Universidad de Huelva

Departamento de Biologia Ambiental y Salud Publica

Estudio de los perfiles metabolomicos en muestras de
suero para el diagnéstico del cancer de pulmén

Memoria para optar al grado de doctora
presentada por:

Eva Vazquez Gandullo

Fecha de lectura: 27 de julio de 2016

Bajo la direccion de los doctores:
Antonio Pereira Vega
José Luis Gomez Ariza

Tamara Garcia Barrera

Huelva, 2016

QLo



Tniversidad
de Huelva

uhues

TESIS DOCTORAL

LB T
ESTUDIO DE LOS PERFILES METABOLOMICOS EN

MUESTRAS DE SUERO PARA EL DIAGNOSTICO DEL
CANCER DE PULMON

Eva Vazquez Gandullo

Huelva, Junio de 2016




TESIS DOCTORAL

%&%ﬁ Tniversidad

de Huelvd

UNIVERSIDAD DE HUELVA.

Programa Oficial de Doctorado: Ciencias de la Salud — Biologia Ambiental y Salud
Publica.

Departamento de Ciencias de la Salud.

“ESTUDIO DE LOS PATRONES METABOLOMICOS EN MUESTRAS DE SUERO PARA EL
DIAGNOSTICO DE CANCER DE PULMON”

Tesis presentada por Eva Vazquez Gandullo para optar al grado de Doctor por la
Universidad de Huelva.

Directores:
Dr. Antonio Pereira Vega.
Prof. Dr. José Luis Gdmez Ariza.

Prof. Dra. Tamara Garcia Barrera.

Huelva, Junio de 2016



PRESENTACION

Dr. D. Antonio Pereira Vega, Facultativo Especialista Adjunto de Neumologia y Jefe de
Estudios y Presidente de la Comision de Docencia del Hospital Juan Ramdn Jiménez de

Huelva.

Dr. D. José Luis Gdmez Ariza, Catedratico de la Universidad de Huelva.

Dra. Dfia. Tamara Garcia Barrera, Catedratico de la Universidad de Huelva.

CERTIFICAN QUE:

El trabajo que lleva por titulo “Estudio de los patrones metaboldmicos en muestras de
suero para el diagndstico de cancer de pulmdén” ha sido realizado por la Licenciada en
Medicina Dfia. Eva Vazquez Gandullo, para la obtencién del Grado de Doctor por la

Universidad de Huelva, bajo nuestra direccion.

Dicho trabajo reune las condiciones necesarias de rigor cientifico para ser juzgado por el

Tribunal correspondiente en la Universidad de Huelva.

Y para que asi conste, se expide en Huelva, Junio de 2016.

Fdo. Dr. Antonio Pereira Vega. Fdo. Dr. José Luis Gdmez Ariza.

Fdo. Dra. Tamara Garcia Barrera






A todos los que me habéis
apoyado en este proyecto,
sin vosotros

no hubiese sido posible






AGRADECIMIENTOS

Una vez finalizado este proyecto, llega el momento de expresar mi mds profunda y
sincera gratitud hacia todas aquellas personas que han estado presentes durante esta
etapa, haciendo posible cumplir un suefo. Tras estos ainos de esfuerzo y dedicacién, son
muchos los sentimientos que me afloran y no es facil poder resumirlos en unas breves
lineas.

No hubiera podido realizar este trabajo sin la ayuda y dedicacién de mis directores
de tesis. Al Dr. Antonio Pereira, no sélo por ser un maestro, sino también por su apoyo
permanente, por su capacidad para transmitirme su entusiasmo por la investigacion y por
la confianza depositada en mi. Es un ejemplo, como persona y profesional. Al Dr. José Luis
Gdémez Ariza y a la Dra. Tamara Garcia Barrera, por su capacidad de trabajo y disposicion.
Sin vosotros este proyecto que tanto me ha ilusionado desde el inicio, no habria tenido
lugar. Gracias y mil gracias.

