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RESUMEN

Introduccion: Los nuevos biomarcadores (BM) basados en
técnicas 6micas pueden ayudar al diagndstico precoz del cancer
de pulmén (CP). Nuestro grupo ha propuesto 11 metabolitos como
posibles BM de CP. Para la validacion estos BM, son fundamentales y
escasos, los estudios longitudinales.

Objetivo: analizar, en dos estudios longitudinales
retrospectivos realizados en distintas cohortes, cémo varia el perfil
metabolémico global (PMG) en los afios previos al diagndstico
clinico del CP. Dichas cohortes realizan un seguimiento, de al
menos 5 afios, de los sujetos incluidos, con visitas clinicas anuales
y extraccion sanguinea.

Método y material: se han seleccionado 72 muestras de 38
sujetos que han desarrollado un CP en el sequimiento. Se comparan
las muestras basales (momento del diagnéstico, n = 10), con
muestras de 1-2 afios (n = 25); 1- 3 afios (n = 38); y de 4 - 7 afios
previos al diagndstico de CP (n=7). Se utilizaron técnicas avanzadas
de quimica analitica: espectrometria de masas y cromatografia
liquida. Para la comparacién entre grupos, se utilizd el Anlisis
Discriminante de Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA).

Resultados: se encontraron diferencias significativas en
las comparaciones de los PMG entre los diferentes grupos. Se
determinaron los metabolitos causales de estas diferencias y las vias
metabélicas implicadas, destacando el metabolismo de la glicina,
serina y treonina. Se comparan con nuestros 11 posibles BM.

Conclusiones: en afios previos al diagndstico clinico del CP,
se producen cambios metaboldmicos. Existen metabolitos que se
pueden detectar en los afios previos a su diagnéstico clinico y que
aportaran datos muy relevantes en el diagndstico precoz del CP.

Palabras clave: Cancer de Pulmén, émicas, metabolomica,
metabolitos, diagndstico precoz, EPOC; biomarcadores, estudios
longitudinales.

INTRODUCCION

El cdncer de pulmén (CP) es el que provoca mayor
mortalidad, fundamentalmente porque habitualmente
se diagnostica en fases avanzadas de la enfermedad,
con menores posibilidades de curacién. Los métodos de
diagnéstico precoz mas prometedores son la Tomografia
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EARLY DIAGNOSIS OF LUNG CANCER IN SERUM SAMPLES PRIOR
TO CLINICAL DIAGNOSIS: UTILITY OF METABOLOMICS.

ABSTRACT

Introduction: New biomarkers (BM) based on omics
techniques can help in the early diagnosis of lung cancer (LC).
Our group has proposed 11 metabolites as possible BMs of CP. To
validate these BMs, longitudinal studies are fundamental and rare.

Objective: Toanalyze, in two retrospective longitudinal studies
carried out in different cohorts, how the global metabolomic profile
(GMP) varies in the years prior to the clinical diagnosis of PC. These
cohorts follow up the included subjects for at least 5 years, with
annual clinical visits and blood collection.

Method and material: 72 samples have been selected from
38 subjects who have developed CP during follow-up. Baseline
samples (time of diagnosis, n = 10) are compared with samples from
1-2years (n=25); 1-3 years (n = 38); and 4 - 7 years prior to the
diagnosis of CP (n = 7). Advanced analytical chemistry techniques
were used: mass spectrometry and liquid chromatography. For
comparison between groups, Partial Least Squares Discriminant
Analysis (PLS-DA) was used.

Results: Significant differences were found in the comparisons
of the PMG between the different groups. The causal metabolites
of these differences and the metabolic pathways involved were
determined, highlighting the metabolism of glycine, serine and
threonine. They are compared with our 11 possible BMs.

Conclusions: In the years prior to the clinical diagnosis of CP,
metabolomic changes occur. There are metabolites that can be
detected in the years prior to clinical diagnosis and that will provide
very relevant data in the early diagnosis of PC.

Keywords: Lung Cancer, omics, metabolomics, metabolites,
early diagnosis, COPD; biomarkers, longitudinal studies.

Axial Computarizada (TAC) de baja dosis y los nuevos
biomarcadores (BM) basados en las técnicas 6micas.
Para el diagnéstico precoz, la validacién de posibles BM
y el screening de CP son fundamentales, y escasos, los
estudios longitudinales. La metabolomica refleja lo que
ocurre en un sistema biolégico en un momento
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determinado y se ha utilizado para diferenciar patrones
metabolémicos de pacientes con CP, de sujetos sanos->
0 pacientes con patologia no tumoral, como la EPOC™®.
En las primeras fases de la oncogénesis del CP se produce
la alteracion de determinadas vias metabdlicas y la
deteccion de determinados metabolitos resultantes de
dicha alteracion, podrian ser posibles BM precoces de
CP. Nuestro grupo ha detectado 11 metabolitos como
posibles BM precoces de CP* °. Tras la obtencién de
posibles de BM precoces de CP, es fundamental validarlos
en estudios longitudinales’, %

Son escasos los estudios longitudinales en los que
se analizan, en los afos previos al diagnoéstico clinico
del CP, muestras sanguineas con el objeto de identificar
y validar posibles BM precoces de CP*™. Por otra parte,
respecto a la metaboldmica, solo hemos encontrado
el estudio de Schult et al”% en el que analizan en 25
pacientes diagnosticados de CP, las muestras sanguineas
en anos anteriores a su diagndstico clinico (0,5 a 5 anos),
mediante estudios metabolédmicos realizados con
resonancia magnética. Dichos autores encuentran que
el PMG difiere entre controles sanos y pacientes con CP
y que, en los afos previos al diagnéstico del CP, el perfil
metabolémico global ya presenta cambios que podrian
sugerir la presencia del CP. Los autores indican que se
requieren mas estudios longitudinales, retrospectivos y
prospectivos, que realicen estudios metabolédmicos en
los aflos previos a su diagnéstico clinico.

