 vs. 9,1 meses, p= 0,009; Figura 34C; SG mediana: 7,5 vs. no

alcanzado meses, p= 0,004; Figura 34D).
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Figura 34. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier para SLP y SG de acuerdo a la abundancia
relativa de Phascolarctobacterium y Dialister segun la linea de tratamiento con ICls.

(A). Dialister y SLP para los pacientes tratados con pembrolizumab en primera linea. (B). Phascolarctobacterium y
SLP para los pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea. (C). Dialister y SLP para
los pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea. (D). Dialister y SG para los
pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea. Las lineas verdes representan los
pacientes con alta abundancia de Phascolarctobacterium o Dialister, mientras que las lineas rojas representan los
pacientes con baja abundancia para estas bacterias. El valor de corte es la mediana de la abundancia relativa:

1,920% (Phascolarctobacterium), 0,009% (Dialister). P valores se obtuvieron usando el test de log-rango.

3.3.3. Analisis multivariante

Para comprobar si realmente el valor prondstico de la microbiota intestinal analizada en
este estudio tenia valor prondstico independiente, se realizé un analisis multivariante
incluyendo todas las variables clinicas que habian sido relacionadas significativamente con el
prondstico (p< 0,05). El andlisis multivariante se realizd segin el método de regresion de Cox,
con el fin de revelar cuales de las variables analizadas eran de prondstico independiente para

nuestra cohorte de pacientes con CPNM.

En el modelo multivariante para la SLP se incluyeron las variables: sexo, estado funcional,
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expresion de PD-L1, la presencia de toxicidad, la abundancia de Phascolarctobacterium y
Dialister, todas ellas fueron significativas para el analisis univariante previo, de igual forma,
en el modelo multivariante para la SG se incluyeron las variables: indice de masa corporal, la

presencia de toxicidad y la abundancia de Dialister (Tabla 13, Tabla 18 y Tabla 22).

De acuerdo con el andlisis de regresion de Cox, la presencia de toxicidad y la abundancia
de Dialister fueron las variables con valor prondstico independiente tanto para la SLP como

para la SG (Figura 35).

SLP p valor HR (IC: 95%)

Sexo (hombre vs. mujer) 0.197 0.644 (0.330-1.256) —.—imt

Estado funcional (0-1 vs. 2) 0.508 0.712 (0.260-1.948) —_—

PD-L1 (positiva vs. negativa) 0.149 0.629 (0.335-1.180) ——t

Toxicidad relacionada con ICls (si vs. no) < 0.001* 0.299 (0.153-0.584) ro-

Phascolarctobacterium (alta vs. baja) 0.318 0.717 (0.374-1.377) ———t

Dialister (alta vs. baja) 0.004* 2.572 (1.352-4.895) —
SG

Indice de masa corporal (<25 vs. 225) 0.180 1.601 (0.805-3.182) —
Toxicidad relacionada con ICls (si vs. no) 0.020* 0.414 (0.197-0.870) i

Dialister (alta vs. baja) 0.001* 3.227 (1.574-6.613)

Cociente de riesgo

Figura 35. Resultado del modelo de regresion de Cox multivariante que incluye todas las
variables significativas.

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza; SLP: supervivencia libre de progresidn; SG: supervivencia global. Los
p valores se obtuvieron usando el método de regresion de Cox multivariante. *p <0,05.

A continuacidn, se analizé la prueba de regresion de Cox multivariante para revelar el
factor de prondstico independiente para los pacientes tratados con pembrolizumab en
primera linea. En este sentido, se incluyeron las variables: el indice de masa corporal, la
presencia de toxicidad y la abundancia de Dialister para la SLP, mientras, que el indice de
masa corporal y la presencia de toxicidad se incluyeron para la SG (Tabla S3, Tabla 18 y Tabla
23). Al igual que en la cohorte global, la presencia de toxicidad y la abundancia de Dialister

fueron las variables con valor prondstico independiente para SLP en esta cohorte de

pacientes (Figura 36).
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SLP p valor HR (IC: 95%)

Indice masa corporal (<25 vs. 225) 0.564 1.297 (0.536-3.143) ""’_‘

Toxicidad relacionada con ICls (si vs. no) 0.003* 0.203 (0.072-0.574)

Dialister (alta vs. baja) 0.023* 2786 (1.151-6.740) —
SG p valor HR (IC: 95%)
Indice masa corporal (<25 vs. 225) 0.058 3.147 (0.962-10.292)

Toxicidad relacionada con ICls (si vs. no) 0.124 0.358 (0.096-1.327) b-o—c

0 5 10 15
Cociente de riesgo

Figura 36. Resultado del modelo de regresion de Cox multivariante para los pacientes
tratados con pembrolizumab en primera linea.

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza; SLP: supervivencia libre de progresidn; SG: supervivencia global. Los
p valores se obtuvieron usando el método de regresion de Cox multivariante. *p <0,05.

En cuanto a los pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera
linea, al no identificar variables demogréficas o clinico-patoldgicas relacionadas con
supervivencia (Tabla S3), sélo se analizé la prueba de regresion de Cox multivariante con la
abundancia de Phascolarctobacterium y Dialister (Tabla 23). Los resultados muestran que la
abundancia de Dialister tiene valor prondstico negativo independiente para la SLP en este

grupo de pacientes con un HR de 2,726 (Figura 37).

SLP p valor HR (IC: 95%)
Phascolarctobacterium (alta vs. baja) 0.053 0.448 (0.199-1.011) "’“‘:
Dialister (alta vs. baja) 0.017*  2.726 (1.198-6.204)
o 2 4 6 8

Cociente de riesgo

Figura 37. Resultado del modelo de regresion de Cox multivariante para los pacientes
tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea.
HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza; SLP: supervivencia libre de progresion; SG: supervivencia global. Los
p valores se obtuvieron usando el método de regresion de Cox multivariante. *p <0,05.

A modo de resumen, en cuanto a la composicién microbiana intestinal, los resultados

indican que Phascolarctobacterium y Dialister son microorganismos intestinales con valor

predictivo y/o prondstico para los pacientes con CPNM en estadios avanzados.

Los diferentes estudios publicados han demostrado que diferentes componentes de la

103



Resultados y discusion

microbiota intestinal podrian modular la respuesta a la inmunoterapia [164,166,228]. Asi por
ejemplo, en un modelo murino, la administracion oral de Bifidobacterium ha mostrado
capacidad de mejorar el control tumoral en el mismo grado que anti-PD-L1; mientras que la
combinacion de Bifidobacterium oral y anti-PD-L1 inhibe completamente el crecimiento
tumoral. En este sentido, Bifidobacterium podria mejorar la funcién de las células dendriticas,
activar las células T CD8+, promover la acumulacién de CD8+ T en el tumor y mejorar la
respuesta inmune antitumoral [169]. Por otro lado, Zitvogel y colaboradores han revelado
que el TMF de pacientes con CPNM respondedores a ICls en ratones libres de gérmenes
mejora los efectos antitumorales del bloqueo de PD-1, mientras que el TMF de pacientes no
respondedores no se logra el mismo efecto; sin embargo, la suplementacion oral con
Akkermansia muciniphila tras TMF procedente de paciente no respondedor restablece la
eficacia del bloqueo de PD-1 de una manera dependiente de IL-12 al aumentar el
reclutamiento de linfocitos T CCR9+ CXCR3+ CD4+ [163]. El grupo americano de Wargo ha
revelado que la alta abundancia de Faecalibacterium presenta relacion con una mayor
efectividad de la inmunoterapia en pacientes con melanoma mediante la regulacion de las
células T [166]. Un estudio chino ha reportado que Alistipes putredinis es uno de los
microorganismos mas frecuentes en pacientes de CPNM con respuestas favorables a ICls,
mientras Ruminococcus unclassified es mas detectable en pacientes con respuestas no
favorables [123]. Otras bacterias intestinales, como Ruminococcaceae UCG 13 vy
Agathobacter, han mostrado relacién con el prondstico en pacientes con CPNM tratados con

ICIs en poblacién japonesa [228].

En nuestro estudio, se ha detectado que Phascolarctobacterium es uno de los
microorganismos mas dominantes en pacientes con BCD, y la alta abundancia relativa de
Phascolarctobacterium se asocia con SLP y SG mas prolongadas. Por el contrario, Dialister es
mas frecuente en pacientes no-BCD, y la alta abundancia relativa de Dialister se asocia con

SLP y SG reducidas.

Phascolarctobacterium es un género de la familia Acidaminococcaceae, y se ha
demostrado una abundancia relativa de bacterias de esta familia mas alta en personas sanas
en comparacion con pacientes con cancer colorrectal [229]. Asimismo,
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Phascolarctobacterium fue una de las bacterias dominantes de 131 géneros detectados en
un estudio que incluia individuos sanos en comparacién con pacientes con cancer de pulmén
[230]. Ademas, datos previos demuestran que Phascolarctobacterium es una de las bacterias
enriquecidas en pacientes con melanoma con mejor respuesta a ICls [166]. En Japdn, el
grupo de Tanoue aislé una mezcla de 11 cepas de bacterias de la microbiota intestinal
humana sana capaz de inducir células T IFN-y + CD8+ y de mejorar la eficacia de ICls en
ratones portadores de tumores, y entre las cepas bacterianas incluidas se encontré una
especie de Phascolarctobacterium [170]. Adicionalmente, Phascolarctobacterium se ha
descrito como un buen productor de AGCCs especialmente de acido acético y acido
propidnico [231,232]. Estos acidos han demostrado ser “claves” para modular las respuestas
inmunitarias al regular la concentracion de LPS [233,234]. Ademas, la mayor concentracién
de AGCCs fecales, como el acido propidnico, se asocia con mejor eficacia del tratamiento con
ICIs en tumores solidos [235], y predice el beneficio terapéutico en pacientes con CPNM
[236]. Por lo tanto, en nuestro estudio Phascolarctobacterium podria modular los resultados
clinicos del tratamiento con ICls mediante la regulacion de los niveles de AGCCs o

modulando la respuesta inmune antitumoral.

Dialister es un género dentro de la familia Veillonellaceae, y en relacion con el cancer de
pulmodn, se ha descrito que existe un enriquecimiento de esta familia de bacterias en tejido
tumoral en comparacidon con tejido normal adyacente en este tipo de tumores [237].
Estudios previos han demostrado que Dialister presenta relacidn con periodontitis,
enfermedad de Crohn y depresién [238-241]. AUn mas, se ha confirmado que Dialister se
correlaciona con carcinogénesis gastrica [240]. Un estudio que compara la composicion
microbiana entre 30 pacientes con cancer de pulmén y 16 controles sanos ha revelado que
Dialister se encuentra entre los géneros mas frecuentes en pacientes con cancer de pulmoén
[230]. Apoyando nuestros resultados, Vernocchi et al. han observado que entre los 11
pacientes con CPNM tratados con nivolumab, los 7 respondedores presentan menor
abundancia de Dialister en comparacién con el resto de los pacientes [242]. Los resultados
sobre la capacidad metabdlica de Dialister han mostrado que, ademas de producir acido

propidnico, también puede producir acido pentanoico (también conocido como 4&cido
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valérico) [243]. Se ha demostrado que el acido pentanoico podria tener un efecto
inmunomodulador marcado, induciendo la produccién de la citocina antiinflamatoria IL-10 y
suprimiendo las células Th17, por lo tanto, muestra potencial inmunosupresor [244]. Aunque
el mecanismo especifico a través del cual Dialister influye en la eficacia de ICls justifica una
mayor investigacion, su efecto antiinflamatorio podria ser una posible explicacion. En base a
los estudios previos y a los resultados presentados en este trabajo, el analisis de la
abundancia de Dialister muestras fecales podria ser utilizado como biomarcador potencial
para predecir la respuesta al tratamiento con ICls y la supervivencia en pacientes con CPNM

en estadios avanzados.

4. Integracion de los resultados

En este trabajo de tesis doctoral, se abordd un analisis exhaustivo de la composicién y
diversidad de la microbiota intestinal en pacientes con CPNM en estadios avanzados tratados
con ICls (nivolumab, pembrolizumab o atezolizumab), con el fin de lograr una mayor
comprension del papel de la microbiota intestinal como biomarcador en inmunoterapia

(Figura 38).

El analisis de correlacion de la diversidad microbiana intestinal con las caracteristicas
clinico-patoldgicas revela que el uso de antibidticos previos en un periodo de 0 a 3 meses
antes de ICls, la dieta y el desarrollo de toxicidad dermatoldgica inmunorelacionada estan

asociados con la diversidad microbiana.

Por otra parte, el estudio entre la composicién microbiana y el efecto terapéutico de ICls
demuestra que Phascolarctobacterium vy Dialister representan potenciales biomarcadores
predictivos y prondsticos. Particularmente, la mayor abundancia relativa de
Phascolarctobacterium correlaciona con el beneficio clinico y una mayor SLP, mientras que la
alta frecuencia de Dialister es asociada con una respuesta desfavorable y con una SLP y SG

reducidas. Sin embargo, serdn necesarios mas estudios y ensayos clinicos que evalien la
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aplicabilidad de estos microorganismos como potenciales biomarcadores, y planteen la
necesidad de estudios futuros para determinar la relevancia bioldgica de

Phascolarctobacterium y Dialister en la modulacién de las respuestas a ICls.

La novedad de nuestros resultados, que han sido publicados recientemente, ofrece
nuevas posibilidades para la busqueda de biomarcadores en la microbiota intestinal de

pacientes con CPNM tratados con inmunoterapia.

l

Toxicidad dermatoldgica

A

[ Phascolarctobacterium 1

Dieta [ Céancer de pulmén

Figura 38. Caracteristicas de la microbiota intestinal en los pacientes con cancer de pulmén
no microcitico tratados con los inhibidores de los puntos de control inmunitario (ICls).
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La secuenciacién por NGS sobre la region V3-V4 del gen 16S rRNA a partir de muestras
de heces de pacientes con CPNM avanzado tratados con ICls permite una buena

identificacién de la composicion microbiana intestinal.

El andlisis de correlacidn entre la microbiota intestinal y las caracteristicas demograficas
y clinico-patolégicas revela que el uso de antibidticos previos se relaciona con menor
riqueza microbiana intestinal, sin embargo no influye en la eficacia terapéutica de los
ICIs. Ademas, los antibidticos, ciertos habitos alimentarios, concretamente, un mayor
consumo de carne procesada, moluscos y crustaceos y berenjena también se
correlaciona con una menor diversidad de la microbiota intestinal en nuestra cohorte de

pacientes.

El andlisis de correlacién entre la microbiota intestinal y la respuesta al tratamiento y
efectos adversos inmunorelacionados con ICls revela que una alta abundancia relativa
del género Phascolarctobacterium, asi como una baja abundancia del género Dialister se
relacionan con una mejor respuesta, mientras que la aparicion de toxicidad
dermatoldgica se relaciona con una menor riqueza y diversidad microbiana intestinal vy,
a su vez, la presencia de toxicidades relacionadas con ICIs correlacionan con el mejor

resultado clinico.