A todo el Servicio de Neumologia del Hospital Juan Ramédn Jiménez, Drs. José
Antonio Maldonado, Jesus Grévalos, Javier Fernandez de Cérdoba, Rut Ayerbe, y a todos
los demds, no solo por la contribucidon a este proyecto, sino también por ayudarme a
crecer como neumodloga, y como persona. lgualmente, especial mencion para los
doctores Francisco Gil, José Manuel Bravo, Michael Alwakil, Antonio José Ruiz y Ricardo
Aguilar, para siempre mis “resis” y que tantos momentos buenos he vivido con ellos, y
estoy segura que seguiré viviendo. Sin todos vosotros nada de esto habria sido posible.
Espero que siempre estéis en mi camino.

También me gustaria agradecer al resto de los integrantes del estudio, a los que han

participado en un momento dado, y a los que contindan en la actualidad: Rocio Castilla,



Raul Gonzalez, Macarena Gonzalez, y mas tarde Belén Callején, por ser tan pacientes
conmigo y hacer mas facil el complicado mundo de la metabolémica. Al Dr. José Luis
Sdnchez con su forma de hacer que las cosas complicadas parezcan mds sencillas. Al
personal de enfermeria de la Unidad de Endoscopia Respiratoria y Hospital de Dia del
Hospital Juan Ramén Jiménez y al Servicio de Laboratorio, especialmente al Dr. Ignacio
Vazquez Rico.

Al Servicio de Neumologia del Hospital Punta de Europa, que me han acompafado
en este ultimo tramo del trabajo, y han contribuido mas de lo que piensan. A los doctores
Antonio Garcia Hidalgo, Inma Ugarte, Marta Arzola, Rocio Jimeno y Ana Badillo, gracias
por vuestro apoyo.

Y a la parte mas importante de mi vida, los que me habéis hecho ser quien soy, por
quererme tanto y estar siempre a mi lado, a mis padres, ejemplo de superacién vy
capacidad de dar sin pedir nada a cambio. Me faltan vidas para agradecer todo lo que me
habéis dado. A mi hermano Hilario, la persona mas buena que conozco, y mi hermana
Noemi, gracias por tu alegria, haces que todo sea muy facil. A mis sobrinitos Ariadna,
Candela y Thiago, sois el motor. Por vuestro apoyo incondicional y vuestra fuerza. Al resto
de mi familia por su apoyo y confianza y a mis amigos, que tanto me han apoyado.

Por supuesto, a todos los pacientes, a los que han contribuido en este proyecto y a
también a aquellos que no han participado. Este trabajo se ha hecho por y para vosotros.

No merecéis menos.



AYUDAS AL GRUPO DE INVESTIGACION

Esta tesis se ha realizado con los datos procedentes del proyecto de investigacion

financiado por SEPAR y Neumosur:

- Beca Neumosur 2012. Deteccidn de diferencias en el patrén metabolémico de
pacientes con/sin cancer de pulmén en sangre, orina y lavado broncoalveolar.
Investigador principal: Antonio Pereira Vega. Convocatoria autondmica (Andalucia y

Extremadura). C.C.A.A. Dedicacion compartida. Cédigo 8/2012.

- Beca SEPAR 2012. Potenciales biomarcadores en muestras biolégicas (sangre, orina
y lavado broncoalveolar) para el diagnéstico "precoz" de cancer de pulmén haciendo
uso de herramientas metaboldomicas. Investigador principal: Antonio Pereira Vega.

Convocatoria nacional. Cédigo 124/2012.






INDICE DE CONTENIDOS

PRESENTACION......ceectiteereeesressessessesseseessssnesssssssesssssessessessensesssnsessssessessessessenes 3
AGRADECIMIENTOS ......cocteeruerreraensessessesesssessssssssessessessessessesssssesssssssssssssessessessen 7
AYUDAS AL GRUPO DE INVESTIGACION .......ccecereerererresaessereerersessessessssessessessees 9
INDICE DE CONTENIDOS.......ccceereruerrerrereereesereesessessessessessessessessesesseessssesssssesseses 11
INDICE DE ABREVIATURAS ......coeruerrerrereereesesseessssessessessessessessessesssseessssesssssssseses 14
PALABRAS CLAVES. .........cectruteerrersessessessessessssesssssssessessessessensessesssssssssssssessesseses 16
RESUMEN ......cveoteteteteeeeseseesessessessessessessssssssssssssssessessessesensesssssessesessessessensen 17
1. JUSTIFICACION ......ueeeeereeeeesessessesseseeseeesessaessesessessessessensensesesssessssessessssseneen 23
2. INTRODUCCION ....c.ceeuerrerrenrenteeteteteeeessesssssessessessessessessessesssssessssessessessessenes 26
2.1. EL CANCER DE PULMOIN .......ccuevtitrteeresessessessessessessesssssesssssssssssssessessessenes 27