La cohorte CHAIN se inici6 en 2010, e incluye a una
poblacién de pacientes con EPOCy otra de controles sanos
con la funcion pulmonar conservada (fumadores activos
o exfumadores) con seguimiento anual durante al menos
5 afos incluyendo visitas presenciales cada 12 meses y
extraccién sanguinea. La inclusion de sujetos o pacientes
se realiza en 36 hospitales espafoles. Actualmente estan
incluidos mas de 1.500 individuos. La Cohorte DEPRECAP
de la FJD también dispone de muestras de sangre de
sujetos que en anos posteriores desarrollaron un CP. En
el seguimiento de ambas cohortes, hasta la actualidad,
38 sujetos han desarrollado un céancer de pulmén (Tabla
1). Las muestras de estos sujetos de afos previos al
diagnéstico de CP estan localizadas. Se han seleccionado
los sujetos que han desarrollado un CP en el seguimiento
y se han estudiado en muestras de sangre, posibles
alteraciones metabdlicas/metabolémicas producidas
en anos anteriores (hasta 7 anos antes) al diagnéstico
clinico del CP. El potencial del andlisis de las muestras de
los sujetos que han desarrollado un CP en el seguimiento
esta fuera de toda duda.

Nuestro estudio pretende analizar en la cohorte CHAIN
y la cohorte DEPRECAP, muestras de suero de sujetos que
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han desarrollado un CP durante el seguimiento. Se han
analizado muestras de los aios previos a su diagnostico
y se han comparado con las muestras obtenidas en el
momento del diagnéstico (basales). Se han analizado
los cambios del PMG y de los metabolitos diana en los
anos anteriores a su diagndstico clinico. Estos posibles
cambios metabolémicos permitiran validar posibles BM
precoces de CP* ®y profundizar en la fisiopatogenia de
la enfermedad, proporcionando informacién sobre vias
metabdlicas alteradas en el CP, asi como su génesis y
progresion, diagnostico precoz o seleccionar pacientes
para la realizacién de técnicas de imagen (TACAR).

MATERIALY METODO

Nuestro grupo, al comparar previamente los perfiles
metabolémicos globales (PMG) de sujetos sin CP, en este
caso sujetos con EPOC, y pacientes con cancer de pulmén4,
> hemos encontrado una clara diferencia entre ambos
grupos y se han obtenido 11 metabolitos causantes de
las diferencias encontradas: creatina, fosfoetanolamina,
glutamato, carnitina, tirosina, fosfocolina, lisofosfocolina
16:0, fosfocolinas 16:0/16:01 y 16:0/20:5, y triacilglicéridos
16:0/16:0/18:1 y 18:3/18:2/18:2; que podrian ser posibles
BM precoces de CP.

Para intentar validar nuestros resultados, hemos
analizado muestras de sangre de sujetos incluidos en la
cohorte CHAIN y la cohorte DEPRECAP. Ambas cohortes,
son estudios longitudinales retrospectivos de sujetos
sanos o con EPOC, a los que se realiza un seguimiento
de al menos 5 afos, y en los que se realiza seguimiento
clinico y extraccién sanguinea anual.

Para el presente estudio, se han seleccionado los
sujetos que han desarrollado un CP en el seguimiento de
ambas cohortes (hasta ahora 38 sujetos). En la Tabla 1 se
pueden observar, en distintos colores, las muestras de
suero seleccionadas. En el afio 0 (color gris) se incluyen las
muestras extraidas en el momento de diagnéstico de CP.
Las muestras extraidas en los afios previos al diagndstico
clinico del cancer de pulmén, se pueden observar en
las indicadas desde el ANO -1 (color verde claro) al ANO
-7 (color verde oscuro). En la Tabla 2 se muestran las
caracteristicas generales de los 38 sujetos seleccionados.

Varios de los investigadores de nuestro grupo son
miembros del Comité Cientifico de la Cohorte CHAIN y
de la cohorte DEPRECAP. Dichos Comités, han aprobado
el uso de sus muestras para nuestros estudios. Todos los
Comités de Etica e Investigacion (CEl) de los hospitales
participantes han aprobado el proyecto. Son muy escasas
las investigaciones previas que hayan abordado estudios
metabolémicos sobre una cohorte longitudinal de
sujetos con riesgo de presentar CP?
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Para el estudio piloto que se presenta en este articulo,
se analizaron las muestras de sangre recogidas en el afio
del diagnostico de CP (basal) de 10 sujetos y muestras
recogidas en los afos previos al diagnéstico clinico de CP.
Se han seleccionado exclusivamente muestras de sangre
sin hemolisis, con indice hemolitico menor de 20",

Se han utilizado técnicas avanzadas de quimica
analitica basadas en espectrometria de masas de ultima
generacién y cromatografia liquida.