El andlisis del valor prondstico sobre la microbiota intestinal demuestra que la alta
abundancia del género Phascolarctobacterium y la baja abundancia del género Dialister
se relacionan con una mejor supervivencia de los pacientes incluidos en el estudio. El
analisis multivariante revela que la presencia de la toxicidad relacionada con IClIs y la
abundancia de Dialister son factores prondsticos independientes para el tratamiento

con ICls en pacientes con CPNM avanzado.

La vision integral de los resultados obtenidos permite posicionar al andlisis de la
microbiota intestinal como un posible nuevo biomarcador con valor predictivo y

prondstico en pacientes con CPNM avanzado tratados con ICls.
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Anexos

1. Tablas suplementarias

Tabla S1. Descriptores T, N, M en la octava edicidn del sistema de clasificacion TNM [17].

T, N, M del sistema de clasificacion TNM (octava edicion)

T (Tumor primario)

T0 No hay evidencia del tumor primario.

Tis Carcinoma in situ.

T1 La mayor dimension del tumor no pasa 3 cm, sin evidencia broncoscépica de
invasion mas proximal que el bronquio lobar.

-Tla(mi) Adenocarcinoma minimamente invasivo.

-Tla El didmetro mayor del tumor no pasa 1 cm.

-Tib El didmetro mayor del tumor mas de 1 cm y no pasa 2 cm.

-Tlc El didmetro mayor del tumor mas de 2 cm y no pasa 3 cm.

T2 El didmetro mayor entre 3 cm y 5 cm, o tumor que involucra: pleura visceral, o
bronquio principal (no carina), atelectasia al ilion.

-T2a El didmetro mayor mas de 3 cm y no pasa 4 cm.

-T2b El didmetro mayor mas de 4 cm y no pasa 5 cm.

T3 El didmetro mayor mas de 5 cm y no pasa 7 cm, o uno que invade
directamente cualquiera de los siguientes: pared tordcica, pericardio, nervio
frénico, o nddulo(s) tumoral(es) separado(s) en el mismo ldbulo.

T4 El didmetro mayor mas de 7 cm, o invasién tumoral: mediastino, diafragma,
corazdn, grandes vasos, nervio laringeo recurrente, carina, trdquea, esofago,
columna vertebral; o nédulo(s) tumoral(es) en un Iébulo ipsilateral diferente.

N (NdAdulo linfatico regional)

NO Ninguna metastasis regional de ganglios linfaticos.

N1 Metastasis en nddulos hiliares o pulmonares ipsilaterales.

N2 Metastasis en los ganglios mediastinicos / subcarinales ipsilaterales.

N3 Metastasis en los ganglios mediastinicos / hiliares contralaterales o
supraclaviculares.

M (Metastasis a distancia)

MO No presenta metastasis a distancia.

M1 Presenta metastasis a distancia.

-Mia Derrame pleural / pericardico maligno o nédulos pleurales / pericardicos;

o nddulo(s) tumoral(es) separado(s) en un lébulo contralateral.

-M1b Presenta metastasis a distancia Unica.

Mic Presenta metdstasis a distancia multiples.
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Tabla S2. Correlacion entre las principales caracteristicas clinico-patolégicas y la respuesta

segun la linea de tratamiento con ICls.

Caracteristicas BCD No-BCD p valor

Pacientes tratados con pembrolizumab en primera linea

Edad

<66 afios 8 (40,0%) 9 (52,9%)

>66 afios 12 (60,0%) 8 (47,1%) 0,431
Sexo

Hombre 16 (80,0%) 8 (47,1%)

Mujer 4 (20,0%) 9(52,9%) 0,036*
Tabaquismo

Fumador 13 (65,0%) 13 (76,5%)

No fumador 7 (35,0%) 4 (23,5%) 0,447
indice de masa corporal

>25 14 (70,0%) 4 (23,5%)

<25 5 (25,0%) 11 (64,7%)

Sin especificar 1(5,0%) 2(11,8%) 0,006*
Antibidticos previos

Si 8 (40,0%) 6 (35,3%)

No 12 (60,0%) 11 (64,7%) 0,769
Estado funcional

0-1 19 (95,0%) 15 (88,2%)

>2 1 (5,0%) 2(11,8%) 0,452
Histologia

Adenocarcinoma 11 (55,0%) 10 (58,8%)

No adenocarcinoma 9 (45,0%) 7 (41,2%) 0,815
Estadio

i 5 (25,0%) 2 (11,8%)

\Y 15 (75,0%) 15 (88,2%) 0,306
Tamaiio tumoral

<5cm 4 (20,03%) 4 (23,5%)

>5cm 16 (80,0%) 13 (76,5%) 0,795
N¢ localizaciones metastasicas

<2 8 (40,0%) 2 (11,8%)

>2 12 (60,0%) 15 (88,2%) 0,054
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Pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea

Edad

<66 arios 6 (46,2%) 11 (57,9%)

>66 arios 7 (53,8%) 8 (42,1%) 0,513
Sexo

Hombre 12 (92,3%) 13 (68,4%)

Mujer 1(7,7%) 6 (31,6%) 0,108
Tabaquismo

Fumador 9 (69,2%) 12 (63,2%)

No fumador 4 (30,8%) 7 (36,8%) 0,722
indice de masa corporal

>25 7 (53,8%) 10 (52,6%)

<25 6 (46,2%) 8 (42,1%)

Sin especificar 0(0,0%) 1(5,3%) 0,925
Antibidticos previos

Si 2 (15,4%) 4(21,1%)

No 11 (84,6%) 15(78,9%) 0,687
Estado funcional

0-1 13 (100,0%) 16 (84,2%)

>2 0 (0,0%) 3 (15,8%) 0,132
Histologia

Adenocarcinoma 3(23,1%) 8 (42,1%)

No adenocarcinoma 10 (76,9%) 11 (57,9%) 0,266
Estadio

i 3 (23,1%) 2 (10,5%)

v 10 (76,9%) 17 (89,5%) 0,337
Tamaiio tumoral

<5cm 6 (46,2%) 5(26,3%)

>5 cm 7 (53,8%) 14 (73,7%) 0,114
Ne localizaciones metastasicas

<2 8 (61,5%) 9 (47,4%)

>2 5 (38,5%) 10 (52,6%) 0,430

P valores se obtuvieron usando el test chi-cuadrado. *p < 0,05.
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Tabla S3. Resultados del analisis de regresion de Cox basado en variables

clinico-patoldgicas seguin la linea de tratamiento con ICls.

Variables

HR

IC95% P valor HR IC95%

Pacientes tratados con pembrolizumab en primera linea

Sexo
Hombre vs. Mujer 0,455 0,207-1,010 0,051 0,937 0,368-2,383 0,891
Edad
<66 vs. >66 0,905 0,415-1973 0,803 0,769 0,309-1,915 0,572

Habito tabaquico

Fumador vs. No fumador 1,256  0,526-2,996 0,608 1,081 0,386-3,027 0,883

IMC

<25 vs. 225 2,575 1,123-5,907 0,026* 4,256 1,362-13,304 0,013*
Estadio

M vs. IV 1,137 0,456-2,835 0,783 0,834 0,242-2,870 0,773

Antibidticos previos

Sivs. No 0,851 0,379-1,913 0,697 0,823 0,312-2,170 0,694

Estado funcional

0-1vs.2 0,335 0,095-1,180 0,089 0,486 0,108-2,297 0,349
Histologia
ADC vs. No-ADC 1,015 0,466-2,214 0,970 0,783 0,317-1,930 0,594

Tamafio tumoral

<5cm vs. >5cm 0,622 0,213-1,814 0,385 0,361 0,083-1,572 0,175

N2 localizaciones
metastdsicas

<2vs.>2 0,579 0,231-1,447 0,242 0,723 0,238-2,196 0,568

Pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera linea

Sexo

Hombre vs. Mujer 1,803 0,748-4,342 0,189 1,870 0,715-4,891 0,202
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Edad

<66 vs. >66 0,815 0,390-1,701 0,585 0,890 0,384-2,063 0,786
Habito tabaquico

Fumador vs. No fumador 0,851  0,404-1,794 0,672 1,483 0,641-3,429 0,357
IMC

<25 vs. 225 1,350 0,637-2,858 0,434 0,919 0,385-2,196 0,849
Estadio

M vs. IV 1,987 0,685-5,761 0,206 1,884 0,554-6,404 0,310
Antibidticos previos

Sivs. No 1,111  0,420-2,935 0,832 0,840 0,283-2,489 0,753
Estado funcional

0-1vs.2 2,295 0,647-8,137 0,198 3,284 0,916-11,768 0,068
Histologia

ADC vs. No-ADC 0,616 0,284-1337 0,220 0,733 0,304-1,763 0,487
Tamaiio tumoral

<5cmvs. >5cm 1,289 0,571-2,951 0,533 2,376 0,795-7,104 0,121
N2 localizaciones

metastdsicas

<2vs.>2 1,915 0,838-4,379 0,123 1,810 0,734-4,468 0,198

IMC: indice de masa corporal; ADC: Adenocarcinoma; PD-L1 positivo: TPS>1%; PD-L1 negativo: TPS<1%. HR:

hazard ratio; IC: intervalo de confianza. Los p valores se obtuvieron usando el método de regresién de Cox

univariante. *p < 0,05.
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2. Aprobacion CEIm

Consorcio Hospital General Universitavio de Valencia
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Comité Etico de Investigacion Clinica

APROBACION PROYECTOS DE INVESTIGACION

-ANEXO 11 -
Este CEIm tras evaluar en su reunion de 7 de Febrero de 2016 el Proyecto de Investigacion:
Titulo:
Microbiota intestinal y de tracto respiratorio, ;nuevo biomarcador en cancer de pulmén no
microcitico?
LP.:
Carlos Camps Herrero Servicio/Unidad | Oncologia

IAcuerda respecto a esta documentacion: |

Que se cumplen los requisitos éticos y metodolégicos y la Hoja de Informacién al Paciente y Consentimiento
Informado presentado retnen las condiciones exigidas por este CEIC, por tanto se decide su APROBACION.

COMPOSICION DEL CEIm

Presidente: Dra. Elena Rubio Gomis (Unidad de Farmacologia Clinica)

Vocales:

Dra. Pilar Blasco Segura (Servicio de Farmacia)

Dr. Ernesto Bataller Alonso (Director Economico del CHGUV)
Dr. Enrique Ortega Gonzalez (Gerente Chguv)

Dr. Julio Cortijo Gimeno (Unidad de Docencia e Investigacion)
Dina. Maria Teresa Jarefio (Unidad de Reanimacion Cardiaca)
Dr. Miguel Armengot Carceller (Servicio de Otorrinolaringologia)
Dr. Gustavo Juan Samper (Servicio de Neumologia)

D. Alejandro Moner Gonzalez (Gerencia CHGUV - Asesoria Juridica)
Dr. Alberto Berenguer Jofresa (Servicio de Cardiologia)

Dra. Ana Blasco Cordellat (Servicio de Oncologia)

Dr. Antonio Martorell Aragonés (Unidad de Alergologia)

Dr. Aurelio Quesada Dorador (Servicio de Cardiologia)

Dra. Encarna Domingo Cebrian (Servicio de Estomatologia)

Anevo 11

CEIC - CHGUN
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Consorcio Hospital General Universitario de Valencia

Comité Etico de Investigacion Clinica

- Dra. M? José Safont Aguilera (Servicio de Oncologia)

- Dr. Javier Milara Paya (Farmacia)

- Dra. Goitzane Marcaida Benito (Servicio de Analisis Clinicos)

- Dr. Pedro Polo Martin (Pediatra- Atencion Primaria)

- D.Jaime Alapont Pérez (Miembro lego Gerencia. Asesoria Juridica)

Dna. Carmen Sarmiento Cabares (Miembro independiente de la organizacion asistencial)
D. A. Baltasar Olivas Nevado (Miembro independiente de la organizacién asistencial)

Secretario: Dr. Elias Ruiz Rojo (Farmacéutico Att Primaria)

El CEIm del Consorcio Hospital General Universitario de Valencia, cumple con las normas de BPC (CPMP/ICH/135/95)
tanto en su composicién como en sus procedimientos y con Ia legislacion vigente que regula su funcionamiento, y que la
composicion del CEIm es la indicada en el anexo |, teniendo en cuenta que en el caso de que algin miembro participe
en el ensayo o declare algun conflicto de interés no habra participado en la evaluacion ni en el dictamen de la solicitud de
autorizacion del ensayo clinico

Lo que comunico a efectos oportunos:

Valencia a 07 de febrero de 2017

Fdo. Dra Elena Rubio Gomis
(Presidente CEIQCHGUV)

L,

Anevo [ 2 CEIC - CHGUY
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3.

Documento de informacion al paciente

consentimiento informado
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. FuNoAcio
covsoRay INVESTIGAC O
HOSPITAL GENERAL HOSPITAL GENERAL
UNIVERSITARS UNIVERSITARI
Vet ALENCIA

VALEN

DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

DONANTE:

ACERCA DE LA DONACION VOLUNTARIA DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA LINEAS DE INVESTIGACION BIOMEDICA
OBTENIDAS EN EL CURSO DE PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS, TERAPEUTICOS O DIAGNOSTICOS.

LINEA DE INVESTIGACION Oncologia Molecular

INVESTIGADOR PRINCIPAL Dr. Carlos Camps

CENTRO Servicio de Oncologia Médica (SOM) del Consorcio Hospital General Universitario de
Valencia (CHGUV) y Laboratorio de Oncologia Molecular de la Fundacion para la
Investigacion del Hospital General Universitario de Valencia (FIHGUV)

EQUIPO INVESTIGADOR Facultativos del SOM, personal de la Unidad de Investigacion Clinica del SOM, y del
laboratorio de Oncologia Molecular, miembros de los servicios quirtrgicos
involucrados (Cirugia Tordcica, Cirugia General), facultativos del servicio de Anatomia
Patoldgica.

1. DESCRIPCION GENERAL: la linea de investigaciéon de “Oncologia Molecular” centra sus esfuerzos en la
comprension de la patogénesis de los eventos genéticos y moleculares implicados en el origen y la progresion del
cancer. Uno de los aspectos de mayor interés en esta linea de investigacion es la busqueda de biomarcadores que
puedan ser usados en la clinicay ayuden a la individualizacion del tratamiento del cancer.

PROPOSITO DE LA LINEA DE INVESTIGACION: Analizar en diferentes tipos de muestras, factores que puedan ser
importantes en el diagndstico, prondstico y en la respuesta del cancer a los tratamientos empleados, asi como en la
aparicion de efectos toxicos asociados a dichos tratamientos. Si bien la constitucién genética de los seres humanos es
muy similar, existen pequefias diferencias entre las personas que, en algunos casos podrian asociarse con el desarrollo
o evolucién de diferentes enfermedades. Por otra parte, los tumores también presentan diferencias a nivel genético
que necesitan seguir siendo estudiadas. Por lo tanto, para poder llevar a cabo esta linea de investigacion, es necesario
disponer de muestras biologicas para poder realizar estos estudios genéticos. También es necesario recoger datos
sobre su historial médico para obtener informacién que pudiera tener relevancia para nuestros estudios.

2. IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO: Durante la intervencién quirdrgica o la prueba diagnéstica
a la que va a ser sometido en las instalaciones del CHGUV se tomaran muestras de sus tejidos y/o sangre. El
procedimiento que se le propone consiste en donar voluntariamente una parte de la muestra biol6gica sobrante de
la intervencion o prueba a una coleccién de muestras que se usara con fines de investigacion biomédica, sin que esto
suponga ningun riesgo afiadido para su salud ni comprometa el correcto diagndstico y tratamiento de su enfermedad.
También es posible que le recojamos muestras bioldgicas que no requieran un procedimiento invasivo, como orina
heces, saliva etc. o que el procedimiento de obtencién sea minimamente invasivo como una extraccion de sangre

Las muestras que done se almacenaran en una colecciéon de muestras que corresponden a una Linea de Investigacion
sobre Oncologia Molecular, que se encuentra en las instalaciones de la FIHGUV y que cumple con los requerimientos
establecidos en la normativa vigente.

Sus muestras solo podran ser utilizadas en proyectos de investigacion avalados cientificamente y que hayan sido
evaluados y aprobados por el CEIC, en los que participen miembros del equipo investigador que forma parte de esta
linea de investigacion.

3. OBJETIVO: El Centro Sanitario en el que usted esta siendo atendido/tratado, dispone de investigadores que desean
recoger y almacenar sus muestras biologicas para poder realizar proyectos de investigacion biomédica en el drea de la
Oncologia. Los resultados de dichos proyectos de investigacion pueden derivar en el descubrimiento de nuevos
métodos para el mejor diagnostico, pronoéstico y tratamientos.
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4. BENEFICIOS ESPERADOS: Por su participacion no percibird ninguna compensacién econémica o de otro tipo por las
muestras donadas. Sin embargo, si las intervenciones que se pudieran realizar tuvieran éxito, podrian ayudar en el
futuro a pacientes que tienen la misma enfermedad o padecen otras enfermedades similares.

Las muestras de los tejidos y/o sangre no seran vendidas o distribuidas a terceros con fines comerciales.

La donacién de muestras no impedird que usted o su familia puedan hacer uso de ellas siempre que estén disponibles,
cuando por razones de salud puedan ser necesarias.

5. CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU REALIZACION: Sélo si usted lo desea, existe la posibilidad de que pueda ser
contactado en el futuro para completar o actualizar la informacién con la que contamos relacionada con su
enfermedad.

Es posible, que los estudios realizados sobres sus muestras aporten informacion relevante para su salud o la de sus
familiares. Tiene derecho tanto a ser informado como a que no se le informe de los datos obtenidos en la
investigacion. A estos efectos se entenderd que no desea recibir tal informacién salvo que manifieste lo contrario,
utilizando para ello el formulario que y se adjunta al presente documento.

6. CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU NO REALIZACION Y DERECHO DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO. La
decision de donar muestras bioldgicas es totalmente voluntaria, pudiendo negarse a donarlas e incluso pudiendo
revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar ninguna explicacién y sin que ello tenga ninguna
repercusion en la atencién médica que recibe en el Centro.

Si decidiera revocar el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras que no se hayan utilizado en la
investigacion, serd destruida o anonimizada. Tales efectos, no se extenderdn a los datos resultantes de las
investigaciones que ya se han llevado a cabo una vez haya revocado su consentimiento.

7. RIESGOS. El procedimiento que se le propone no supone ningtn riesgo afiadido para su salud ni compromete el
correcto diagndstico y tratamiento de su enfermedad, puesto que se trata de muestras sobrantes de la intervencion,
muestras invasivas obtenidas durante los procedimientos de diagndstico, o muestras de sangre extra que se han
obtenido para ser utilizadas en investigacion. En este Ultimo caso, la extraccién de sangre, apenas tiene efectos
secundarios, lo mds frecuente es la aparicion de pequefios hematomas en la zona de puncién que desaparecen
transcurridos 1 o 2 dias. En el caso de las muestras que requieren procedimientos mas complejos o invasivos, estos
sblo se realizaran si forman parte del procedimiento habitual que debe realizarse para su correcto diagnéstico o
tratamiento de su enfermedad.

8. PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD. Sus datos personales y de salud seran incorporados y
tratados en una base de datos de la que es responsable el Investigador del Proyecto, que debe estar inscripta en un
registro nacional dependiente del Instituto de Salud Carlos Ill y que debe cumplir con todos los requisitos legales. Sélo
el INVESTIGADOR RESPONSABLE podra relacionar estos datos con usted, siendo responsable de custodiar el
documento de consentimiento y de garantizar el cumplimiento de su voluntad en relacién al uso de la muestra
bioldgica que usted cede para investigacion. La informacién serd procesada durante el andlisis de los datos obtenidos
y aparecerd en los informes y/o memorias de los proyectos derivados de la Linea de Investigacion, aunque en ningtn
caso sera posible identificarle, asegurando en todo momento el cumplimiento de la Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal.

La cesion de muestras asi como de la informacidn contenida en las bases de datos vinculadas a las mismas, solo se
realizard si forman parte de la linea de investigacion en la cual participan miembros del equipo investigador,
realizandose un procedimiento de codificacion previo, que consiste en desligar la informacién que le identifica
sustituyéndola por un cédigo.

Asimismo, el titular de los datos personales podra ejercitar los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y
oposicién al tratamiento de datos de cardcter personal, incluir alguna restriccién sobre el uso de sus muestras, y
ejercer los derechos de revocacién del consentimiento (en este ultimo caso, conforme al formulario que figura en el
apartado 11) en los términos previstos en la normativa aplicable, dirigiendo al titular del centro el escrito
correspondiente firmado por Ud. y copia de un documento acreditativo de su identidad.
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9. DESTINO DE LAS MUESTRAS TRAS FINALIZACION DE LA LINEA DE INVESTIGACION. En el supuesto de finalizacion
de la linea de investigacion, es posible que existan muestras sobrantes. En relacion a las mismas, se le ofrecen las
siguientes opciones: a) la destruccion de la muestra sobrante, b) su utilizacion en otros proyectos de investigacion
biomédica, para lo cual, se le ofrece la opcion de donar la muestra excedente al Biobanco del CHGUV (en el siguiente
apartado le explicamos de manera resumida en que consiste un biobanco y cudles son sus objetivos). En este caso,
deberd marcar esta opcion en el consentimiento incluido en este documento. En dicho consentimiento usted podra
escoger si desea que esta donacion se haga codificada de forma que usted pueda conocer si lo desea los resultados de
las investigaciones que se lleven a cabo, o anonimizada, si usted prefiere que nunca nadie pueda recobrar la relacién
entre sus muestras y su persona.

10. BIOBANCO. DEFINICION Y OBJETIVOS. El Biobanco del CHGUV es un establecimiento publico, sin dnimo de lucro,
que acoge una coleccién organizada de muestras bioldgicas. Estas muestras almacenadas en el biobanco, tienen por
finalidad ser utilizadas en proyectos de investigaciéon biomédica que hayan sido aprobados por los comités ético y
cientifico a los que esté adscrito el biobanco. Los resultados de las investigaciones realizadas con estas muestras
pueden derivar en el descubrimiento de nuevos métodos para el mejor diagndstico de las enfermedades o en nuevas
formas de tratamientos de las mismas. Sus muestras seguirdn almacenadas en el biobanco hasta el fin de las
existencias si no existe una revocacion del presente consentimiento.

V.4.200717 3
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11. DECLARACIONES Y FIRMAS.

Declaracion del donante:

D./Dia de afios de edad, con domicilio en
DNI y n2 de SIP
D./Diia de afios de edad, con domicilio en
, DNI en calidad de
representante (en caso de minoria legal o incapacidad) del paciente con DNI
y n2de SIP
DECLARO

Que he sido informado por el profesional de salud abajo firmante:

»  Sobre las ventajas e inconvenientes del procedimiento

»  Sobre el lugar de obtencién, almacenamiento y proceso que sufrirdn los datos personales y las muestras.

»  Que mis muestras y datos personales seran tratados de acuerdo a la legislacion vigente.

» Que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento y solicitar la eliminacién o anonimizacion de todos mis datos
personales y muestras que permanezcan almacenadas. Esta eliminacion no se extenderia a los datos resultantes de las
investigaciones que ya se hubieran llevado a cabo

» Que en cualquier momento, yo, mi representante legal, o tutor, de conformidad con lo establecido en el articulo 4, punto 5 de
la Ley 14/2007, de 3 de Julio, puedo solicitar informacion sobre los datos que se obtengan a partir del andlisis de las muestras
donadas.

» Que he comprendido la informacion recibida y he podido formular todas las preguntas que he creido oportunas

CONSIENTO

» Que el CHGUV vy la FIHGUV, a través de los miembros del equipo investigador de la Linea de Investigacién: “Oncologia
Molecular”, utilicen mis datos y las muestras, incluyendo la informacion sobre mi salud, para investigaciones biomédicas
dentro del marco de la linea de investigacion antes mencionada, manteniendo siempre la confidencialidad de mis datos.

»  Libre y voluntariamente en la donacién voluntaria de: (mdrquese con una cruz lo que proceda)

T Mis tejidos excedentes T Muestra de heces, orina o saliva
 Muestra de sangre T Muestras obtenidas en procedimientos que sean necesario para el
diagndstico)

» Yo, mirepresentante legal o tutor, accedo (mdarquese si o no) a que los miembros del equipo investigador puedan contactarme
en el futuro en el caso de que se estime oportuno afiadir nuevos datos a los recogidos.

asi
ONo
» Que en el supuesto de finalizacion de la linea de investigacién, mis muestras sean (marquese con una cruz lo que proceda)
O destruidas
I cedidas al Biobanco del CHGUV y anonimizadas
I cedidas al Biobanco del CHGUV codificada, junto a los datos clinicos asociados.
D. Dia: FIRMA:
En a de de 20

DECLARACION DEL PROFESIONAL DE SALUD:
He informado debidamente al donante:

Nombre facultativo: DNI Colegiado N2
FIRMA :

En ,a de de 20
V.4.200717 4
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12. REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO.

Yo, D./Diia

, con DNI

consentimiento prestado en fecha de de 20

voluntaria, que doy con esta fecha por finalizada.

revoco el

y no deseo proseguir la donacién

Fdo:

En ,a de de 20

Yo, D./Dfa , con DNI como

representante legal de D./ Diia , con DNI
____revoco el consentimiento prestado en fecha de _ de 20 y no

deseo proseguir la donacién voluntaria, que doy con esta fecha por finalizada.

Fdo:
En ,a de de 20
V.4.200717 5
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SOLICITUD DE INFORMACION DE DATOS O RESULTADOS DERIVADOS DE LAS INVESTIGACIONES

[ LINEA DE INVESTIGACION [ Oncologia Molecular |
PACIENTE:
D./Dfa , de afios de edad, con domicilio en
,DNI
y n¢de SIP
D./Dfia , de afnos de edad, con domicilio en
, DNI
en calidad de representante (en caso de minoria legal o incapacidad) del paciente
,conDNI___ _ynedeSIP___
SOLICITO

Ser informado/a del resultado de las investigaciones realizadas con la/las muestra/s donada/s de manera voluntaria

en fecha de de 20 si éstas afectan a mi salud o a la de mi representado.
Fdo.:

En ,a de de 20
V.4.200717 6
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4. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos

VISITA: Fecha: / / INICIALES: ETIQUETA

CUESTIONARIO DE FRECUENCIA
DE CONSUMODEALIMENTOS

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS Cuestionario defr ia de de ali 0s-1
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VISITA: Fecha: / / INICIALES: ETIQUETA

INSTRUCCIONES PARA EL/LA DIETISTA

El objetivo del cuestionario es calcular el nimero aproximado de veces que el voluntario consumié cada uno de los
alimentosen el Ultimo afio. Paraello, el cuestionario presenta unos recuadros dispuestos en columnas que tienen como
encabezamientos las palabras: NUNCA, ANO, MES, SEMANAYY DIA.

Se debe estimar la frecuencia de consumo de cada alimento con un nimero, intentando reflejar aquella cifra que recoja
mejor el promedio anual, es decir, las veces que por término medio consumid el alimento en cuestién en el dltimo afio. Se
hablapues de promedio anual.

Asi pues, si consumié habitualmente 3 tazas de leche entera todos los dias del afio pasado ponga en el recuadro co-
rrespondiente a DA el digito 3.

Si no toma el alimento preguntado ponga una X en el recuadro correspondiente a la columna encabezada porla pa-labra
NUNCA. Ej.: Si nuncatomé leche entera ponga una X en el recuadro correspondiente a NUNCA.

Intente ajustar, en la medida de lo posible, la cantidad consumida del alimentoa las cantidades que de esteaparezcanen
el cuestionario. Tenga en cuenta que estas cantidades son raciones estandar, por tanto, si come el doble de lo con-
siderado habra quereflejarlo.

Ej.: si nos dice que siempre consume doble racién de pizza (en relacion con el estandar) y que toma pizza 3 veces por se-
mana, habra que poner en el recuadro correspondiente a semana el digito 6.

Ej: si nos dice que toma una vez al dia 50 mL de leche entera tendremos que escribir en la columna DIA el digito 0.25
(50mL/200mL).

Respecto a los alimentos de temporada o que sélo se consumen en ciertos periodos del afio (por motivos econémicos o
de estacionalidad natural o cultural) anote en el recuadro que resulte mas conveniente la frecuencia de consumo
promedioanual.

Ej.:sinosdice que consume heladostodos los dias de los meses de Julioy Agosto, pondremos el digito 60 en la columna
ARNO (1vezal diadurante 2 meses, es decir, 60 veces al afio).

Cuando sea dificil trasladar a un recuadro preciso el promedio de frecuencia del consumo determinado de un alimento,
como en caso de consumo con variabilidad estacional compleja, se podra utilizar el espacio inferior de cada recuadro para
después de la entrevista calcular e integrar la respuesta. En otras palabras, en la fase de revision del cuestionario por parte
del encuestador, éste podra anotar sin |a presion de la necesidad de optimizar su tiempo de entrevista la fre- cuencia de
consumo promedio del alimento en cuestion.

Si desea hacer cualquier aclaracion sobre el alimento, indiquela en letra clara en el espacio inferior de cada recuadro.

Apartado V: Aceites y grasas

Usted debe intentar indicar la cantidad de veces que el individuo utiliza aceite para alifiar, es decir, cuantas cucharadas
soperasal dia (a la semana, al mes o al afio) usa para alifiar sus platos. En un segundo apartado debera indicar cuantas
veces al dia (a la semana, al mes o al aio) toma guisos/cocidos/sofritos, cuantas toma fritos y cuantas rebozados. Debera
siempre adaptar el tamafio de |a racidn consumida por el paciente. Indique también qué tipo de aceite o grasaes el que
utiliza habitualmente el individuo para cada una de las cocciones.