2. 0.0, EPIDEMIOLOGIA e ieieee e e e e eeeeee e e e e eeeeeeee e e e et e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e s e e e seseseseseseseseseaasasasaseseseaasasasasasesesesesnns 27

2.0, 2. FACTORES DE RIESGO «..evvuueeiuuneereteeeeesuneeessneersnneeessnneesssnnsesssneessssneesssnnsessnneeessnneesssnesesssneeessnneessnen 30

2.1.3. METODOS DE CRIBADO ACTUALES. ....cvvttuueieeeieeeruuiieseeereesusieeesessrssstsneeeesssssssneseeessssssnnesessssssssninesees 39

2.1.4. BIOMARCADORES EN EL CANCER DE PULMON. ...cvvuuunieeeieeeriiieeeeereestsieeeeeseressnnneseeessssssnnesessssssssnnaeeees 46

2.2. APLICACION DE LA METABOLOMICA AL ESTUDIO DEL CANCER DE PULMON. 53

2.2.1. INTRODUCCION A LA METABOLOMICA. ... ceiiuiiiietiiniiinie ittt sae ettt sae s sb sttt s sna s s 53
2.2.2. TECNICAS ANALITICAS EN METABOLOMICA Y MUESTRAS OBJETO DE ESTUDIO. ....uveviurieiiieirieniiesneesneenans 56
2.2.3. ANTECEDENTES. c.evveterereniaeerereessesesesnesesesse st sre st saesestsres et ss s st sr s e e s bt ere s e e a st e en s e sneseneenene 63
0 - ] o I 0 N 76
LT =1 PN 77
ESPECIFICOS. .ttt e bbb 77
4. METODOLOGIA Y POBLACION ......ccueevueereeneereecreeseessessesssessesssessessessessssssessessens 81
4.1. DISENO DEL ESTUDIO ......eeerueeueeeecneesseesseessassseesseessesssssssssssssssssssessssesesssenns 82
4.2. POBLACION ESTUDIADA .......ccueereeereeereesreesseeeseesseessessssesssssssssssssssssssessesssenns 83
4.3. SELECCION DE PACIENTES.......cccverueruerreereeraecseeseessesseessessesseesssssesssesssssessassens 83
4.3.1. CRITERIOS DE INCLUSION w.oveviuirreiaenrerenersestesresesesnestseeresesessestassnesesessesesesnesesessessassnesesensesessenenesens 84
4.3.2. CRITERIOS DE EXCLUSION ..vevinirtetiaeerereestettaesresesessestses s sessestae s s s s sesesnesesesnessassnesesesseseseneneens 84
4.4, METODOLOGIA DEL ESTUDIO .......cecueeueeeereeereeeesseeseessessesssesssssesseessssssssesnens 85
4.4.1. DISOLVENTES Y MUESTRAS ....ceutrtiaereresersestaesresesessestseeresesessestassnesesessessassnesesessestassnesesensesesssnenesens 86
4.4.2. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SUERD w...evurerenereriaesrereerseriesresesessestsesnesesessesssssnesesessesenssnenesens 87
4,43 INSTRUMENTACION ..c.veviaererinenettaeereneessestaesresesessesesesrenesesseseaesresesesseseseenesesessessassnenesessesesseneneens 87
4.4.4. MEDICION DEL GRADO DE HEMOLISIS ...vcuviiuiiiniiiniisiicie ettt sttt 89



4.4.5. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA CARGA TABAQUICA EN LOS PERFILES METABOLOMICOS DE PACIENTES CON CP

2O PN 90
4.5. ANALISIS ESTADISTICO ....ocvruirinrnirinnisnsisisiisississssssssssssssssssessssssssssnsssssssnes 90