En las diferentes muestras: muestra basal (ano 0)
en la fecha del diagndstico, y en los afos previos a su
diagnéstico clinico (-1 a -7 aios), se ha realizado el andlisis
del PMG y se han comparado el grupo basal y los de los
afnos previos. Se han comparado las muestras basales con
muestras recogidas en los dos afos previos al diagnéstico
clinico (hasta ahora 25), con muestras recogidas en los
tres afos previos (38) y 7 muestras de las recogidas
entre el 4°y el 7° aio previo al diagnoéstico clinico. Se ha
utilizado el analisis discriminante de minimos cuadrados
parciales (PLS-DA) para la comparaciéon entre grupos.
En las graficas PLS-DA, cada punto representa un sujeto
/ paciente, y el lugar en la gréfica es consecuencia de
su perfil metabolémico global, especifico y Unico de su
espectrometria de masas.

Si se encuentran diferencias entre grupos, el siguiente
paso seria intentar buscar los metabolitos causales de las
diferencias encontradas entre los perfiles. Para ello, se
sigue con el mismo tratamiento estadistico basado en
el analisis discriminante de minimos cuadrados parciales
(PLS-DA). Una vez encontrados los metabolitos causantes
de las posibles diferencias en los PMG, la evaluacién de
la sensibilidad y especificidad de estos se llevd a cabo
mediante la construccion de las curvas ROC (Receiver
Operating Characteristic). Los resultados del area bajo la curva
(AUQ) son indicativos de la especificidad y sensibilidad del
metabolito para la enfermedad. Un valor de AUC mayor a
0,7 es considerado de utilidad clinica.

Para la evaluacion de las rutas metabolicas afectadas
por el CP se utiliz6 la herramienta MetaboAnalyst 3.0
disponible en Internet (www.metaboanalyst.com). De
igual forma, al comparar las muestras extraidas en el
momento del diagnéstico del cancer de pulmén y las
de los anos previos al diagnostico, los datos evaluados
fueron los metabolitos alterados en cada una de las
comparaciones realizadas.
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RESULTADOS

En la Figura 1, al comparar las muestras basales
seleccionadas, de las cohortes CHAIN y DEPRECAP, y las
de los 2 afios previos a su diagnoéstico clinico, se puede
apreciar en la grafica PLS-DA una clara discriminacién
entre ambos grupos.

Group A (Year 0)
Group Bl (Years -1y -2)

- 1)

Figura 1: Comparacién de muestras basales y de los 2 afos
previos.

Gréfica PSL-DA que compara muestras basales (grupo A) y
muestras de los 2 afios previos al diagnéstico clinico del cancer
de pulmdn. Se aprecia una clara diferencia entre ambos grupos.

Los metabolitos causantes de las diferencias
encontradas han sido: valina, glutamina, acido oxalico
y galactosa. Las vias metabdlicas implicadas en estos
hallazgos han sido: el metabolismo de la glicina, serina'y
treoninay la biosintesis de aminoacyl-tRNA. (Figura 2).
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Figura 2: Metabolitos (Figura 2-A) con un érea bajo la curva

>0.75 (AUC>0.75) y vias metabdlicas (Figura 2-B) implicadas
en la diferencia entre las muestras basales y muestras de los 2
anos previos al diagnostico clinico del cdncer de pulmoén.
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metabolism

Figura 2B: Vias metabdlicas implicadas en la diferenciacion
entre los grupos.

Al comparar las muestras basales con las obtenidas en
los 3 afios previos también hemos encontrado una clara
diferencia significativa entre los grupos (Figura 3).
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Grupo A (Year 0)
Grupo B2 (Years -1,-2 y -3)

60w
L]

Figura 3: Comparacién de muestras basales y de los 3 afios
previos.

Gréfica PLS-DA que compara muestras basales (grupo
A) y muestras de los 3 afos previos al diagndstico clinico del
cancer de pulmén. Se aprecia una clara diferencias entre ambos
grupos.

Los metabolitos causantes de diferencias encontradas
en este caso han sido: valina, glutamina, acido oxalico,
acido estedrico, colesterol y acido fosférico. Las
vias metabdlicas implicadas han sido, de nuevo, el
metabolismo de la glicina, serinay treonina y la biosintesis
de aminoacyl-tRNA, y el metabolito del glioxilato y
dicarboxilato, biosintesis de la arginina y el metabolismo
del glutation. (Figura 4).
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Figura4: Metabolitos (Figura 4A) con un area bajo la curva

> 0.75 (AUC >0.75) y Vias metabdlicas (Figura 4B) implicadas
en la diferencia entre las muestras basales y muestras de los

3 afios previos al diagnostico clinico del cancer de pulmon.
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Figura 4 B: Vias metabolicas implicadas en la diferenciacion
entre los grupos.

Eltamano del circulo reflejala relevancia en la diferenciacion
entre los grupos.

Al comparar las muestras basales con las de 4 a 7 afos
previos a su diagndstico clinico también encontramos
claras diferencias significativas entre ambos grupos
(Figura 5).

Group A (Year 0)

Figura 5: Comparacidon de muestras basales y de los 4 a 7
anos previos.

Gréfica PLS-DA que compara muestras basales (grupo A)
y muestras de los 4 a 7 aios previos al diagnéstico clinico del
cancer de pulmon.