PARA QUE LA PERSONA ENTREVISTADA ENTIENDA COMO CONTESTAR ESTE CUESTIONARIO SERIA CON-
VENIENTE COMENZAR CON UNA FRASE COMO LA SIGUIENTE:

Yole iré diciendo diferentes alimentos y usted me dird con quefrecuencia los toma: si no los toma NUNCA, o bien cada
cuantolostoma, si cada DIA (y el nimerodeveces) ocada SEMANA(yelnimerodeveces) ocada MES(yelnimerode
veces) ocada ANO. Si sélo los tomaendeterminadasépocasocircunstancias, también melodebeindicar.

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos -1
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VISITA: Fecha: / / INICIALES:

ETIQUETA

CUESTIONARIODEFRECUENCIADECONSUMO DEALIMENTOS*

©JM MARTIN-MORENO y cols. 1997.

VISITA INICIAL []

OTRAS VISITAS [ ]

Fecha de cumplimentacion: / /

IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Iniciales paciente: l:l:l:l

N2 de Paciente: | | I | | | | | | l | | |

1. ¢Ha cambiado su alimentacién durante el ultimo afo? si[] No[]

*Version actualizada del Cuestionario de Frecuencia de Consumo de Alimentos: Martin-Moreno JM,
Boyle P,Gorgojo L, Maisonneuve P, Fernandez-Rodriguez JC, Salvini S, Willet WC. Development and
validationofafood frequency questionnairein Spain. IntJEpidemiol 1993;22:512-519.

Modificado por Salas-Salvadé J y Megias-Rangil I, 2002.

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos -1
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VISITA: Fecha: / / INICIALES: ETIQUETA
I - LACTEOS
USO PROMEDIO ANUAL
ALIMENTOS - CANTIDADES Nuncal Afio ‘ Mes |Sem.| Dia

1 Leche (1 taza, 200 cc) I [ | I
2 Yoghurt (1,125 g) I ‘ | I
3 Queso (1 porcién, 20 g). | ‘ | |
4 Otros productos lacteos: Natillas, flan, cuajada (1 porcién o racién, 135 g) | ‘ | |
5 Leche tipo FLORA (1 taza, 200 cc) [T T 1

Il - HUEVOS, CARNES Y PESCADOS

(Un plato o racién de 130 g, excepto cuando se indica) USO PROMEDIO ANUAL
ALIMENTOS - CANTIDADES Nunca| Afio | Mes Sem.‘ Dia
1 Huevos de gallina (uno, 60 g) I I I 1
2 Carnes blancas (pollo, pavo, conejo,etc.) (1 racion o pieza) l l l l
3 Carnes rojas (cerdo, cordero, vaca,ec.) (1racion) | | | I
4 Carnes procesadas: jamén, chorizo, salchichon, mortadela, sobrasada, morcilla (50 g) . | | | |
5 Pescado (1 plato o racién) | | | |
6 Higado / otras visceras (rifiones, sesos, corazén, molleja) (70 g) [ I I [
7 Moluscos y crustdceos: almejas, mejillones, gambas, langostino, pulpo, calamares (1
racion, 50 g, peso neto) | | | |

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS Cuestionario defr ia de de ali 0s-3
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VISITA: Fecha: / / INICIALES:

ETIQUETA

Il - VERDURAS Y HORTALIZAS

(Un plato o racion de 130 g, excepto cuando se indica)

USO PROMEDIO ANUAL

ALIMENTOS - CANTIDADES

Nunca‘ Afio |Mes ISem.l Dia

1 Lechuga, endibias, escarola (1 racién o plato, 70 g) [T T ]
2 Acelgas o espinacas [ | | |
3 Col, coliflor, o brécoles [ [ [ 1
4 Tomate (1 unidad pequeiia, 130 g) 7 T 1
5 | Judias verdes L [ [ 1
6 Berenjenas, calabacines, calabaza l | | |
7 Pepinos, zanahoria (1 racién, 50 g) ‘ | I |
8 | Pimiento (1 racién, 100¢) [ [ [ 1
9 Patatas asadas, cocidas o fritas (1 racion, 150 g) [ T T 1
10 Patatas fritas de bolsa (1 racién, 30 g) [ I I I
11 Champifiones, setas o niscalos (1 racién de acompafiamiento, 100 g)......... ‘ | ] I
12 Gazpacho andaluz (1 vaso, 200 cc) ‘ | I I
IV - LEGUMBRES Y CEREALES
USO PROMEDIO ANUAL
ALIMENTOS - CANTIDADES Nunca| Ao | Mes | sem. | Dia
1 Lentejas, garbanzos, alubias o guisantes (1 plato, 100 g en seco).... ... ... . ] [ | |
2 Pan (3 rebanadas, 60 g) ] [ I I
3 Cereales desayuno (30 gen seco) ] [ I l
4 Arroz blanco (75 g en seco) I ‘ | I
5 Pasta: macarrones, espaguetis, etc. (75 g en seco) [T T 1
6 Pizza (1 racion, 175 g) [ [ T ]
CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS Cuestionario defr ia de de alimentos -4
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Fecha: / / INICIALES:

ETIQUETA

V - ACEITES Y GRASAS

(Una cucharada sopera, excepto cuando se especifique)

USO PROMEDIO ANUAL

ALIMENTOS - CANTIDADES

Nuncal Afio ’ Mes |Sem.| Dia

Aceite, especifique

Margarina o Mantequilla (1 tarrina individual, 10 g)

Manteca (1 porcién de 10 g)

Nata o crema de leche (20 mL)

[ [ [ |

VI - PRECOCINADOS O PREELABORADOS

USO PROMEDIO ANUAL

ALIMENTOS - CANTIDADES

Nunca| Afio | Mes

Sem.l Dia

Croquetas, bufiuelos, empanadillas (cuatro unidades, 120 g) (1u =30g)...
Palitos de merluza, pescado empanado (cuatro unidades palitos, 100 g)
Filetes de pollo empanados, Sanjacobo (una pieza, 75 g)

Sopas y cremas de sobre (1 plato o sobre, 200 gdesopa) ... . .

VIl - FRUTAS Y ALIMENTOS RELACIONADOS

USO PROMEDIO ANUAL

ALIMENTOS - CANTIDADES

Nunca’ Afio ’Mes |Sem.| Dia

Frutas frescas, especifique

Frutas en conserva - en almibar o en su jugo - (2 unidades, 100 g)....

Frutos secos, especifique (50 g)

VIII - BOLLERIAY PASTELERIA

USO PROMEDIO ANUAL

ALIMENTOS - CANTIDADES

Nunca| Afio ‘Mes |Sem.‘ Dia

Galletas

Pasteles o Bolleria ...

Churros, porras y similares )

Chocolates

[ T [ |

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

Cuestionario defr
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IX - BEBIDAS

USO PROMEDIO ANUAL

ALIMENTOS - CANTIDADES

Nuncal Afio ’Mes |Sem.| Dia

Bebidas carbonatadas tipo Coca-cola (1 bot., 200 cc)

Bebidas no carbonatadas - refrescos sin burbujas (1 bot., 200 cc)

Tl

(Aquarius, ~ Tri

J2=]

Zumos de frutas (1 vaso, 200 cc)

Café (1 taza, 50 cc)

Cerveza (1 mediana, 250 cc)

Licores o anisetes (1 copa, 50 cc)

Vino

X - MISCELANEOS

USO PROMEDIO ANUAL

ALIMENTOS - CANTIDADES

Nunca

Afio

Mes

Sem4’

Dia

Salsas ( Mayonesa, tomateoketchup, Mostaza ,etc) (1 cucharadasopera, 20g) ...

Sal  (una pizca)

l

Az(car (1 cucharadita, 5 g)

Miel (1 cucharadita, 10 g)

Mermeladas o confituras (1 cucharadita, 10 g)

Picante (tabasco...) (Media cucharadita)

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS

Cuestionario defr

ia de

0s-9
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X1 -VITAMINAS

Durante el afio pasado. ¢ ha tomado vitaminas o minerales? Si NO

Ponga la marca de las vitaminas v/o minerales aue usted toma habitualmente v cantidad al dia (si es posible):

XII-ANTIBIOTICO

Durante los ultimos tres meses , ¢ha tomado antibiéticos ? S NO

Ponga el tipo de antibidtico que usted toma vy cantidad (si es posible):

CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS Cuestionario defr ia de de ali 0s -
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Simple Summary: The immune checkpoint blockade (ICB), and concretely the blockade of the
PD1/PDLI1 axis, has opened up a new standard of treatment for non-small cell lung cancer (NSCLC).
However, despite substantial advances in clinical care, many patients still remain refractory to these
therapies. Biomarkers such as PD-L1 expression and tumor mutational burden have been associated
with ICB efficacy, but the mechanisms underlying variable responses are not yet fully understood.
Recently, the differential composition of the gut microbiota was studied as one of the variables
accounting for interpatient heterogeneity in ICB responses. To better understand the potential role of
the gut microbiota as a biomarker for immunotherapy, we prospectively collected microbiota samples
from advanced NSCLC patients starting treatment with ICB. The identification of certain bacteria
genera associated with clinical outcomes to ICB in NSCLC may provide novel potential predictive
and prognostic biomarkers useful for patient selection and therapy optimization.

Abstract: Background: The human gut harbors around 10'3-10™ microorganisms, collectively
referred to as gut microbiota. Recent studies have found that the gut microbiota may have an impact
on the interaction between immune regulation and anti-cancer immunotherapies. Methods: In
order to characterize the diversity and composition of commensal microbiota and its relationship
with response to immune checkpoint blockade (ICB), 16S ribosomal DNA (rDNA) sequencing was
performed on 69 stool samples from advanced non-small cell lung cancer (NSCLC) patients prior to
treatment with ICB. Results: The use of antibiotics and ICB-related skin toxicity were significantly
associated with reduced gut microbiota diversity. However, antibiotics (ATB) usage was not related
to low ICB efficacy. Phascolarctobacterium was enriched in patients with clinical benefit and correlated
with prolonged progression-free survival, whereas Dialister was more represented in patients with
progressive disease, and its higher relative abundance was associated with reduced progression-
free survival and overall survival, with independent prognostic value in multivariate analysis.

Cancers 2021, 13, 2514. https:/ /doi.org/10.3390/cancers13112514
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Conclusions: Our results corroborate the relation between the baseline gut microbiota composition
and ICB clinical outcomes in advanced NSCLC patients, and provide novel potential predictive and
prognostic biomarkers for immunotherapy in NSCLC.

Keywords: gut microbiota; biomarker; non-small cell lung cancer; immune checkpoint blockade;
immunotherapy; next-generation sequencing

1. Introduction

Lung cancer is one of the most lethal cancers worldwide [1,2]. Non-small cell lung
cancer (NSCLC) constitutes approximately 85% of all lung cancers and includes adenocar-
cinoma, squamous cell carcinoma (SCC), and large cell carcinoma as the main histological
subtypes [3,4]. The treatment of NSCLC has changed in recent years with the initial suc-
cess of immunotherapy, especially that based on immune checkpoint blockade (ICB) with
monoclonal antibodies against cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) or
programmed cell death protein 1 (PD-1) and its ligand (PD-L1). The PD-1/PD-L1 axis
has been demonstrated to influence the balance between tumor immune surveillance and
immune resistance. In this sense, elevated PD-L1 expression on tumor cells results in
T cell exhaustion, thereby attenuating tumor-specific immunity and promoting tumor
progression [5]. Anti-PD-1 (nivolumab, pembrolizumab, cemiplimab) and anti-PD-L1
antibodies (atezolizumab, avelumab, durvalumab) are on the list of approved agents for
different types of cancer, including NSCLC [6-8]. Clinical responses to treatment with
ICB are usually durable, and the overall response rate in advanced NSCLC is around
15-30% [9-13]. However, despite substantial clinical advance, many patients do not benefit
from these therapies and, therefore, identification of biomarkers to expand therapeutic
efficacy of ICB is a priority. The expression of PD-L1 is currently the most extended and
widely employed predictive biomarker for both PD-1 and PD-L1 blockade in NSCLC [14].
However, the use of this biomarker still presents unresolved issues, including temporal and
spatial expression heterogeneity as well as variable quantitative scores and cutoffs within
and across tumor types, which may exclude a considerable number of responders [15,16].
More recently, tumor mutational burden (TMB), defined as the number of non-synonymous
mutations per coding area of tumor genome, has become a useful predictive marker for
ICB effectiveness, regardless of PD-L1 expression, in different types of solid tumors, in-
cluding NSCLC [17,18]. Nonetheless, some caveats, such as unclear thresholds for positive
results along studies and tumor histologies, limited data providing significant correlation
between higher TMB and improved overall survival, and the fact that not all patients with
high TMB derive benefit from ICB, indicate that this biomarker alone is not the perfect
predictor for immunotherapy [19]. Moreover, TMB determination by next-generation
sequencing is often challenging because of the difficulty to obtain tumor tissue in many of
the cases. In this sense, assessment of TMB in liquid biopsies and cytological specimens
represent promising alternatives. Interestingly, it has been demonstrated that performing
TMB evaluation on cytological samples with TMB values comparable to those obtained in
histologically matched samples is technically feasible [20]. However, these findings need
to be confirmed in large-scale studies and are still under investigation to accurately direct
therapeutic decisions.

On the other hand, immune-related adverse events (irAEs) also remain an important
therapeutic problem for immunotherapy usage. A systematic review of 5744 NSCLC
patients treated with anti-PD-1/PD-L1 reports an overall adverse events incidence of
64% for anti-PD-1 and 66% for anti-PD-L1 agents [21]. IrAEs can involve any organ or
system, and endocrine, dermatological, and gastrointestinal toxicities are the most common
irAEs associated with anti-PD-1/PD-L1 in NSCLC patients [22]. Currently, predictive
biomarkers for these irAEs to facilitate the use of ICB in the clinical setting are not available.
Taking into consideration the evidence, identification of new reliable biomarkers to guide
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patient selection and provide indications of efficacy and/or toxicity for ICB therapies is of
utmost importance.

Most recent research has been focused on the potential use of the gut microbiota as
a biomarker for immunotherapy response. The human gut houses more than 103 mi-
croorganisms [23], and the collection of these microorganisms is commonly termed gut
microbiota. Abnormal composition of the gut microbiota has been proven to be related
to many diseases, including inflammatory bowel disease and metabolic diseases [24,25].
Recently, there is an emerging idea of the systemic influence of the gut microbiota, and
the “gut-lung” axis hypothesis supports the importance of a healthy gut microbiota to
produce effective immune responses in the lung. Moreover, the impact of the microbiota
on cancer and cancer treatment is an emerging area of great interest [26,27]. In the era
of novel immune-modulating agents, differential composition of the gut microbiota has
been studied as one of the variables accounting for interpatient heterogeneity in ICB re-
sponses [28-32]. Additionally, lung cancer patients are frequently treated with antibiotics
(ATB) and this intervention could modify or unbalance the gut microbiota. In this regard,
the impact of ATB on the clinical outcomes of patients treated with ICB should be a priority
area of research [33,34].