5. RESULTADOS.....ccuuiitieiitneiiiieiiieeiieaiieesitiseseirassrsasssrassrssssssssssrsnsssrsnssssanssnes 94
5.1. PERFILES METABOLOMICO EN MUESTRAS DE SUERO..........ccccoueereernverreesseenns 96
5.1.1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y CLINICAS ....ccuviiiiiiiiiiiieiiie ittt s e 96

5.1.2. PERFILES METABOLOMICOS EN MUESTRAS DE SUERQ .....vuveveueetereneeesenestesenessesenessesenessesenessesenessesensenens 97

5.1.3. NORMALIZACION Y ANALISIS ESTADISTICO MULTIVARIANTE. CLASIFICACION ESTADISTICA DE CASOS Y

CONTROLES . vvetene creesererseneststeseesesessssestatesesaeses e s st st es et esese s e sttt a s e s se et h R bR s s ettt h b e s e e st senenens 99
5.1.4.  IDENTIFICACION DE LOS METABOLITOS CAUSANTES DE LA DIFERENCIACION. ......euceeeeerreeenesseeeenenens 99

5.1.5.  PATRONES METABOLOMICOS EN DIFERENTES TIPOS HISTOLOGICOS DE CP .....oceveveerreeriencecnenenens 103

5.2. INFLUENCIA DE LA HEMOLISIS EN LOS PERFILES METABOLOMICOS DE
PACIENTES CON CANCER DE PULMON .......cceeeiererereeessessessessessessessessessssssssssssssnens 104
5.2.1. VALORACION GLOBAL DE LA INFLUENCIA DE LA HEMOLISIS EN LOS PATRONES METABOLOMICOS ......c.cven... 109

5.3. PERFILES METABOLOMICOS EN MUESTRAS DE SUERO NO HEMOLIZADAS ..110

5.3.1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y CLINICAS ....ccuviiiiiiiiiiiiiiiiii ittt 110

5.3.1.1. Tipos histoldgicos de cancer de pulmon en la poblacion estudiada............................. 112

5.3.1.2. Estadios de cdncer de pulmdn en la poblacion estudiada...............cccceeeveeeceenseennnens 113

5.3.1.3. Antecedentes neopldsicos previos en la poblacion estudiada..............cccceevevvveennen. 113

5.3.1.4. Habito tabdquico en la poblacion estudiada................cccccveeeecveeeeciiieeeecieeeeiieeeecveenn 114

5.3.2. PERFILES METABOLOMICOS EN MUESTRAS DE SUERO SIN HEMOLISIS ....cuvverereereneeerencseenenessesenesaeneneenens 114

5.3.3. DISCUSION SOBRE ALTERACION DE RUTAS METABOLICAS CAUSADAS POR EL CANCER DE PULMON................ 127

5.4. INFLUENCIA DE LA CARGA TABAQUICA EN LOS PERFILES METABOLOMICOS DE
PACIENTES CON CANCER DE PULMON Y CONTROLES SANOS........ccocvrimireccsnsnrursesenene 133
6. DISCUSION.....ccrviuimimininiiininsisccttsssssse ettt st s e 141

6.1. REPERCUSION DE LA HEMOLISIS EN EL ESTUDIO METABOLOMICO EN
MUESTRAS DE SUERO DE PACIENTES CON CANCER DE PULMON...........cocoeererururunnenene 141
6.1.1. TECNICA DE EXTRACCION DE LA MUESTRA. ... uutiiuiiiiiriiinieiireesintesreesint e sineesins e sneesansesireesneesaneesanee s 142

6.1.2. TIPO DE MUESTRA UTILIZADA PARA EL ESTUDIO: SUERO O PLASMA .....evuvverereerenesesenessesenessesenesseseneenns 143

6.1.3. IDONEIDAD DE LOS TUBOS DE RECOGIDA «...cvuveutaeaeneresereseretesesesenesesesesessesesesessesasaesessnsssesesesesesesens 143

6.1.4. TIEMPO DE PERMANENCIA DE LAS MUESTRAS A TEMPERATURA AMBIENTE ANTES DE SU CONGELACION........ 145

6.1.5. TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS ....c.vuveteveressestaeseseessesesesesesesesesesesesessssssesesesessssssatssssnsnsssesesesesesens 146