Los metabolitos que explican las diferencias son:
glutamina, acido oxalico, acido glicérico, acido isocitrico,
acetamida y glicina. Las vias metabdlicas implicadas
han sido: metabolismo de la glicina, serina y treonina,
la biosintesis de aminoacyl-tRNA y el metabolismo del
glioxilato y dicarboxilato. (Figura 6)
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Figura 6: Metabdlitos (Figura 6A) con un érea bajo la curva
>0.75 (AUC>0.75)y Vias metabdlicas (Figura 6B) implicadas en
la diferencia entre las muestras basales y muestras de los 4 a 7

anos previos al diagndstico clinico del cancer de pulmén.
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Figura 6B: Vias metabdlicas implicadas en la diferenciacién
entre los grupos.

Eltamanio del circulo refleja la relevancia en la diferenciacién
entre los grupos.

En el andlisis realizado se han identificado 13
metabolitos que se van alterando en los afos previos
al diagnéstico clinico del CP y potencialmente estan
implicados en el desarrollo de cancer de pulmén
(CP). Estos metabolitos estdn relacionados con 5 rutas
metabdlicas principales.
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En la tabla 3 se muestran los metabolitos causantes
de las diferencias encontradas entre los diferentes grupos
analizados. En nuestro estudio comparando el grupo de
CP basal y los de los afos previos, encontramos claras
diferencias en los PMG, justificadas por la deteccién de
determinados metabolitos relacionados con diferentes
vias metabdlicas, que en estudios previos se han
relacionado con el CP. Es decir, en los afos previos al
diagnéstico clinico del cancer de pulmén, ya se producen
cambios metabdlicos, y de determinados metabolitos,
que podrian sugerir la aparicion de un futuro CP.

Ademds, también se incluyen en la tabla, los
metabolitos causales de las diferencias encontradas al
comparar, en estudios previos de nuestro grupo®, ° los
PMG de pacientes con CP y sujetos con EPOC. Al comparar
pacientes con CP y EPOC* ® también encontramos claras
diferencias en sus PMG, causadas por 11 metabolitos que
los diferenciaban. Por ejemplo: el glutamato estaba mas
alto y los fosfolipidos mas bajos en pacientes con Cancer
de Pulmoén (basal) que en pacientes con EPOC.

Al respecto, ninguno de los 11 metabolitos descritos
era significativamente diferentes cuando se comparaban
los grupos con CP basal y los diferentes afos previos a su
diagnésticoclinico.Esdecir, se podriaintuirque,enlosanos
previos al diagnéstico clinico de CP, estos metabolitos ya
sufren modificaciones en su concentracién, que podrian
orientar a que, en un futuro préximo, podria desarrollarse
un CP. Estos resultados validan nuestros 11 posibles
BM metabolémicos publicados previamente, dato que
tendremos que confirmar con estudios de metabolémica
dirigida, con un tamaio de muestra mayor o nuevos
estudios de validacién externa. En la Tabla 4, se realiza
una comparacion de los PMG, desde el punto de vista de
las vias metabdlicasimplicadas, respecto ala comparacién
previa entre EPOC/CP y los hallazgos actuales de CP basal
/ afos previos al diagnéstico de CP. Las vias metabdlicas
implicadas en el desarrollo del CP dejan huellas bioldgicas
que pueden ser trazadas precozmente con interés
diagnéstico™, pronéstico”o terapéutico’, V. Al comparar
sujetos con EPOC y CP, encontramos una alteracion de
vias metabdlicas claramente relacionadas previamente
con el cancer de pulmén como el metabolismo de los
glicerofosfolipidos, ciclo de Krebs y ciclo de la urea4. Si
comparamos las muestras de CP y las de los afios previos,
encontramos que era una constante la alteracién del
metabolismo del glioxilatoy dicarboxilato, el metabolismo
de la biosintesis de aminoacyl-tRNA y el metabolismo de
la glicina, serina y treonina.
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DISCUSION

El cdncer de pulmdn (CP) constituye la neoplasia de
mayor mortalidad global en nuestro medio, cercana al
60% al afo del diagndstico y de un 94% a los 5 afos'.
La mortalidad y el tratamiento del CP varian segun el
estadio en el que se produce el diagnéstico. Una de las
causas de su alta mortalidad es la frecuencia con la que
se diagnostica en fases avanzadas de la enfermedad,
con escasas posibilidades de tratamiento. El CP suele dar
sintomas enfases tardias de laenfermedad, porlo que seria
fundamental diagnosticarlo en fases precoces, cuando el
paciente todavia esté asintomatico (14). En la tabla 5 se
muestra la historia natural del CP, segun una modificacion
de lo publicado por Feig etal. 1995". En el caso del cancer
de pulmon, el tiempo de latencia sigue este camino: Tras
su inicio bioldgico (células sin control con pérdida de la
apoptosis, alteracién inmunoldgica y de la capacidad
de la angiogénesis), existe una fase no detectable. En
esta fase se produce en las células cancerosas una serie
de alteraciones en las vias metabdlicas habituales, para
obtener mayor energia, y como consecuencia existira
una sobreexpresion o infraexpresion de determinados
metabolitos (que podrian diferenciar sujetos sanos de
pacientes con CP). Posteriormente, aunque no se tengan
sintomas, el cancer podria ser detectado o realmente se
detecta por una técnica sensible como un TAC de baja
dosis, constituyendo la fase preclinica. Tras el inicio de
las manifestaciones clinicas empieza la fase clinica en la
que el diagnéstico se podria realizar por los sintomas del
paciente, aunque desafortunadamente éstos pueden ser
tardios. Pues bien, el objetivo de un biomarcador ideal
podria ser la deteccién precoz en la fase preclinica e
idealmente en la “no detectable”.