Preclinical mouse models have highlighted that the therapeutic efficacy of immunother-
apy is strongly dependent on the gut microbiota. In this scenario, Bacteroides fragilis has
been confirmed to be related to higher anti-CTLA-4 treatment efficiency by regulating the
function of dendritic cells and differentiation of T helper cells [35]. Bifidobacterium spp. and
Akkermansia muciniphila have been associated with efficacy of anti-PD-1/PD-L1 treatment
by increasing the function of dendritic cells, and enhancing activation and recruitment
of CD4+ and CD8+ T cells into the tumor microenvironment [29,30,36]. A defined com-
bination of 11 microbial strains has been associated with high colon interferon-y (IFN-y)
production by CD8+ T cells and correlated with enhanced therapeutic efficacy of ICB in
mouse tumor models [37]. Moreover, microbiota-derived end product metabolites from
dietary fermentation, such as short-chain fatty acids (SCFAs), have been confirmed to
influence the ICB clinical outcome by regulating the immune response [38,39]. In addition
to the role in shaping systemic immune responses to ICB, the gut microbiota may also
influence the emergence of irAEs, and its modification has been demonstrated to ameliorate
certain adverse events, particularly colitis [28,40,41].

To better understand the potential role of the gut microbiota as a biomarker for
immunotherapy, we sequenced the 16S ribosomal DNA (rDNA) gene in stool samples from
69 advanced NSCLC patients starting ICB. We compared gut microbiota diversity and
composition among patients with clinical benefit and patients experiencing progression
disease, and evaluated the correlation of specific taxonomic genera with survival indicators.
The identification of determined genera, concretely Phascolarctobacterium and Dialister,
associated with clinical outcomes of advanced NSCLC patients undergoing ICB might
provide novel potential predictive/prognostic biomarkers useful for patient selection and
therapy optimization. In addition, we studied the gut microbiota composition in patients
who developed immune-related toxicities, observing that Bacteroides dorei was enriched in
samples from patients with skin toxicity, whereas bacteria from the Firmicutes phylum and
Bacteroides vulgatus were predominant in patients who did not experience dermatological
toxicity. Importantly, our results did not reveal any relationship between ATB usage and
diminished response to or survival from ICB immunotherapy.

2. Materials and Methods
2.1. Patient Cohort

A total of 69 patients with advanced NSCLC were included in this prospective study.
Eligible patients did not harbor epidermal growth factor receptor (EGFR) and anaplastic
lymphoma kinase (ALK) gene mutations within the tumors, and did not receive previ-
ous targeted therapy. Based on the absolute number of white blood cells (leukocytes,
lymphocytes, neutrophils, and monocytes), determined by routine blood testing, the vast
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majority of patients presented an adequate immune status to receive immunotherapy. All
patients were treated with ICB at the General University Hospital Consortium of Valencia
between November 2017 and June 2019. The patients received ICB monotherapy, including
nivolumab (3 mg/kg, once every 2 weeks), pembrolizumab (2 mg/kg, once every 3 weeks),
or atezolizumab (1200 mg, once every 3 weeks). Evaluation of ICB treatment efficacy
was done according to Response Evaluation Criteria in Solid Tumors version 1.1 (RECIST
1.1) [42]. The patients were classified into two groups: clinical benefit (CB) group (complete
response, partial response, and stable disease lasting more than 6 months) and progression
disease (PD) group (progressive disease and stable disease lasting less than 6 months).

This study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki for research
involving human subjects. All patients enrolled signed a voluntary informed consent for
fecal sample collection and study under the approved protocols of the Clinical Research
Ethics Committee of the present institution (General University Hospital Consortium
of Valencia).

2.2. Sample Collection

Stool samples from 69 NSCLC patients were collected with EasySampler-Complete
Stool Collection Kit (ALPCO, Salem, NH, USA). All patients were provided with stool
sample containers and completed their depositions at home within 3 days before ICB
treatment initiation. The samples were brought to the laboratory within 6 h after collection
and stored at —80 °C until processing.

2.3. DNA Extraction and 16S rDNA Gene Sequencing

QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) was used for genomic
DNA extraction from stool samples, according to the manufacturer’s protocol.

Isolated DNA was sent to the Sequencing and Bioinformatics Service of the Founda-
tion for the Promotion of Health and Biomedical Research of Valencia Region (FISABIO)
for sequencing. In more detail, the 165 rDNA gene V3-V4 hypervariable region was ampli-
fied using the primers described by Klindworth et al. [43] and then processed using 16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation Illumina protocol (Cod. 15044223 Rev. A,
Illumina, Inc., San Diego, CA, USA). The full-length primer sequences including Illumina
adaptors were as follows: forward: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGC-
CTACGGGNGGCWGCAG, and reverse: GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGA-
GACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC. Microbial genomic DNA (5ng/uL in 10 mM
Tris, pH 8.5) was used to start the polymerase chain reaction (PCR) protocol. After 16S
rDNA gene amplification, the multiplexing step was performed using Nextera XT Index
Kit (FC-131-2001). A volume of 1 uL of the PCR product was run on a Bioanalyzer DNA
1000 chip to verify the size, being the expected size on a Bioanalyzer trace of ~550 bp. After
size verification the libraries were sequenced using a 2 x 300 pb paired-end run (MiSeq
Reagent kit v3 (MS-102-3003)) on a MiSeq sequencer, according to the manufacturer’s
instructions (Illumina).

2.4. Bioinformatic Analysis and Taxonomic Annotation

Amplicon sequences were processed using the QIIME2 pipeline [44]. The DADA2
pipeline was employed for denoising, paired-end joining, and chimera depletion from
paired-end data [45]. Taxonomic affiliations were assigned using the Naive Bayesian classi-
fier integrated in QIIME2 plugins. The SILVA release 132 database was used for taxonomic
assignation [46]. The taxonomic composition of the gut microbiota was generated by differ-
ent levels: kingdom, phylum, class, order, family, genus, and species. Alpha-diversity was
estimated by Chao 1 richness, Shannon, or inverse Simpson diversity indices, according to
the proportion of taxa counts within the QIIME2 pipeline.
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2.5. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using SPSS 24.0 software (IBM Corp., Armonk,
NY, USA), GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA), Microsoft
Office Excel 2007 (Microsoft Inc., Redmond, WA, USA) or R software v.4.0.3 (R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria). Chi-squared test and nonparametric tests
(Mann-Whitney U or Kruskal-Wallis) were applied to evaluate associations between
patient clinico-pathological characteristics and microbiota composition. Permutational
multivariate analysis of variance (PERMANOVA) was used to compare compositional
differences between groups. Linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe) was
performed to study the differential abundance analysis of gut microbiota composition [47].
Progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) estimations were performed
by the Kaplan-Meier method and compared with the log-rank test. Hazard ratios and
95% confidence intervals were calculated by the Cox regression model. Multivariate Cox
regression analysis was conducted to further identify independent prognostic factors
associated with PFS and OS. All results were accepted statistically if p-value < 0.05.

3. Results
3.1. Baseline and Sequencing Characteristics

The clinico-pathological characteristics of the 69 advanced NSCLC patients included
in this study are shown in Table S1. The median age in this cohort was 67, 23.2% of the
patients were prescribed ATB within 3 months before ICB treatment, 66.7% presented
PD-L1- positive expression (TPS > 1%), and 53.6% were treated with ICB in first-line
setting. The median follow-up time was 14.3 months, and according to response, 33 (47.8%)
patients were classified in the clinical benefit (CB) group and 36 (52.2%) in the progression
disease (PD) group. Correlation analysis revealed that gender, body mass index, and PD-L1
expression were clinical factors associated with response to ICB in this cohort (Table 1).
Univariate Cox regression analysis evidenced that PFS was significantly shorter in women,
patients with poor Eastern cooperative oncology group (ECOG) performance status, and
patients with low PD-L1 expression, whereas prolonged OS was observed in patients with
high body mass index (Table S2).

Barcoded 16S rDNA amplicon sequencing of the 69 stool samples yielded a total
of 10,553,396 reads and 7,435,908 (70.5%) effective reads after filtering, with a median of
106,425 reads per sample (range 39,672-395,132). An overview of the sequencing informa-
tion and microbiota diversity indices, including Chao 1 (range 42-274), Shannon (range
1.78-4.30), and inverse Simpson (range 3.32-42.93), of 69 advanced NSCLC patients in
our cohort are shown in Table S3. A total of 851 taxa were obtained, and at the genus
level, Bacteroides was the most frequent genus among the 357 genera detected in this study
(median relative abundance: 28%) (Figure 1).

3.2. Impact of ATB Usage on the Diversity and Composition of the Gut Microbiota

To study the complexity of the microbiota community structure within the samples,
we determined alpha-diversity scores for all patients (Table S3) and found that patients
receiving ATB within 3 months before ICB treatment (16/69, 23.2%) significantly exhibited
lower Chao 1 index (p = 0.040) (Figure 2a and Table S4), indicating a certain grade of
dysbiosis. Compositional analysis by linear discriminant analysis of effect size (LEfSe)
revealed that feces samples of patients without ATB treatment were enriched with the
genus Alistipes, whereas the family Veillonellaceae was predominant in the ATB group,
among other taxa (Figure 2b,c).
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Table 1. Baseline clinico-pathological characteristics of patients and correlation with response to ICB.

Total CB PD

Characteristics (1= 69) (1=33) (1 = 36) p-Value
Age
<66 34 (49.3%) 14 (42.4%) 20 (55.6%) 0.276
>66 35 (50.7%) 19 (57.6%) 16 (44.4%)
Gender
Male 49 (71.0%) 28 (84.8%) 21 (58.3%) 0.015
Female 20 (29.0%) 5(15.2%) 15 (41.7%)
Smoking status
Smoker 47 (68.1%) 22 (66.7%) 25 (69.4%) 0.805
Non-smoker 22 (31.9%) 11 (33.3%) 11 (30.6%)
Body mass index
High (>25) 32 (46.4%) 20 (60.6%) 12 (33.3%) 0.035
Low (<25) 33 (47.8%) 12 (36.4%) 21 (58.3%)
Non-specified 4 (5.8%) 1 (3.0%) 3 (84%)
Antibiotics previous
Yes 16 (23.2%) 7 (21.2%) 9 (25.0%) 0.710
No 53 (76.8%) 26 (78.8%) 27 (75.0%)
ECOG performance status
0-1 63 (91.3%) 32 (97.0%) 31 (86.1%) 0.110
>2 6 (8.7%) 1(3.0%) 5 (13.9%)
Stage
I 12 (17.4%) 8 (24.2%) 4(11.1%) 0.151
v 57 (82.6%) 25 (75.8%) 32 (88.9%)
Histology
Adenocarcinoma 32 (46.4%) 14 (42.4%) 18 (50.0%) 0528
Non-adenocarcinoma 37 (53.6%) 19 (57.6%) 18 (50.0%)
PD-L1
Positive (TPS > 1%) 46 (66.7%) 26 (78.8%) 20 (55.6%)
Negative (TPS < 1%) 21 (30.4%) 6 (18.2%) 15 (41.7%) 054
Non-specified 2(29%) 1 (3.0%) 1(2.8%)
Immunotherapy
1st line 37 (53.6%) 20 (60.6%) 17 (47.2%) 0.265
Non-1st line 32 (46.4%) 13 (39.4%) 19 (52.8%)
Tumor size
<5cm 16 (23.2%) 10 (30.3%) 6 (16.7%) 0.180
>5cm 53 (76.8%) 23 (69.7%) 30 (83.3%)
Number of metastatic sites
<2 27 (39.1%) 16 (48.5%) 11 (30.6%) 0.127
>2 42 (60.9%) 17 (51.5%) 25 (69.4%)

Non-smoker: never smoker + former smoker; ECOG: Eastern cooperative oncology group; TPS: tumor proportion
score. p-values were obtained using the chi-square test. Bold p-values denote statistical significance at the
p <0.05 level.
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Figure 1. Stacked bar plot of the phylogenetic composition of the most common taxa at the genus level. Bacteroides, in dark
blue, was the most frequent genera identified within the cohort.
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Figure 2. Gut microbiota composition and ATB usage. (a) Chao 1 index score of the gut microbiota in patients stratified
according to ATB usage, by the Mann-Whitney U rank sum test. Error bars represent the distribution of alpha-diversity
scores. (b) Multi-level differential abundance analysis using linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe) of patients
stratified according to ATB usage. (¢) Taxonomic cladogram from the LEfSe analysis showing differences in fecal taxa in
ATB and non-ATB groups. Dot size is proportional to the abundance of the taxon. Green legends represent patients who did
notreceive ATB treatment, and red legends the patients who were prescribed ATB within 3 months before ICB treatment.
ATB: antibiotics. LDA score > 3.0; p < 0.05.

To explore whether dysbiosis associated with ATB use could influence resistance to PD-
1 blockade, we also compared the therapeutic efficacy of ICB in patients treated with ATB
and those not treated with ATB. No significant differences were observed between CB and
PD groups based on ATB usage (Table 1), indicating that response to ICB was not impacted
by the use of ATB in our cohort. Regarding survival indicators, we neither found statistically
significant differences in PFS and OS between ATB and non-ATB groups, suggesting that
ATB usage was not associated with poorer prognosis in the cohort (Table S2).

3.3. Correlation of the Gut Microbiota with Immune-Related Adverse Events

A total of 26/69 (37.7%) patients experienced irAEs at any grade. The different types of
developed irAEs included endocrine (13/69, 18.8%), hepatic (10/69, 14.5%), gastrointestinal
(8/69, 11.6%), dermatological (7/69, 10.1%), renal (6/69, 8.7%), and pulmonary (pneumoni-
tis) toxicities (3/69, 4.3%) (Table S1). Interestingly, development of irAEs predicted clinical
benefit and was correlated with improved PFS and OS in our cohort (Figure S1).

To investigate the possible influence of the gut microbiota on irAEs, we first analyzed
the relationship between alpha-diversity indices and different types of irAEs. According
to severity, no significant differences were observed in bacterial diversity between pa-
tients who experienced relevant clinical toxicities (>grade 2) and patients with non-severe
toxicities (grade 1 or absent, Figure S2). However, according to toxicity types, it was
found that patients showing ICB-related skin toxicity exhibited a significant decrease in
alpha-diversity indices compared to those without skin toxicity (Chao 1index, p = 0.031;
Shannon index, p = 0.027; inverse Simpson index, p = 0.029, respectively, Figure 3a—c). No
significant differences in bacterial diversity were observed for the other types of irAEs
(Figure S2). Compositional analysis by LEfSe demonstrated differential abundances of bac-
teria in the gut microbiota of patients with or without skin toxicity. Concretely, Bacteroides
dorei was enriched in samples from patients with skin toxicity, while bacteria from the
Firmicutes phylum and Bacteroides vulgatus species were predominant in patients who did
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not experience dermatological toxicity (Figure 3d,e). These findings indicate that baseline
microbiota diversity and composition are associated with the emergence of immune-related
skin toxicity and might represent potential biomarkers of dermatological manifestations.
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Figure 3. Gut microbiota composition and ICB-related skin toxicity. (a) Chao 1, (b) Shannon, and (c) inverse Simpson indices
scores of the gut microbiota in patients stratified according to the presence/absence of skin toxicity by Mann-Whitney U
rank sum test. Error bars represent the distribution of alpha-diversity scores. (d) Multi-level differential abundance analysis
using linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe) in patients stratified according to skin toxicity. (e) Taxonomic
cladogram stratified by skin toxicity. Dot size is proportional to the abundance of the taxon. Green legends represent the
patients without skin toxicity, and red legends represent the patients with skin toxicity associated with ICB treatment. LDA
score > 3.0; p < 0.05.