6.1.6. NUMERO DE CICLOS CONGELACION/DESCONGELACION ......eevireneiireeeiiereneeie et ne 146

6.2. PERFILES METABOLOMICOS EN PACIENTES CON CANCER DE PULMON Y
SUJETOS SANOS EN MUESTRAS SIN HEMOLISIS.........ccceerueerereereenreereereecsesseessessessesenns 147
6.2.1. PATRONES METABOLOMICOS ...cuvuerereetereretestetaeateessesesesesesesesesesesesesessssesesesensssasasasssnsssssesesesesesens 147

6.2.2. PATRONES METABOLOMICOS EN DIFERENTES TIPOS HISTOLOGICOS ..c.cuvuvrerereerrernereraenesesessenenerenenenns 154

6.3. INFLUENCIA DE LA CARGA TABAQUICA EN LOS PERFILES METABOLOMICOS DE
PACIENTES CON CANCER DE PULMOIN ......cccoururuimininciinrinissesenstsssssssesesessssssassssesens 155



6.3.1. INFLUENCIA DE LA CARGA TABAQUICA EN LOS PERFILES METABOLOMICOS EN DIFERENTES MUESTRAS
BIOLOGICAS. ESTADO DE LA CUESTION. 1vuvuuuuvuurunsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnssnse 156

6.3.2. RELEVANCIA DE ESTOS HALLAZGOS EN EL CAMPO DE LA METABOLOMICA EN EL CANCER DE PULMON .......... 160

6.4. PERSPECTIVAS DE FUTURO Y NUEVAS LINEAS DE INVESTIGACION ..............161

6.4.1. PATOLOGIAS A NIVEL RESPIRATORIO RELACIONADAS CON CP. .ceviiiiiiiiiieiiieeiee et 161
6.4.2. PERSPECTIVAS DE FUTURO Y NUEVAS LINEAS DE INVESTIGACION ABIERTAS .....eeeuveerureennreerreeneeesneesneens 164
DISCUSION SOBRE METODOLOGIA........cccueeeeereerrresseesseessessseessesssesssesssesssesssesnes 167
7. CONCLUSIONES......cciieiiiiiiiiiiiieiriirneirseiiseisesiressrassrassrassiasssensssnsssasssnsssaes 170
8. BIBLIOGRAFIA .......eeeeeeeeeeeeeeseesseessseeseesssessssssssssesssesssesssesssesssesssesssssssesses 1704
1 TR Y 1 = (0 193
ANEXO-1. HOJA INFORMATIVA DE PARTICIPACION EN EL ESTUDIO: ESTUDIO DE LOS PATRONES METABOLOMICOS EN
MUESTRAS DE SANGRE DE PACIENTES CON CANCER DE PULMON Y SIN CANCER DE PULMON .....ceeuereiieeniieenireeneeesineenees 194
ANEXO-2. CONSENTIMIENTO INFORMADO. ....utteureeureesureennseesureesuseesuseesnseesaseessseessessnseessessnseesaseessseesane 196
ANEXO-3. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE MUESTRAS SANGUINEAS. ...c.uvtiereerireeeieesteeeieesreessneessreesnneesane 197
ANEXO-4. COMUNICACIONES A CONGRESOS INTERNACIONALES. ...ceeuveerureenreerureesseesreesnseesseesnseesaseesnseesane 198
ANEXO-5. COMUNICACIONES A CONGRESOS NACIONALES. .....vterureerureesureesseesureesseesseesseesseesnseesaseesnseesane 201

A. Comunicaciones @ cONGresoS REGIONGAIES .............ccuueeeeevieeeiiiaesiiieeeeiieeeeiiteeeesireeeeesaeaeesanes 201

B. Comunicaciones a congresos NACIONQIES. ...........ccc.eeevueereienieesiienieeseeese et 206
ANEXO-6. PUBLICACIONES EN REVISTAS. ....vtiutieutenreetieteetesresaresieesieesseenseensesneesseesseensesnsesasesssesseesmeenees 210