En los ultimos afos se han llevado a cabo multiples
estudios”, " *° enfocados al diagndstico precoz del
CP. Algunos de ellos se han centrado en la realizacién
de pruebas de imagen como la radiografia de térax,
la tomografia computarizada (TC), la endoscopia de
fluorescencia y la TC espiral de baja dosis (TCBD), asi como
la citologia de esputo, sin mejoria de la supervivencia en
el uso de ninguno de ellos a excepcién del TCBD* . Sin
embargo, la utilizaciéon del screening de CP mediante
TCBD tampoco esta exenta de diversos problemas como
los falsos positivos, exposicion a la radiacion (@aunque sea
minima) y el elevado coste, entre otros.

La busqueda de nuevos BM basados en las técnicas
Omicas realizadas en diferentes biofluidos bioldgicos;
sangre, sudor?, aire exhalado, liquido de biopsias®, entre
otros, faciles de obtener y sin efectos secundarios, es hoy
dia uno de los campos de mayor interés en la medicina.
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Nuestro grupo ha encontrado diversos metabolitos,
lipidos y metales que diferencian claramente pacientes
con CP de sujetos patologia no cancerosa, como la EPOC,
y que podrian utilizarse como posibles BM precoces de
CP* > creatina, fosfoetanolamina, glutamato, carnitina,
tirosina, fosfocolina, lisofosfocolina 16:0, fosfocolinas
16:0/16:01 y 16:0/20:5, y triacilglicéridos 16:0/16:0/18:1 y
18:3/18:2/18:2), asi como metales como el vanadio, cromo
y cobre®®, Estos resultados tienen bastante concordancia
con lo publicado por diversos autores.

Las técnicas Omicas, estan permitiendo obtener
BM que pueden sugerir la presencia de un CP en fases
tempranas de laenfermedad, como se describe en el inicio
biolégico del CP por Feig etal. ® cuando el paciente esta
todavia asintomatico. En la sangre, se pueden detectar
cambios en el ADN, ARN o elementos (metabolitos,
lipidos y metales) producidos por el CP.

Para la obtencién, y fundamentalmente para la
validacién de estos posibles BM, son fundamentales los
estudios longitudinales, retrospectivos o prospectivos.
Estos estudios de cohortes se suelen realizar en poblacion
de riesgo para el CP (fumadores severos y enfisematosos)
con el objetivo de establecer BM caracteristicos
relacionados con el inicio y progreso del CP. De esta
forma, Wen et al?® encuentran que los pacientes que
desarrollaron CP durante el seguimiento de 8 ahos
de una amplia cohorte de sujetos tenian niveles de
bilirrubina mas bajos (<0,75 mg/d L) que el grupo que no
lo desarrollaba. Xingdong Chen et al”’ utilizando técnicas
gendmicas, analizaron el plasma de 123.115 sujetos
sanos en un estudio longitudinal retrospectivo de 4
anos. Desarrollaron un CP en el seguimiento 142 sujetos,
inicialmente asintomaticos. Estudiaron 47 muestras
previas al diagnéstico del céncer y las compararon
con 56 muestras en el momento del diagndstico de CP
(o posteriores) y 414 muestras de sujetos sanos. Los
autores indican que se puede identificar, mediante
técnicas gendmicas, el cancer incluso cuatro afios antes
de su diagnéstico clinico realizado con los protocolos
habituales, con una sensibilidad del 91%. Sullivan etal", *®
analizan la utilidad del test Early-CDT®- Lung, una nueva
prueba de diagnéstico de autoanticuerpos para deteccion
precoz del cancer de pulmoén, que permite estratificar a
los individuos segun su riesgo a desarrollar CP. La prueba
mide siete autoanticuerpos: p53, NYESO-1, JAULA, GBU4-
5, HuD, MAGE A4 y SOX2. Los autores establecen que
pueden identificar el 41% de los canceres de pulmén
con una alta especificidad, del 90%, incluso varios afos
antes de su diagndstico clinico, pero el ensayo tiene una
baja sensibilidad (alrededor del 49%), lo que supone un
problema para una prueba de screening. La discrepancia
entre la sensibilidad detectada en estos estudios indica
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la necesidad de realizar mas estudios longitudinales
para confirmar estos resultados. No se conocen trabajos
que utilicen la metabolémica (metalémica o lipidémica)
mediante espectrometria de masas, para la obtencién
de metabolitos (metalobiomoléculas o lipidos) con
utilidad clinica como BM precoces de CP en estudios
longitudinales.

La metaboldmica refleja lo que ocurre en un sistema
biolégico en un momento determinado, a diferencia de
la genémica o la transcriptomica, que reflejan lo que
“puede llegar a ser”. Por ello, pensamos que cada vez
tienen mas interés los estudios metabolémicos en la
identificacion de una patologia concreta, como el CP, en
el momento de su diagnéstico y, posiblemente, en los
anos previos de su deteccién, cuando ya pueden existir
cambios metabdlicos/metabolémicos que pudieran
sugerir el futuro desarrollo del CP. Por otra parte,
debemos resaltar que la metabolémica es consecuencia
de la interacciéon de lo genético y lo ambiental, y la
influencia de lo ambiental, fundamentalmente el tabaco,
en la génesis de CP esta claramente demostrada.