3.4. Gut Microbiota Composition and Response to ICB

To address a possible link between gut microbiota diversity and ICB clinical outcomes,
we examined alpha-diversity indices in patients stratified according to ICB response.
No significant differences were found in alpha-diversity between CB and PD patients,
suggesting similarity in the compositional complexity of the gut microbiota among these
two groups of patients (Figure S3). Moreover, to seek a possible impact of diversity on
survival, we stratified patients into high versus low categories, based on the median of
alpha-diversity indices. Again, no significant association of alpha-diversity with PFS and
OS was found within the cohort, indicating a poor value of alpha-diversity as a prognostic
factor (Figure S3).

To study whether differential composition and abundance within the gut microbiota
could influence the patient clinical outcome to ICB, we analyzed the gut microbiota compo-
sition in CB and PD patients. To this aim, we compared the number of taxa between these
two groups, observing that out of the 851 taxa obtained, 618 were shared among CB and
PD patients (core microbiota), whereas 78 and 155 were exclusive to CB and PD groups,
respectively (Figure 4a). However, these exclusive taxa were detected in a few patients
and, therefore, the use of exclusive pools was avoided due to high individual variability
(Figure S4). Accordingly, principal component analysis revealed no cluster formation in CB
and PD patients, indicating that no specific cluster was associated with clinical outcome

(Figure S5).
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Figure 4. Compositional differences of the gut microbiota between CB and PD groups. (a) Venn diagram depicting shared
and unique taxa for CB and PD groups; 618 taxa were identified as core microbiota (shared taxa). (b) Comparisons of the
relative abundance at the genus level among CB (green) and PD (red) groups; ** p < 0.01. (c) Differential abundance analysis
using linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe) in patients stratified according to response to ICB. (d) Taxonomic
cladogram from the LEfSe analysis depicting differences in fecal taxa in CB and PD patients. Dot size is proportional to
the abundance of the taxon. Green legends represent CB patients and red legends represent PD patients. (e) Differential
abundance analysis using linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe) for the genera Phascolarctobacterium in PD
and CB patients; the solid straight lines represent the plot subgroup relative abundance means; the dotted straight lines
represent the plot subgroup relative abundance medians. (f) Differential abundance analysis using linear discriminant
analysis (LDA) effect size (LEfSe) for the genus Dialister in PD and CB patients; the solid straight lines represent the plot
subgroup relative abundance means; the dotted straight lines represent the plot subgroup relative abundance medians.
(g) Frequency of patients with high versus low relative abundance of Phascolarctobacterium in their stool samples according
to response to ICB (CB and PD groups). (h) Frequency of patients with high versus low relative abundance of Dialister
in their fecal samples according to the response to ICB (CB and PD groups). The cutoff value is the median of relative
abundance: 1.92% (Phascolarctobacterium), 0.01% (Dialister). CB: clinical benefit group; PD: progression disease group. LDA
score > 3.0; p < 0.05.

Focused on the core microbiota, we next characterized and compared the differential
abundances of the most frequent genera detected in CB and PD patients. Among the most
frequent genera identified (Figure 1), Phascolarctobacterium was significantly enriched in
CB patients (Figure 4b). LEfSe analysis was next used to find further imbalanced microor-
ganisms between CB and PD patients (LDA score > 3.0 and p < 0.05). Results showed that
Phascolarctobacterium (LDA > 4.0), Acidaminococcaceae, Synergistaceae, Synergistetes, Syner-
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gistales, Synergistia, Romboutsia, and Parabacteroidesgoldsteinii CLO2T12C30 were enriched
in CB patients, while Dialister and Dialister gutmetagenome were enriched in PD patients
(Figure 4c—f). Among these bacteria, the Phascolarctobacterium and Dialister genera were
found in at least 50% of patients. Interestingly, when stratifying patients into high versus
low groups, based on the median relative abundance of these taxa, we found that high
abundance of Phascolarctobacterium was detected in 67% (22/33) of patients experiencing
clinical benefit, and 36% (13/36) of patients who progressed (p = 0.011, Figure 4g). Con-
versely, high abundance of Dialister was observed in 69% (25/36) of PD patients, but only
in 27% (9/33) of CB patients (p <0.001, Figure 4h). These results demonstrate the potential
value of the genera Phascolarctobacterium and Dialister predicting response to ICB treatment.

3.5. Analysis of the Gut Microbiota as a Prognostic Marker

To further investigate the prognostic value of predictive bacteria, we performed sur-
vival analysis. Patients with high abundance of Phascolarctobacterium exhibited significantly
prolonged PFS (median PFS 9.8 vs. 3.8 months, hazard ratio (HR): 0.531, 95% confidence
interval (CI): 0.311-0.907, p = 0.018; Figure 5a), whereas non-significant differences in OS
were observed in comparison to those with low relative abundance (median OS 19.9 vs.
11.4 months, HR: 0.642 (95% CI: 0.346-1.190), p = 0.155; Figure 5b). On the other hand,
patients with high abundance of Dialister showed a significantly shortened PFS (median
PFS 3.6 vs. 11.5 months, HR: 2.208 (95% CI: 1.286-3.791), p = 0.003; Figure 5c), and reduced
OS compared to those with low abundance (median OS 9.3 vs. not reached months, HR:
2.847 (95% CI: 1.485-5.459), p = 0.001; Figure 5d).

We then performed multivariate analysis of the effect of Phascolarctobacterium and
Dialister on PFS and OS, taking also into account other standard prognostic factors relevant
in our cohort and the presence of irAEs. Our results demonstrated Dialister abundance as
an independent prognostic factor for PFS (HR: 2.572 (95% CI: 1.352-4.895), p = 0.004) and
OS (HR: 3.227 (95% CI: 1.574-6.613), p = 0.001) in advanced NSCLC patients (Figure 5e). Of
note, multivariate analysis also revealed independent prognostic value for the presence
of irAEs in our cohort (PFS HR: 0.299 (95% CI: 0.153-0.584), p < 0.001; OS HR: 0.414 (95%
CI: 0.197-0.870), p = 0.020; Figure 5e), in agreement with a recent study that has evidenced
association between multisystem irAEs and better outcomes in NSCLC [48]. Altogether,
these results indicate that the low abundance of Dialister and the presence of irAEs might
be used as prognostic biomarkers of improved survival for immunotherapy in NSCLC.
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Figure 5. Dialister abundance and the presence of irAEs are independent prognostic factors for PFS and OS. (a) Kaplan-Meier
plot of PFS in patients with high (green line, n = 35 (CB = 22, PD = 13), median PFS = 9.8 months) or low abundance of
Phascolarctobacterium (red line, n =34 (CB = 11, PD = 23), median PFS =3.8 months). (b) Kaplan—Meier plot of OS in patients
with high (green line, n = 35 (CB = 22, PD = 13), median PFS = 19.9 months) or low abundance of Phascolarctobacterium
(red line, n = 34 (CB = 11, PD = 23), median PFS = 11.4 months). (c) Kaplan-Meier plot of PFS in patients with high (green
line, n = 34 (CB =9, PD = 25), median PFS = 3.6 months) or low abundance of Dialister (red line, n = 35 (CB = 24, PD = 11),
median PFS = 11.5 months). (d) Kaplan-Meier plot of OS in patients with high (green line, n = 34 (CB = 9, PD = 25), median
PFS = 9.3 months) or low abundance of Dialister (red line, n = 35 (CB = 24, PD = 11), median PFS = not reached months).
(e) Forest plot illustrating the results of multivariate analysis by the Cox proportional-hazard model. Statistical analysis
was performed using the log-rank test. Bold p-values denote statistical significance at the p < 0.05 level. Cutoff values
correspond to the median relative abundance: 1.92% (Phascolarctobacteriumy), 0.01% (Dialister). ECOG: Eastern cooperative
oncology group; irAEs: immune-related adverse events; BMI: body mass index; PFS: progression-free survival; OS: overall
survival; HR: hazard ratio; CI: confidence interval.
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4. Discussion

In the present study, we prospectively investigated the gut microbiota profiles in
69 advanced NSCLC patients starting ICB monotherapy using 16S rDNA sequencing. Our
results indicated that the ATB usage and ICB-related cutaneous toxicity, mainly skin rash,
were associated with decreased gut microbiota diversity and differences in composition.
Our findings also revealed differences in the gut microbiota composition in patients with
clinical benefit (CB) versus those with progressive disease (PD). Concretely, Phascolarctobac-
terium was enriched in CB patients, and the high relative abundance of Phascolarctobacterium
was associated with prolonged PFS. Contrarily, Dialister was overrepresented in PD patients
and was identified as an independent prognostic biomarker.

Analysis of the sequencing data evidenced that Bacteroides was the most frequent genus
in our cohort of advanced NSCLC patients. In agreement with these results, previous
studies have also proved Bacteroides to be the most abundant genus in the human gut
microbiota [49]. Furthermore, in lung cancer patients, Bacteroides is also significantly higher
and a prominent genus biomarker compared to healthy controls [50].

It is widely accepted that the gut microbial composition can fluctuate in response to the
use of ATB, affecting the abundances of up to 30% of the bacteria in the gut community [51].
Interestingly, some reports have demonstrated that the use of ATB is a negative factor in the
effectiveness and clinical outcomes to ICB [29,33,34]. However, we revealed no significant
relationship between ATB usage and the response to or survival from ICB immunotherapy.
A plausible explanation lies in the resilience and the ability of the gut microbiota to adapt to
the changing environment. It has been reported that the modification of the gut microbial
community occurs within a few days from the first antibiotic dose and lasts for several
weeks after treatment completion, with a remarkable ability of the gut microbiota to restore
its compositional and functional state [52]. Although ATB use decreased the microbiota
diversity at the baseline in our cohort, its composition might have recovered during the
course of immunotherapy, resulting in non-significant association with clinical outcomes.
Supporting our results, Huemer et al. neither observed the influence of ATB on ICB therapy
in a bi-centric analysis of NSCLC patients [53]. Likewise, other studies have reported
similar response rates and PFS for ICB medication in NSCLC patients treated with ATB
and those not treated with ATB [32,54]. Nonetheless, despite the lack of relationship
between the use of ATB and ICB efficacy in our patient cohort, and given the number of
controversial results among studies, ATB prescription should still be recommended with
caution both before and during immunotherapies. Indeed, several aspects, including the
ATB administration route, type of ATB, time frame of ATB exposure prior to or during ICB
treatment, as well as the interpatient heterogeneity, remain unclarified factors that might
be associated with discrepant results among studies, thereby warranting further research
to better define the impact of ATB usage on the outcomes of ICB immunotherapy.

The appearance of irAEs is an event that cannot be ignored in immunotherapy, since it
may affect the management of cancer patients and could imply treatment discontinuation.
The identification of factors predicting immune-related toxicity is a current need and
preclinical and clinical studies have highlighted the impact of the gut microbiota on
irAEs [28,40]. The gut microbiota has been proved to be a major regulator affecting skin
homeostasis, likely through mechanisms related to the modulatory effects that the gut
microbial community exerts on systemic immunity or via metabolite products, such as
phenols that access circulation and get the distant skin [55,56]. In the present research, we
have highlighted a decrease of the gut microbiota diversity in patients with skin toxicity.
In our study, bacteria from the Lactobacillales and Bifidobacteriales orders were among the
enriched bacteria in patients without ICB-related skin toxicity. Interestingly, Lactobacillus
and Bifidobacterium are commonly tested probiotics that have demonstrated efficacy in
the management of the dermatitis condition or chronic inflammatory diseases, such as
psoriasis. In this sense, oral supplementation with Lactobacilluscasei in mouse models
has been demonstrated to reduce skin inflammation by inhibiting IFN-y signaling and
CD8+ T hypersensitivity effector cells [57], as well as through increasing interleukin 10
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(IL-10) secretion and activating FoxP3+ regulatory T cells in the skin [58]. On the other
hand, in human subjects, administration of Bifidobacterium species has been proved to
reduce systemic pro-inflammatory biomarkers, including C-reactive protein and tumor
necrosis factor « (TNF-o) in psoriasis patients [59], and supplementation with a mix of
Bifidobacterium and Lactococcus strains in pregnant women results in lower incidence of
eczema in infants [60]. In the light of these studies, these probiotics might have potential
reducing cutaneous toxicities and skin manifestations in ICB-treated patients. However,
the bacteria species and mechanism through which the gut microbiota influences the
appearance of skin toxicity need to be explored in future research.

Several studies have revealed that the gut microbiota may modulate the anti-tumor im-
mune response, and certain gut microbiota compositions have been proved to be important
regulatory factors in immunotherapy [28,31,35,36]. Our results also revealed differences in
the gut microbiota composition according to response and clinical outcomes in advanced
NSCLC patients treated with ICB. Concretely, high relative abundance of Phascolarctobac-
terium and low relative abundance of Dialister, two genera of the Firmicutes phylum, were
significantly associated with better responses and improved survival from ICB treatment.

Supporting our findings, Phascolarctobacteriun has been reported as one of the predom-
inant bacteria in melanoma patients who responded to ICB [31]. Of note, one species of
Phascolarctobacterium has been positively correlated with induction of colonic interferon-y
(IEN-y)-expressing CD8 T cells, and colonization of mice with a consortium of 11 bac-
terial strains, including Phascolarctobacterium faecium, has been shown to enhance both
spontaneous and ICB-mediated anti-tumor activity by increasing CD8+ tumor infiltrating
lymphocytes producing IFN-y in syngeneic tumor models [37]. On the other hand, some
bacterial species that feed on dietary fibers produce metabolites such as SCFAs (mainly
acetate, propionate, and butyrate) that exert positive effects on the large intestine mucosa,
representing a primary energy source for colonocytes and maintaining intestinal home-
ostasis through anti-inflammatory actions. In this regard, Phascolarctobacterium is a good
producer of the SCFAs propionate and acetate [61]. SCFAs are known to modulate immune
cell function with implications in anti-cancer immunotherapies. Indeed, it has been demon-
strated that higher concentrations of fecal SCFAs are associated with ICB efficacy in solid
cancer tumors [38] and predict long-term beneficial effects in NSCLC patients [62]. Thus,
we hypothesize that Phascolarctobacterium might predict clinical benefit in our cohort by
increasing the levels of SCFAs and modulating anti-tumor immune responses.