INDICE DE ABREVIATURAS

5-FU: 5-fluoracilo

AFB: Autoflorescence bronchoscopy
AUC: area bajo la curva ROC

BAL: Lavado Broncoalveolar

BM: Biomarcadores

CAR: Carnitina

CE: Control Enfermo

CEA: Antigeno Carcinoembrionario
CP: Cancer de Pulmén

CPCP: Cancer de Pulmon de Células
Pequenas

CPNCP: Cancer de Pulmon no Células
Pequeiias

CS: Control Sano
CT: Carga Tabaquica
DCS: Differential Scanning Calorimetry

DI-ESI-QqQ-TOF-MS: infusidon directa a un
espectrometro de masas de triple
cuadrupolo tiempo de vuelo con fuente de
electrospray.

DIMS: Direct-infusion mass spectrometry
DM: Diabetes Mellitus

DPD: Dihidropirimidina deshidrogenasa
EBUS: Endobronquial Ultrasonography
EC: Electroforesis capilar

ECS: Sistema de endocitoscopia

FDA: Food and Droug Administration

GCCB: Grupo Cooperativo de Carcinoma
Broncogénico

GC-MS: cromatografia de gases con detector
de masas

GOLD: Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease

GWAS: Genome-wide Association Study
HIF-1: Factor de hipoxia inducible

HLM: Human Metabolome Library

HMB: High-magnification bronchovideoscopy
HMDB: Human Metabolome DataBase

H-MNR: Nuclear Magetic Resonance
Spectroscopy

hnRNP: Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein

HPLC: High Purity Liquid Chromatography

HRMAS: Resonancia magnética
espectroscépica de alta resolucién

HTA: Hipertensién arterial
IDH1: Isocitrato Deshydrogenasa 1
IH: indice Hemolitico

LC-MS: cromatografia liquida con detector
de masas

LCP: Lisofosfatidilcolina

LDCT: Low Dose Computed Tomography
(tomografia computarizada a bajas dosis)

LPL: Lisofosfolipido
LRS: Laser Raman Spectroscopy

LunX: lung-specific X protein



MT: Metabolitos
NBI: Narrow-band imaging
NLST: National Lung Screening Trial

NNAL: 4 (methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl) -
1-butanol

NNK: 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanone

NNN: N'-nitrosonornicotine

NNO: Nicotine-N-oxide

NPS: Ndédulo pulmonar solitario

NSE: Neuro-specific enolase

OCT: Optical Coherence Tomography

PAH:  Polycyclic aromatic  Hidrocarbon
phenanthrene

PC: Fosfocolina
PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
PET: Tomografia por emision de positrones

PheT: r-1,t-2,3,c-4-tetrahydroxy-1,2,3,4-
tetrahydrophenanthrene

PL: Fosfolipidos

QqTOF: Espectrometria de masa de alta
resolucion de cuadruplo tiempo de vuelo

QT: Quimioterapia
RMN: resonancia magnética nuclear

ROC: Receiver Operating Characteristic

ROMs: Metabolitos Reactivos del Oxigeno

RP-HPLC: cromatografia liquida de alta
resolucidén utilizando diferentes mecanismos
de separacidon como la fase reversa.

RPLP: Cromatografia liquida de fase inversa
de alta resolucion

RT: Radioterapia

RT-PCR: Reaccidon en Cadena de Ia
Polimerasa Retrotrasncriptasa

RX: radiografia de torax

SEPAR: Sociedad Espafiola de Patologia del
Aparato Respiratorio

SMBD: Serum Metabolome DataBase
TAG: Triglicéridos

TBDR: Tomografia computarizada a bajas
dosis de radiacién

TC: Tomografia axial computarizada

UPLC-MS: Cromatografia liquida de alta
resolucidn-Espectrometria de masa

UPLCO/Q-TOFMS: Ultra performance liquid
Chromatography Coupled/Quadrupole Time-

offlight

UPLCO: Ultra performance liquid
Chromatography

VOCs: Compuestos organicos volatiles

WLB: White-light bronchoscopy




PALABRAS CLAVES

Cancer de pulmoén;
Metaboldmica;

Biomarcadores;

Espectrometria de masas; suero.