Al respecto, los estudios metabolémicos se basan
principalmente en el uso de dos plataformas de andlisis,
una basada en resonancia magnética nuclear (RMN)
y otra en espectrometria de masas (MS). El potencial
de la RMN para el andlisis de alto rendimiento, junto
con la preparacion de muestras rapida y sencilla y su
caracter no destructivo ha hecho que esta técnica sea
la mas utilizada tradicionalmente en la metaboldmica.
Sin embargo, la MS estd ganando importancia debido
a su alta sensibilidad y especificidad, asi como por la
posible aplicacion a muestras complejas. Por otra parte,
la espectrometria de masas es capaz de realizar tanto
andlisis cualitativo como cuantitativo, proporcionando
muestras de huellas digitales para la clasificaciéon e
identificacion de metabolitos alterados. Asi mismo,
se pueden acoplar distintas técnicas analiticas
para incrementar el poder de discriminacién de los
metabolitos y de esta manera aumentar su capacidad
de deteccion. Nuestro grupo estd utilizando una
combinacion de MS de ultima generacién con infusién
directa de la muestra (DI-ESI-QTOF-MS) para obtener
la “huella digital” de los metabolitos presentes en la
muestra, o mediante el acoplamiento UPLC-QTOF-MS
para obtener el perfil de determinadas subfamilias
de metabolitos (profiling), o usando la plataforma GC-
MS para metabolitos de menos masa molecular. La
MS se puede acoplar a la cromatografia de liquidos y
gases. Por otra parte, estamos pendientes de iniciar
estudios de metabolémica dirigida (MD), que permite la
cuantificacion de metabolitos concretos en un momento
determinado, hecho de gran relevancia para nuestros
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estudios enfocados a la busqueda de BM precoces de CP
y validar nuestros resultados previos. La MB permitira
encontrar puntos de corte de los posibles BM
metabolémicos, discriminard los grupos (con / sin CP) y
tendra aplicacion clinica directa.

Nuestro estudio pretende analizar los PMG en
muestras de suero en sujetos que han desarrollado un
CP en la cohorte CHAIN y la cohorte DEPRECAP. Nuestros
resultados muestran que los PMG van cambiando antes
del diagnéstico clinico del CP. También hemos encontrado
los metabolitos causantes de las diferencias encontradas
y las vias metabolémicas implicadas.

Nuestro proximo objetivo serd realizar metabolomica
dirigida, en todas estas muestras, de los posibles BM
relacionados con el CP, (nuestros 11 BM, y los obtenidos
por otros autores) y cuantificarlos para ver como varian
en los afos previos al diagnéstico clinico de CP y
validarlos. Con la metaboldmica DIRIGIDA, utilizando kits
comerciales de metabolitos concretos, veremos cémo
varia cuantitativamente un determinado metabolito
(posible BM) entre grupos de EPOC y sanos (20), con
un nivel de discriminacién (+/-), y ver cdmo varia de
forma cuantitativa ante una intervencion (cirugia...) o
en el seguimiento de un nédulo pulmonar. Asi mismo,
realizaremos estudios de metaboldmica, lipiddmica y
metaldmica.

Hasta el momento, Schult etal™es el Unico estudio que
ha comparado, mediante metabolémica global muestras
de suero de sujetos sanos, pacientes en el momento
del diagnéstico del CP y algunas muestras previas a su
diagnosticoclinico(de0,5a5anos).Losautoresencuentran
diferencia entre los 3 PMG, sugiriendo que va cambiando
en los afos previos a su diagndstico clinico, resultados
que concuerdan con los nuestros. Nuestro estudio difiere
del de Schult en que utilizamos espectrometria de masas
de ultima generacién acoplada a cromatografia liquida,
en vez de RNM, y en que, ademas de observar el cambio
en el PMG en los aios previos al diagnéstico de CP, hemos
analizado los metabolitos y vias metabdlicas implicadas
en estos cambios.

Respecto a la tabla 3, en la que se incluyen los
metabolitos que explican las diferencias encontradas
entre los diferentes grupos analizados, queremos resaltar
que también hemos incluido, los 11 metabolitos, que en
estudios previos de nuestro grupo®, ®, diferenciaban entre
CPy EPOC.

Este hecho es relevante, y podria sugerir que la

diferenciaciéon entre el CP y la EPOC podria intuirse
desde afnos previos a su diagnoéstico clinico. Por ejemplo:
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Si en los estudios previos4, 5, en el Cancer de Pulmén,
el glutamato estaba aumentado y los lisofosfolipidos-
lisofosfatidilcolinas estaban disminuidos, respecto a
la EPOC; al comparar en el estudio actual, el CP basal y
los afos previos al diagnéstico, ninguno de nuestros 11
metabolitos, aparecian como metabolitos causales de
las diferencias encontradas entre los diferentes PMG. Los
niveles de glutamato y lisofosfatidilcolinas “podrian sufrir
cambios en los afos previos al diagnéstico clinico, en las
primeras fases de la oncogénesis®, consecuencia a su
vez de la alteracién precoz de las vias metabdlicas. Estos
datos, validan nuestros 11 posibles BM, dato que se debera
confirmar, como hemos comentado previamente, con un
tamano de muestra mayor, y estudios de metabolémica
dirigida y validacion externa.