On the other hand, Dialister is a genus classified within the family Veillonellaceae, and
several reports have demonstrated the pathogenic potential of Dialister spp. In this sense,
Dialister has been associated with periodontitis, and decreased levels of Dialister spp. have
been observed in patients with Crohn’s disease [63,64]. Regarding cancer, this microorgan-
ism has been found to be increased in microbiota samples of head and neck squamous
cell carcinoma and in NSCLC patients in comparison to healthy individuals [65,66]. A
recent study has estimated the metabolic capacity of Dialister to produce the SCFA pen-
tanoate, also known as valerate [67]. It has been reported that pentanoate has a marked
immunomodulatory effect by inducing the production of the anti-inflammatory cytokine
IL-10 and suppressing Th17 cells, therefore showing therapeutic potential in inflammatory
diseases [68]. Although the specific mechanism through which Dialister undermines the
efficacy of ICB warrants further investigation, its anti-inflammatory effects might explain
the detrimental role that this microorganism displays in NSCLC patients receiving im-
munotherapy.

5. Conclusions

This study corroborates the predictive /prognostic significance of the baseline gut
microbiota composition in advanced NSCLC patients treated with ICB. Our data suggest
that the use of ATB is associated with decreased microbiota diversity, but does not influ-
ence the therapeutic efficacy of ICB in our patient cohort. Low microbiota diversity is
correlated with development of ICB-related skin toxicity, and the appearance of irAEs
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is an independent prognostic biomarker for improved survival. In addition, the gut mi-
crobiota composition reveals Phascolarctobacterium and Dialister as potent predictive and
prognostic factors. Phascolarctobacterium was correlated with clinical benefit and prolonged
progression-free survival, whereas Dialister was associated with progressive disease and
reduced progression-free survival and overall survival. If proven in larger cohorts, these
microorganisms might be applied as potential biomarkers for ICB treatment in NSCLC.
Moreover, subsequent extensive cohorts and clinical trials could analyze the possibil-
ity of combining Phascolarctobacterium and /or Dialister with other validated biomarkers,
such as PD-L1 expression or tumor mutational burden, in order to provide powerful pre-
dictive/prognostic signatures for immunotherapy in NSCLC. Finally, if confirmed, our
findings raise the need for further mechanistic studies to determine the biological relevance
of Phascolarctobacterium and Dialister in the modulation of anti-tumor immune responses.
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Keywords: Objectives: Oral microbiome plays an important role in oral diseases. Among them, proliferative verrucous leu-
Oral leukoplakia coplakia (PVL) is an uncommon form of progressive multifocal leukoplakia with a worryingly rate of malignant
Oral cancer transformation. Here, we aimed to characterize the oral microbiome of PVL patients and compare it with those of
Microbiota i

healthy controls.

Head and neck . B . P .
EaanSIneck Sanes Material and methods: Oral biopsies from ten PVL patients and five healthy individuals were obtained and used to

2:::::::‘““ compare their microbial communities. The sequence of the V3-V4 region of 16S rRNA gene was used as the
165 rRNA taxonomic basis to estimate and analyze the composition and diversity of bacterial populations present in the
Porphyromonas samples.

Eubacterium Results: Our results show that the oral microbial composition and diversity are significantly different among PVL

patients and healthy donors. The average number of observed operational taxonomic units (OTUs) was higher for
healthy donors than for PVL, proving a loss of diversity in PVL. Several OTUs were found to be more abundant in
either group. Among those that were significantly enriched in PVL patients, potential protumorigenic pathogens
like Oribacterium sp. oral taxon 108, Campylobi Jejuni, I 1 Eub ium sp., Tannerella, and Porphyr-
omonas were identified.
Conclusion: Oral microbiome dysbiosis was found in patients suffering from PVL. To the best of our knowledge,
this is the first study investigating the oral microbiome alterations in PVL and, due to the limited number of
participants, additional studies are needed. Oral microbiota-based biomarkers may be helpful in predicting the
risks for the development of PVL.

Introduction malignant disorder which initially manifests as white asymptomatic

hyperkeratotic plaques, but in time progresses affecting different and
Proliferative verrucous leukoplakia (PVL) is an oral potentially multiple oral mucosa locations with a warty tendency during its
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evolution [1]. It was first described by Hansen et al. in 1985 and it is
characterized by a tremendous treatment resistance, a high rate of re-
currences and development of new leukoplakias, and a very high risk of
transformation into oral cancer [2,3]. The overall incidence of malig-
nant transformation was first considered around 40% [4-6], but long-
term studies have shown transformation rates approaching 70-100%
[3.7]. Second primary tumors and field cancerization are also frequent
in PVL, with decreasing time intervals between the development of one
tumor and the next one over time [8]. The worryingly high rate of
malignant transformation is aggravated by the inefficacy of clinical
procedures in the long term, rendering scalpel or laser removal insuffi-
cient [2,9]. Local block tissue removal, often including nearby teeth, is
sometimes the only viable procedure [10]. PVL is preponderant in
elderly women, and contrary to common oral leukoplakia, it has not
been associated to tobacco-related habits [11,12]. A previous study
conducted by our group including 55 PVL patients concluded that pa-
tients who develop oral cancers are cc ly non-smokers females and
those who develop more than one oral squamous cell carcinoma (OSCC)
are more likely to develop lesions of the gingiva [13].

In spite of the environmental and genetic risk factors, scientists have
realized during the last decades that microorganisms inhabiting the
human body take an active role in the maintenance of health and the
appearance of diseases. Microbiome studies, motivated by the avail-
ability of high-throughput technologies, have exhibited how the
disturbance of the microbiota is associated with a great number of
human diseases [14]. To date, the vast majority of studies have been
performed on the gut, which constitutes the body niche where most of
commensal microorganisms reside. As aresult, associations between gut
microbiota and diseases, either in a positive or in a negative way, have
been found, including inflammatory bowel disease, multiple sclerosis,
type 1 and 2 diabetes, allergies, asthma, autism, and cancer [15,16]. In
particular, altering gut microbiota composition affects the incidence and
progression of colorectal carcinoma (CRC) in both genetic and
carcinogen-induced models of tumorigenesis [17-19]. Several by-
products of the gut microbiota directly target intestinal epithelial
cells, mediating oncogenic effects as reported for cytolethal distending
toxin (CTD), inositol phosphate phosphatase D (IpgD), virulence gene A
(VirA), cytotoxin associated gene A (CagA), Fusobacterium effecto
adhesion A (FadA), metalloproteinase toxin (MP toxin), among others,
or suppress tumorigenesis, as demonstrated for butyrate, propionate,
monophosphoryl lipid A, ferrichrome, pyridoxine and lipopolysaccha-
ride (LPS) [20-22]. Experimental alterations of the gut microbiota have
also been observed in other malignancies, including hepatocellular
carcinoma (HCC) and breast cancer. Through the portal venous system,
the liver is exposed to intestinal bacteria and their by-products, which
could cause inflammatory changes, hepatotoxicity and carcinogenesis
[23]. In the case of breast cancer, it is hypothesized that the gut
microbiota may promote carcinogenesis via its ability to alter the profile
of circulating estrogens and phytoestrogens, via its influence on energy
metabolism or via antitumor immune function [24,25]. More studies
have been published which report a link between gut dysbiosis and other
malignancies, but these associations are less well established and require
further investigation. Although it has been less studied, oral microbiome
dysbiosis could be linked to oral cancer and other oral diseases through
direct metabolism of chemical carcinogens and general inflammatory
effects [26]. The oral cavity is home for more than 700 microbial spe-
cies, including commensal and opportunistic bacterium, fungi and vi-
ruses, and despite PVL having an unknown etiology, controversy around
the possible implication of human papillomavirus (HPV) infections, like
HPV 16 infection, in its pathogenesis exists [5,9,27,28]. Moreover,
dysbiotic oral microflora has already been associated to chronic peri-
odontal disease [29,30] and chronic bacterial infection might be pro-
moter of oral cancer [31] but there are not studies analysing the
influence of oral microbiome in the development and/or progression of
PVL. In this study, oral biopsies of PVL patients were used to charac-
terize their microbiome and compare it with that of healthy controls in
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order to gain insight into the possible role of oral microorganisms in PVL
and its malignant transformation to cancer. To the best of our knowl-
edge, this is the first time that alterations in the oral microbiome of PVL
patients have been investigated.

Patients and methods
Patients and tissue samples

This study included 10 patients with a clinical diagnosis of PVLand a
control group comprised of 5 healthy donors. For the PVL patients, two
representative biopsies were taken from the same area of the lesions,
including epithelium and the underlying connective tissue between
2017 and 2018. One of each pair of specimens was analyzed with the
routine histopathological methods to ensure that each patient met the
histopathological criteria to establish the PVL diagnosis provided by
Cerero-Lapiedra et al. [32]. Briefly, there can be from simple epithelial
hyperkeratosis to verrucous hyperplasia with or without epithelial
dysplasia. In addition, the criteria used for diagnosing oral epithelial
dysplasia reported by Warnakulasuriya S et al. was followed [33]. It is
based on changes to the architecture of the epithelium and those that
manifest as cellular atypia. Conventionally, dysplasia is divided into
mild (architectural disturbance limited to the lower third of the
epithelium, accompanied by minimal cytological atypia), moderate
(architectural disturbance extending into the middle third of the
epithelium), and severe (more than two thirds of the epithelium shows
architectural disturbance with associated cytological atypia). Another
biopsy was required in order to rule out the presence of OSCC. The other
sample was used for the 16S sequencing. For the control group, samples
were obtained from healthy mucosa areas adjacent to the teeth
(vestibular fundus). All tissue samples were frozen at —80 °C until their
analysis. A previous transcriptomic and epigenetic characterization of
the same cohort of patients (see Table 1) has been performed using
RNAseq and is available at [34,35].

Library preparation and Illumina seq ing

The sequence of the V3-V4 region of 168 rRNA gene was used as the
taxonomic basis to estimate bacterial populations present in the sam-
ples, according what stated in Caporaso et al. [36]. DNA concentration
was determined in the samples using a fluorimetric method using Quant-
IT PicoGreen reagent in a FLUOROSCAN fluorimeter (Thermo Fisher).
Afterwards, DNA samples were diluted to 1 ng/ul and 2 ul of each
sample were used to amplify the V3-V4 region of 16 S rRNA gene using
specific primers for 16S 1RNA with the following sequences:

Forward primer: 5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGA-
CAG-3'.

Reverse primer: 5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGA-
CAG-3.

Those primers were used as fusion primers respectively linked to CS1
and CS2 sequences (Fluidigm) useful for subsequent barcoding. Positive
amplification (22-25 cycles) was evaluated by gel electrophoresis of
PCR products which showed a marked and clean band of a size around
460 pb. Therefore, a second PCR of low number of cycles was applied to
add the individual barcode to each of the samples, as well as to incor-
porate Illumina-specific sequences in the amplicon libraries. Individual
libraries were analyzed using a Bioanalyzer 2100 (Agilent) to estimate
the concentration of the specific PCR products and a pool of samples was
made in equimolar amounts. The pool was further cleaned, quantified
and the exact concentration of the library was measured by real time
PCR, using [llumina specific primers (Kapa Biosystems). Finally, samples
were denatured to be seeded onto a Miseq v3 flowcell (Illumina) and run
under a 2x300 pair end sequencing procedure (Scientific Park of Madrid,
Spain). A total amount of 180.000 pair end reads was obtained as
average (range 146.000-213.000). After quality filtering and demulti-
plexing, fastq files were prepared and submitted to the bioinformatic
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Table 1
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Clinicopathological information of the PVL patients included in this study. A previous transcriptomic and epigenetic characterization of the same cohort of patients was

performed and is available at (25,26).

PVL patients

Clinical and histological characteristics of PVL before developing 0SCC

Case Gender Tobacco

smoker

Number of
oral
locations

Oral
locations

Age Follow up
of PVL

(Years)

of Histological T Number of  Location of

oral mucosa
affected with
PVL lesions

oral
cancers

oral
cancers

findings when
taken the sample
for 16S sequencing

Male No 7 3 Gingiva,
Buccal
mucosa, Lips
Gingiva,
Buccal
mucosa
Gingival,
Buccal
mucosa,
Tongue,
Floor mouth,
lip

Gingiva,
Buccal
mucosa,
Floor mouth,
Tongue

Male No 3 2

Female No 19 5

Male No 10 4

Female Gingiva,
Buccal
mucosa
Females  No 10 6 Gingiva,
Buccal
mucosa,
Lips,
Tongue,
Floor mouth,
Palate
Gingiva,
Buccal

Female No 9 5

Floor mouth,
Tongue
Gingiva,
Buccal

Male

mucosa
Gingiva,
Buccal
mucosa,
Palate,

Floor mouth,
Tongue
Gingiva,
Buccal
mucosa,
Palate,
Tongue

Female No 20 5

Female

40

75

65

Buccal
mucosa

Without dysplasia Yes 2

Moderate dysplasia ~ No - -

Without dysplasia  Yes 2 Gingiva

Mild dysplasia No - -

Severe dysplasia Yes 2 Gingiva,
Buccal

mucosa
Mild dysplasia Yes 1

Gingiva

Moderate dysplasia ~ Yes 1 Gingiva

Moderate dysplasia ~ Yes 3

Gingiva

Moderate dysplasia ~ No - -

Severe dysplasia Yes 1 Gingiva

pipeline.

Bioinformatic data processing and analyses

Quality Analysis and preprocessing: Quality control on Fastq libraries
was performed using FastQC [37]. Subsequently, Fastq files were pre-
processed using Prinseq-lite-020.4 [38] to eliminate primers and low-
quality sequences. Paired-end Fastq files were merged and then con-
verted to fasta format using the QUIIME scripts “join_paired_ends.py”
and “convert fastaqual fastq.py” available here http://qgiime.org/scri
pts/index.html.

Characterization, quantification and binning of Operative Taxonomical
Units (OTUs): Cd-hit-est of CD-HIT [39] was used to group the pre-
processed reads of each fasta library into OTU clusters using a sequence
similarity cut-off of 0.95. The most representative sequence of each OTU
cluster (provided by CD-HIT together with the counts per OTU) was then
mapped against the Ribosomal database Project (RDP) release 11 [40]

using HS-BLASTN [41] to bin each OTU. Finally, counts and taxonomy
annotations for each OTU were extracted from the CD-HIT and HS-
BLAST outputs and integrated together using the Worksheet App of
the GPRO suite [42].

Differential Distribution: DESeq [43] was used to assess differential
distribution of OTUs between the two sample groups (PVL and control).
OTU counts were previously normalized also with DESeq by dividing the
counts by the size factors and applying variance stabilizing trans-
formation (VST).

Statistical analyses: All statistical analysis performed in this study,
including the creation of KRONAs interactive charts [44] per sample and
group, were performed using the R scripts implemented in the STATools
App of the GPRO suite.

Data availability

Raw data have been deposited at the NCBI SRA archive with
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BioProject record PRJNA663437, and BioSample records
(SAMN16132437, SAMNI1 6132438, SAMN16132439, SAMN16132440,
SAMN16132441, SAMN1613242, SAMN16132443, SAMN16132444,
SAMN16132445, SAMN16132446, SAMN16132447, SAMN16132448,
SAMN16132449, SAMN16132450, SAMN16132451).

Ethics statement

This study was approved by the Ethics Committee for Human
Research of the University of Valencia (Ref. H1523722754549).
Informed written consent was obtained from all participants after an
explanation of the nature of the study, as approved by the Ethics Com-
mittee for Human Research of the University of Valencia.