RESUMEN

El cdncer es una de las enfermedades de mayor relevancia en el mundo por su
incidencia, prevalencia y mortalidad. De todos los tipos de tumores, el cdncer de pulmdn
(CP) representa el 15-20% de todas las neoplasias, por lo que se ha convertido en un
problema sanitario de gran magnitud. Es una de las 10 causas mas comunes de muerte
por neoplasia en nuestro medio (1), siendo la primera causa de muerte por tumores en
hombres y la tercera en mujeres (2). El nimero de casos de cancer de pulmén y muertes
relacionadas con él han ido aumentando de forma proporcional, debido principalmente al
incremento de las tasas de tabaquismo, ya que segun datos aportados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el consumo de tabaco es el factor de riesgo que
por si solo provoca un mayor numero de casos. Desafortunadamente, un 75% de los
pacientes con este tipo de patologia son diagnosticados en un estadio avanzado por la
ausencia de sintomas en el inicio de la enfermedad, lo que ensombrece el prondstico en
gran medida (3), mientras que en aquellos en los que se alcanza el diagndstico en
estadios iniciales, el prondstico mejora de forma sustancial. Por tanto, la prevencion
basada en el diagndstico precoz y disminucidn de los factores de riesgo que predispongan

al CP son a dia de hoy la estrategia mas util para reducir la mortalidad por esta patologia.

En cuanto a los métodos de cribaje actuales, la publicacién de la National Lung
Screening Trial (NLST) en la que demuestra el descenso en la mortalidad en pacientes de
alto riesgo para padecer cdncer de pulmdén sometidos a cribado con Tomografia
computarizada (TC) con dosis bajas de radiacién (con una reduccidn del riesgo relativo del

20%) (4), ha abierto una importante via para el diagndstico precoz de esta enfermedad.



En la actualidad se estan disefiando diversos protocolos enfocados a valorar los diferentes

factores que intervienen en el uso de esta técnica de forma rutinaria (5), (6).

Una alternativa al uso de técnicas de imagen, es el estudio de los cambios
metabdlicos que se producen en el organismo con la aparicién de procesos oncoldgicos.
Ello conduce a la identificacion de biomarcadores utiles en la deteccién precoz de
determinados procesos, e incluso el seguimiento posterior tras inicio de una terapia
dirigida. No obstante, los resultados obtenidos hasta la fecha no son concluyentes y, por

tanto, no permiten de forma segura la deteccién precoz del CP (7).

En el presente estudio, se ha optimizado y aplicado un procedimiento
metaboldmico basado en la infusidén directa de extractos obtenidos a partir de la muestra
en un espectrémetro de masas de triple cuadrupolo tiempo de vuelo con fuente de
electrospray (DI-ESI-QqQ-TOF-MS). El procedimiento se basa en el analisis de muestras de
suero sanguineo de pacientes diagnosticados de cdncer de pulmdn y sujetos sanos (CS),
con objeto de clasificar en base a sus patrones metabolémicos los dos grupos de estudio.
En un segundo paso, se determinan los metabolitos causantes de esta discriminacion, que
pueden usarse como posibles biomarcadores en el cancer de pulmén. Para ello se ha
realizado un estudio observacional prospectivo, con la inclusidon de 60 muestras de suero
(30 de pacientes con CP y 30 de sujetos sanos) basado en las técnicas metaboldmicas
descritas previamente y posterior andlisis discriminante por minimos cuadrados parciales
(PLS-DA), con el fin de clasificar los grupos a estudio y encontrar las variables

(metabolitos) que determinen dicha clasificacion.

En los resultados obtenidos inicialmente se detectaron sesgos provocados por el

alto indice de hemolisis de algunas muestras, el cual actia como factor perturbador de



los resultados, reduciéndose la capacidad de discriminacidén entre grupos con el aumento

de las concentraciones de hemoglobina.