Por otra parte, centrdndonos en nuestro estudio
actual, al comparar los PMG en el momento del
diagnostico del cadncer de pulmon con los diferentes afos
previos a su diagnéstico clinico, hemos encontrado 13
metabolitos que diferencian los PMG entre los grupos y
que estarian potencialmente implicados en el desarrollo
del céncer de pulmoén. Los metabolitos alterados con
mayor valor de impacto en las curvas ROC han sido
el acido oxdlico, glutamina y el acido glicérico, con
independencia del tiempo previo hasta el CP. De nuevo,
los estudios de metabolémica dirigida, cuantificando
la concentracion de los metabolitos implicados, viendo
su evolucion y determinando los puntos de corte, que
estamos pendientes de iniciar, confirmaran estos datos.
La robustez de estos, la aportara finalmente la validacién
externa.

Respecto a las vias metabdlicas implicadas (tabla
4), todas ellas; las 6 que diferencian entre CP y EPOC,
descritas en estudios previos, y las 5 implicadas en la
diferenciacion de los afnos previos al diagnostico de CP,
se han relacionado previamente en otros estudios con el
cancer de pulmoén. El metabolismo de la glicina, serina
y treonina estd claramente implicado en la oncogénesis
del CP, y la biosintesis del aminoacyl-tRNA, también es
crucial en los afos previos.

En resumen, parece que el PMG va cambiando en
los aflos previos al diagnéstico clinico de CP y estamos
convencidos que el andlisis de estos resultados, y el de
otras publicaciones realizadas, incluyendo otras técnicas
O6micas (29,30), mediante inteligencia artificial (Big
Data), aportardn datos muy relevantes en la busqueda
del diagndstico precoz del cancer de pulmén. Estas
modificaciones del metabolismo ocurren en la primera
fase de la carcinogénesis (Tabla 5), cuando todavia el
CP, ni da sintomas, ni se puede detectar por los medios
diagndsticos actuales.

El estudio actual tiene una serie de limitaciones.
Nuestro estudio es un estudio longitudinal retrospectivo
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dificultad de recoger muestras de alta calidad (sin
hemolisis ni deterioro en el almacenamiento y
conservacion) en un estudio como el de la cohorte
CHAIN y la cohorte DEPRECAP, hace que el tamano
muestral sea un reto. Sin embargo, queremos indicar
que con las muestras analizadas hemos encontrado
una clara diferencia significativa entre todos los grupos
comparados, diferencia que presumiblemente debe
incrementarse aumentando el tamafo muestral. Las
muestras seleccionadas, basales y de los afnos previos,
no son del mismo paciente, ni de los mismos grupos
(muestras insuficientes) por lo que no podemos
descartar la variabilidad interindividual e intragrupo; sin
embargo, la gran mayoria de los estudios metabolémicos
publicados comparan grupos y patologias, al igual
que nosotros hemos comparado muestras basales y
de los diferentes afos previos. Al respecto, debemos
destacar que la metodologia, los criterios de calidad de
las muestras y el andlisis metabolémico fue uniforme
en todas las muestras. Por ultimo, hay que indicar que
la metaboldémica puede alterarse por diversos factores
ambientales (dieta, farmacos...) y, a pesar de que las
muestras se tomaron en ayuno y con un protocolo
comun, no se han podido controlar, como ocurre en los
estudios metabolomicos, otros factores ambientales.
Para intentar evitar las debilidades de los estudios
retrospectivos, variabilidad interindividual e intragrupo,
entre otras; nuestro grupo ha disefado diversos estudios
longitudinales prospectivos para intentar validar BM
metabolémicos, que estdn actualmente en realizacion:
1) Estudio PROMOTER (Beca Separ 651/2018 y Beca
Neumosur 8/2018): Pacientes con CP a los que se realiza
cirugia con intencién curativa y en los que se analiza el
suero pre-post cirugia, al mes y cada 3 meses durante
3 anos. Se valoraran los cambios metabolémicos tras la
cirugia de los posibles BM de CP, para valorar la potencial
curacién del CP y, en el seguimiento, la posible utilidad
de los BM en la deteccién precoz de posibles recidivas;
2) Estudio MODIFY (Beca Neumosur 5-2022): Nédulos
pulmonares (NP) incidentales en los que se quiere analizar
el poder predictor de los BM metabolémicos de los NP
malignos y; 3) Estudio EBUS (Beca Neumosur 12/2021):
Valorar la utilidad de la metabolémica en el diagnéstico
de adenopatias mediastinicas estudiadas por EBUS con
citologia negativa.

CONCLUSIONES

Las conclusiones de nuestro estudio son las
siguientes: Nuestros resultados han iniciado la validacién
de nuestros 11 posibles BM precoces de CP, que debera
corroborarse con otros estudios mediante el aumento
del tamafio muestral, nuevos estudios longitudinales
prospectivos, de metabolémica dirigida y validacion
externa. En los afios previos al diagndstico clinico del
CP, se producen cambios metabolémicos que podrian
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ayudar a su diagnostico precoz. Existen metabolitos
relacionados con diferentes vias metabdlicas asociadas
al CP, que se pueden detectar en los aios previos a su
diagnéstico clinicoy que aportaran datos muy relevantes
en el diagnéstico precoz del CP.

Estamos convencidos que el andlisis de estos
resultados, y el de otras publicaciones realizadas,
mediante inteligencia artificial (Big Data), aportaran datos
muy relevantes en la busqueda del diagnéstico precoz del
cancer de pulmén. Estas modificaciones del metabolismo
ocurren en la primera fase de la carcinogénesis (Tabla 5),
cuando todavia el CP, ni da sintomas, ni se puede detectar
por los medios diagndsticos actuales. La Big Data sera
fundamental en la integracién de los resultados de los
diferentes estudios (anteriores, actuales y futuros), con
criterios de calidad objetivados, enfocados a la busqueda
de BM precoces de CP.