Results
Participant characteristics and sequencing data summary

This study included a cohort of 10 patients with PVL and a cohort of 5
healthy donors as controls. The clinical profile and clinicopathological
information from each of the PVL patients is shown in Table 1. The
median patient age was 70.5 years [range: 60-86], 60% were females,
and 30% were smokers. The median follow-up of the study was 10 years
[range: 3-26]. Two patients did not have dysplasia, two showed mild
dysplasia, four moderate dysplasia, and two severe dysplasia. None of
the selected PVL cases presented histopathological signs of OSCC at the
time of the biopsy. However, it is noteworthy that after 3 years of study,
7 out of 10 PVL cases developed at least one OSCC and 4 of them have
developed more than one.

Sequencing of oral samples resulted in a total of 2,735,102 raw se-
quences. Filtering for sequence quality reduced the number of sequences
to 2,472,087, being 2,364,853 (95.6%) assigned to 980 OTUs. Rare-
faction curves show that the 15 samples were sequenced to a sufficient
depth such that a complete microbiome profile was likely captured for
most samples (Fig. 1A). Regarding Bacteria, a total of 37 phyla, 53 or-
ders, 94 families, and 630 genera were identified, whereas 7 phyla, 13
orders, 18 families, and 40 genera were identified for Archaea.

Microbiome diversity and composition of PVL and healthy oral
samples.

An unsupervised principal component analysis (PCA) including all
samples was performed in order to group samples according to their
microbiome. PCA score plot revealed that microbiome from PVL patients
is more homogeneous than that from healthy donors (Fig. 1B). In
addition, Mann-Whitney U test confirmed that the distributions of both
groups is significantly different, being the oral diversity greater in
healthy donors than in PVL patients (p < 3.688e-05).

Microbial alpha and beta diversity were evaluated using richness

A) Rarefaction curves
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(Chaol, Alphal), evenness (Shannon-Wiener), dominance (Simpson,
Inverse Simpson), and similarity (Jaccard and Sorensen) metrics (Fig. 2).
Both indices used to assess richness were significantly different between
PVL and healthy samples (Fig. 2A and 2B). Certainly, the average
number of observed OTUs found was higher for healthy donors than for
PVL (251 vs 282, p < 0.05). No significant differences were found in
terms of evenness (Fig. 2C) or dominance (Fig. 2D and 2E). Regarding
similarity, three out of five samples from healthy donors showed sig-
nificant differences with the rest of samples (Fig. 2F and 2G). The oral
sample from PVL_1 patient also showed differences with samples from
PVL_3, PVL_7, and PVL_10 patients. A prominent feature of oral micro-
biome evidenced from these results is that there is a high degree of inter-
individual variability in community composition among study partici-
pants especially in the healthy subgroup.

Krona plots representing an overview of the oral microbiome of
healthy controls and PVL patients are available in Supplementary Ma-
terial 1 and S2, respectively. The most abundant phyla found in PVL
included Firmicutes (45%), Fusobacteria (17%), Proteobacteria (14%),
Actinobacteria (12%), and Bacteroidetes (9%), whereas in healthy con-
trols included Firmicutes (51%), F ia (13%), Pr b ia
(11%), Actinobacteria (9%), Bacteroidetes (8%), Spirochaetes (2%), and
Planctomycetes (2%).

At the genus level, the most frequently detected genera in PVL were
Streptococcus (28%), Gemella (4%), Veillonella (2%), and Granulicatella
(2%) of Firmicutes; Fusobacterium (13%), and Leptotrichia (5%) of Fuso-
bacteria; Haemophilus (7%), Campylobacter (3%), Aggregatibacter (2%),
and Neisseria (2%) of Proteobacteria; Rothia (8%) and Corynebacterium
(2%) of Actinobacteria; and Prevotella (5%) and Porphyromonas (2%) of
Bacteroidetes. Regarding healthy controls, Streptococcus (22%), Gemella
(4%), Granulicatella (3%), Bacillus (2%), Exiguobacterium (2%), Filifactor
(1%), and Dialister (1%) of Firmicutes; Fusobacterium (11%), and Lepto-
trichia (2%) of Fusobacteria; Haemophilus (6%), and Candidatus Carso-
nella (1%) of Proteobacteria; Rothia (5%) and Corynebacterium (1%) of
Actinobacteria; Prevotella (2%), Porphyromonas (2%), and Alloprevotella
(1%) of Bacteroidetes, Treponema (2%) of Spirochaetes; Gemmata (2%) of
Planctomycetes; and TM7 (1%) were the most abundant.

Community structure reveals differently abundant OTUs in PVL and
healthy oral samples

In addition to the differences found in microbiome composition in
terms of overall diversity, specific OTUs were identified that exhibited
differences in abundance between PVL and healthy samples. Prior to
further analysis, OTUs were filtered in order to remove microorganisms
with very low counts across all libraries since they provide little evi-
dence for differential distribution analysis. After filtering, 110 genera
were found to be exclusively present in healthy donors, whereas 14 were
exclusive of PVL (Fig. 3A). The differential distribution analysis revealed
that oral samples from healthy donors were significantly enriched in

B)

Species
150
1

groups

—PVL

PC2 (11.4% explained var)
e
1
{

T T
50000 100000
Sequencing reads

o

0 2
PC1 (12.8% explained var.)

Fig. 1. Microbiome diversity in samples from PVL and healthy controls. (A) Rarefaction curves. Average number of OTUs detected versus sequencing library size for
oral samples collected from PVL patients and healthy controls. (B) PCA score plot of samples according to their microbiome.
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Fig. 3. Differently abundant genera between oral samples from PVL patients and healthy controls. (A) Venn diagram summarizing the distribution of genera along
groups. (B) Clustering of the differentially distributed genera along samples. (C) Log2 fold change of the abundances of genera showing significant difference between
PVL and control at a false discovery rate of 5%.

Pacearchaeota Incertae Sedis AR13, Bacteroides, Johnsonella, Cellulosi- and Stomatobaculum genera (Fig. 3B and 3C).
bacter, Terrimicrobium, Acetob ides, and Ph icola, whereas PVL At species level, 171 OTUs were found to be exclusive of healthy
patients were enriched in Mobiluncus, Peptoniphilus, Anaerosalibacter, samples, whereas 25 were exclusively present in PVL (Fig. 4A). In this
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Mycoplasmajuncultured bacterium
Bacteroidesjuncultured bacterium
Cellulosibacterundefined
‘Oribacterium|Oribacterium sp. oral taxon 108

bacterit

Acetobacteroides

Peploniphilus|uncultured bacterium
Anaerosalibacter

Mobiluncusjundefined
Streptococcus|Streptococcus agalactiae
Phocaeicolaluncultured Bacteroidales bacterium
Campylobacter|uncultured organism

Tannerellajuncuttured Bacteroidales bacterium

Thermoflavifilumjundefined
Olsenellajundefined

Pacearchaeota Incertae Sedis AR13|
‘Stomatobaculumjuncultured Eubacterium sp.

Campylobacter/Campylobacter jejuni

Color Key

patient3_S70
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patients_S72
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Value

Fig. 4. Differently abundant species between oral samples from PVL patients and healthy controls. (A) Venn diagram summarizing the distribution of species along
groups. (B) Clustering of the differentially distributed species along samples. (C) Log2 fold change of the abundances of species showing significant difference

between PVL and control at a false discovery rate of 5%.

case, the differential distribution analy led that oral pl
from PVL were significantly enriched in Oribacterium sp. oral taxon 108,
Campylob Jejuni, ltured Eub ium sp., Camp , Tan-
nerella, Porphyr Peptoniphilus, and undefined Mobil and

Mycoplasma, Bacteroides, and undefined Acetobacteroides, Olsenella,
Th flavifilum, Cellulosib , and Pacearchaeota Incertae Sedis AR13.

DI .

Anaerosalibacter bacteria (Fig. 4B and 4C). On the other hand, healthy
samples were significantly enriched in Streptococcus agalactiae, Myco-
plasma adleri (T), ltured Fusob idales, Synergistetes,

ia, Bacl

Human oral cavity harbors the second most abundant microbiota
after the gastrointestinal tract. As of March 2021, the expanded Human
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Oral Microbiome Database (eHOMD) contains information of 775 pro-
karyotic species, where 70% are cultivable, and 30% belong to the un-
cultivable class of microorganisms. These hidden oral micro-inhabitants
exhibit a direct influence on human health, from host’s metabolism to
immune responses. Altered oral microbiota has been observed in a wide
range of diseases, including diabetes, bacteremia, endocarditis, cancer,
autoimmune disease and atherosclerosis [45-49]. Therefore, it becomes
crucial to understand the oral microbial diversity and how it fluctuates
under diseased/perturbed conditions.

In this study, we characterized oral microbial communities of PVL
patients and compared it with those of disease free, age-matched con-
trols. In terms of overall diversity, the average number of observed OTUs
found was significantly higher for healthy donors than for PVL. In
concordance with our results, reduction in oral microbial diversity have
been consistently reported in other oral diseases such as caries, recurrent
aphthous stomatitis, oral lichen planus, and nasopharyngeal carcinoma
[50-52]. We also found a high inter-individual variability, observed
between microbiomes of the participants in our study. These variations
have been repeatedly reported in publications on oral microbiome
[52-54], which makes it challenging to define what constitutes the
‘core’ oral microbiome at low taxonomic ranks. At phylum level, Fir-
micutes (36.7%), Bacteroidetes (17.1%), Proteobacteria (17.1%), Actino-
bacteria (11.6%), Spirochaetes (7.9%) and Fusobacteria (5.2%) have been
reported to constitute the 96% of the total oral bacteria [55] which isin
consonance with the most abundant phyla found for both groups in our
study.

The investigation carried out by Bik et al. 2010 further extends core
microbiome at the genus level. Accordingly, the major constituents of
the core microbiome of oral cavity include Granulicatella, Streptococcus,
and Veillonella of Firmi ; Campylobacter, Cm diob um, Haemo-
philus, Neisseria of Proteob ia; Acti X bium, Cor -
rium, Rothia of Actinobacteria; Bergeyella, Capnoc_ytophaga Prevotella of
Bacteroidetes; TM7, and Fusobacterium [56]. However, differences can be
found between studies, since many factors, including smoking habits,
diet, and varying geographical and climatic conditions significantly alter
the oral microbiota, making difficult the comparisons [57]. In our study,
these bacteria were the most frequently detected genera in all the pa-
tients included, except for Cardiob ium, Acti ces, Atop
Bergeyella and Capnocytophaga, which were less frequently detected than
Gemella, Leptotrichia, or Porphyromonas. In addition, archaea were also
detected, which has been previously reported in the oral cavity [58,59].
The presence of Bacillus, Exiguobacterium, Filifactor, Dialister, Candidatus
Carsonella, Allopr lla, Trep and G was also remarkable
in healthy donors, whereas PVL patients were enriched in Aggregati-
bacter. This genus is often found in association with localized aggressive
periodontitis and has been seen to modulate the host immune response
through CDT, leukotoxin, and LPS [60]. In consonance, the patho-
physiologic inflammatory responses associated to Aggregatibacter in
periodontal disease could also be of relevance for PVL. In addition to the
differences exposed in overall microbiome profiles, we also identified
several OTUs that were significantly over-represented in PVL or healthy
subgroups. Of note, Oribacterium sp. oral taxon 108 and Campylobacter
jejuni were found more abundant in PVL patients. Oribacterium sp. oral
taxon 108 is a strictly anaerobic microbe that was recently found to be
more abundant in saliva samples from acute leukemia patients than in
healthy controls [61]. On its regard, Campylobacter jejuni has been
shown to promote intestinal inflammation and colorectal tumorigenesis
through the action of CDT, which has DNA damage potential [62].
Moreover, uncultured Eubacterium, Tannerella and Porphyromonas were
also more abundant in PVL patients than in healthy donors. Uncultur-
able Eubacterium has been reported as a putative periodontal pathogen
[54] whereas Tannerella and Porphyromonas have been associated to
periodontitis and head and neck cancers [63-65]. On the contrary,
several archaea and bacteria were found to be enriched in healthy do-
nors. Interactions between different microbial species are increasingly
recognized as important determinants of microbial colonization patterns

Oral Oncology 120 (2021) 105404

since these interactions could determine the composition of the oral
microbiome, acting with probiotic potential [66]. For instance, Strep-
tococcus salivarius has been reported to produce inhibitory molecules
that provide antimicrobial activity against Streptococcus pneumoniae
[671.

To date, numerous articles have focused on OSCC microbiome, but
the literature is sparse about the microbiome associated to oral leuko-
plakia [68]. Amer and colleagues compared swabs from oral leukoplakia
to contralateral healthy site and controls [69]. In consonance with our
results, healthy controls exhibited greater richness than oral leukoplakia
patients. However, oral leukoplakia patients reveal differences between
the oral leukoplakia and the healthy donors, with Rothia mucilaginosa,
Alloprevotella sp., Neisseria meningitides, and Leptotrichia sp. significantly
elevated and Neisseria oralis, Streptococcus infantis, and Lautropia mir-
abilis significantly diminished in oral leukoplakia compared to control
[69]. Another study conducted in saliva samples concluded that the
microbiome of oral leukoplakia patients had Haemophilus significantly
elevated and Bacillus and Abitrophia significantly decreased compared to
controls [70]. The diverse results reported might seem discouraging, but
as aforementioned, many factors, including sampling, smoking habits,
alcohol consumption, diet or geographical and climatic conditions
hamper a reliable comparison. For instance, smoking has been reported
to have more significant impact on community structure than whether
the sample was recovered from oral leukoplakia [69]. Although smoking
is less frequent in PVL patients than in other oral leukoplakias, a 30% of
the PVL patients included in this study were smokers with severe or
moderate dysplasia who developed OSCC during the follow-up.

To the best of our knowledge, this is the first study investigating the
oral microbiome alterations in PVL. As with other studies comparing
disease versus healthy microbiome, it is not possible to say whether the
microbial alterations found are the cause or the consequence of the
disease. In addition, it shows limitations regarding the limited sample
size and the tracking of factors like the oral hygiene and periodontal
status. As a result, further longitudinal studies with larger sample size
and animal model studies are needed to clarify the role of microbiome in
PVL development. Given that the diagnosis of PVL is an issue of debate
in numerous scientific papers, the identification of oral microbiota-
based biomarkers can be extremely helpful, at least when talking
about the aetiology of this unknown disorder. Additionally, further
studies could also determine if oral microbiome have a role stratifying
PVL patient outcomes.

Conclusion

Using a 16S rRNA gene sequencing-based approach, oral microbial
dysbiosis was found to be a common state in patients with PVL. Loss of
diversity and enrichment of pathogens such as Oribacterium sp. oral
taxon 108, Campylobacter jejuni, Eubacterium sp., Tannerella, or Por-
phyromonas may be important risks for PVL development. A better un-
derstanding of the role of oral microbiome in oral leukoplakias could
direct to novel non-invasive diagnostic and prognostic options, as well
as to more personalized treatments and microbiome-targeted thera-
peutic interventions.
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