Finalmente queremos indicar que se requieren mas
estudios longitudinales, retrospectivos y prospectivos, a
gran escala que soporten los atractivos y prometedores
resultados que se estan obteniendo, mediante la
utilizacién de técnicas émicas, en la busqueda de BM
precoces del CP. Como hemos indicado, la inteligencia
artificial (Big-Data) aportard grandes avances en este
sentido.
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ANEXOS:

Tabla 1: Muestras de suero de sujetos que han desarrollado un céancer de pulmén en el seguimiento de la cohorte CHAIN y la
cohorte DEPRECAP.

MC _ |MLUES TRA ARO O [DX CAMCER) ARD -1 AND -2 ANO 3
1 [Fooiz Muestra FID_0132)
2  |[FID 313
3 |FPD_32s Muesta FID_329
4 F1D_351 Muestra FID_351
o FID_408 Muestra FID_408
6 [FID 669 Muesstra FID_G69
7 |[FID 726 Muestra FID_726
& |FID 842 [ a FID_A42
9 [FID_854 Muestra FID_B54
10 |FID 806 Muestra FID_806
11 PR %23 Muestra FID_923
12 |FID_925 Mucstra FID_925
13 |FID 959 Muastra FID_953
14 |FID_1062 Muestra FI0_1062
15 |[CHAIN_557 12-013-2 12-013-1
16 [CHAIN G&Z T 15-1-%

17 |CHAIN_BS0 A58 1x
18 [CHAIN_1147 20-15-5-1 20-15-3-1
19 |CHAIN_G77 11-14-3-x 11-14-1-x]

20 JCHAIN_G11 20-01-5-1 20-01-7-1 EO015-1
21 |CHAIN_G34 20-04-3-1 20-04-1-1
77 [CHAIN 62 AS—a0-2- 15-70-1-%
23 [CHAIN_B43 09-66-3-x 09-66-2-x 5-66-1-x
24 |CHAIN_1071 15-48-1-%
25 |CHAIN_1186 33-41-5-1 E3-41-3-1] 33-41-1-1
26 |CHAIN_22% 33-11-55] 33-11-3-6
27 ICHAIN_545 44-07-2-1
28 [CHAIN 1081
20 |CHAIN_432 H405-3-1] 44-05-2-1
30 [CHAIN_767 25-21-5-6 252141 P5a1-3-1] 25-21-2-1
31 [CHAIN_ 1049 12-046-3
32 [CHAIN_B71 18-61-3-1
33 |[CHAIN_315 33-13-5-4
34 |CHAIN_515 11-06-3-x
35 [CHAIN_1093
36 |CHAIN_308
37 [CHAIN G6&&

38 |[CHAIN_BS1

Tabla 2: Caracteristicas generales de los grupos analizados.

Nofumadoresmco |- |

Gotpsaeem iy o
CEstrpeaetce |
Dimeagmmey | ]
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Abreviaciones: IMC: Indice de masa corporal; IPA: Indice paquete-afio; EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica; GOLD:
Global Initiative for Obstructive Lung Disease; FEV1: Volumen espiratorio forzado en 1 segundo; DLCO: Difusién de monoéxido de
carbono; CP: Cancer de pulmoén; CPNCP: Cancer de pulmén no célula pequena; CPCP: Cancer de pulmén célula pequefia; mMRC:

escala de disnea modificada del Medical Research Council. *** No disponible por alto riesgo vs no recogida informacion.

Tabla 3: Metabolitos implicados en las diferencias significativas encontradas entre los diferentes grupos analizados.

| AeBemsoiee |- |- |- |-  [- [- |- [- [- o7t Joos]. |
| AcFosfirica |- |- |- |-  [- [- Jo7m [189]1 |-  [- [- |
| AeDoctrico |- |- |- 072 o057l |-  [- [- 075 [0O09]l |
|AeOreo |- |- |- Jo7r Jo7s]L |-  [- [- Jo7t Joar]. |
| Coesterot |- |- |- |- [- [- Jo7e [219]1 |-  [- [- |
| Clicta |- |- |- |-  [- [- |- [- [- o8 Joua]. |

(e | || loss o5l |ost foseli |- | | |
IR IS T I 5 i I I I S I I e
Omwtamate 06 [t [ [ | [ [ [ T |
(Twosma |05 oot | |- |- |- [ | [ | |

Hydroxipenteil 0.73 T
.

|pcasy 078 Joev |y |-  [- [- |-  [- [- -  [- [- |

Tabla4: Vias metabolicas y metabolitos (MB) implicados en las diferencias significativas encontradas entre los diferentes grupos
analizados.

Glyvoxylate and
dicarboxylate
metabolism

Glycine, serine Treomina  CTDO037 Co0037 CO0037
and threonine Glyceric 1.24 027 Glyceric 160 027 Glyceric 194 027

Glutathione COo0064
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Tabla 5: Historia natural del cancer de pulmoén.

11 T2 13 T4

Inicio Bioldgico Tumor detectable por TACAR Tumor detectado por TACAR Tumor detectado por elinica
baja dosis... baja doss. ..

Tase o detectable Fase Preclinica Fase clinica

[iempo de latencia

{BM? (BM? Ganancia

- Frecuente diagnéstico tardio
- Depende del tipo histolégico
Modificado de Feig et al 1995
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