Por ello se ha realizado un nuevo analisis con muestras con indice hemolitico
inferior a 20 g/dl, incluyendo en este estudio 15 muestras en el grupo de CP, 16 en CS, y
15 de pacientes con enfermedades respiratorias diferentes a cancer. Los resultados
obtenidos mostraron una clara diferenciacion entre los tres grupos a estudio,
consiguiendo también la identificacion de los siguientes metabolitos: con niveles
sobreexpresados en muestras de pacientes con CP con respecto a CS, los fosfolipidos,
componentes fundamentales de las membranas celulares; la glutamina y treonina,
implicados en el metabolismo energético celular; y con niveles disminuidos, L-ornitina y
urea, ambos con papel fundamental en el Ciclo de la Urea; lisofosfolipidos, implicados en
un nUmero creciente de trastornos tales como la inflamacidon, enfermedades
autoinmunes, dolor neuropdtico, la aterosclerosis, el cancer y la obesidad (8); y por
ultimo los triacilglicéridos, macromoléculas lipidicas encargadas del almacenamiento de
los acidos grasos para su posterior utilizacidn como fuente de energia mediante una serie
de reacciones conocidas como [-oxidacion. Todos estos metabolitos han sido

relacionados con vias metabdlicas conocidas en la patologia del cancer.

Por otro lado, se ha realizado un estudio para valorar la influencia de la carga
tabdquica en los perfiles metabdlicos de pacientes con cancer de pulmén, en
comparacion con sujetos sanos. Se han detectado diferencias en los metabolitos
presentes en los dos grupos, acentudandose en pacientes con una carga tabdquica
elevada, lo que sugiere la influencia de este parametro en la aparicion de los procesos

metabdlicos relacionados con el CP.



Estos resultados confirman la validez de técnicas metabolémicas de alta resolucion
para la deteccion de metabolitos relacionados con el cancer de pulmdn, los cuales

pueden ser potenciales biomarcadores para el diagndstico precoz de esta enfermedad.
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1. JUSTIFICACION

El cdncer de pulmén es una de las 10 causas mas comunes de muerte por neoplasia
en nuestra sociedad (1), siendo la primera causa de muerte por tumores en hombres y la
tercera en mujeres (2). Este hecho ligado al aumento de su incidencia y mortalidad en los
ultimos anos (9), acentuan la magnitud de esta patologia. Una de las principales causas de
la alta mortalidad atribuida a esta enfermedad es su diagndstico en estadios avanzados,
lo que limita las opciones quirurgicas, ofreciendo sélo como alternativa la quimioterapia
y/o radioterapia con una menor supervivencia a medio-corto plazo.

Para minimizar el impacto del cancer de pulmdén y mejorar la supervivencia, es
importante la deteccién de aquellos factores de riesgo que contribuyan a su desarrollo,
principalmente el tabaco (10), asi como el desarrollo de estrategias dirigidas a un
diagnodstico precoz de la enfermedad. En este sentido el estudio mediante técnicas de
imagen con TC a bajas dosis (4) o el desarrollo de técnicas endoscépicas (11), son vias con
resultados prometedores. También se ha aplicado este enfoque a la deteccidon de
biomarcadores en cancer de pulmdn, con escasa sensibilidad y especificidad de todos los
encontrados hasta el momento (12),(13).

Por tanto, el desarrollo de nuevos procedimientos para la deteccidén precoz de esta
patologia haciendo uso de las nuevas herramientas analiticas que las metodologias
Omicas nos ofrecen para ello, es de gran interés. En este sentido la metaboldmica
constituye un buen recurso ya que, a diferencia de otras dmicas mas establecidas, como
la gendmica o la protedmica, representa el nivel de la cascada funcional que mejor refleja
el estado fisioldgico, siendo no sdlo el mas sensible a cualquier cambio, sea interno o

externo, sino que constituye la expresidn ultima de éstos, en tanto que los metabolitos
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son los auténticos agentes activos reguladores de la homeostasis. En el presente trabajo
se ha optimizado y aplicado un estudio metaboldmico en muestras de suero de pacientes
con cancer de pulmén y sujetos sanos con el fin de identificar aquellos metabolitos
diferenciadores entre ambos grupos, e identificar posibles biomarcadores precoces de

esta enfermedad.
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2.1. EL CANCER DE PULMON

2.1.1. Epidemiologia

El cdncer es una de las enfermedades de mayor relevancia en el mundo por su
incidencia, prevalencia y mortalidad. En el 2012 presentd una incidencia de 14,1 millones
de enfermos (figura 1) y fue la causa de 8,2 millones de defunciones segun la
International Agency for Research on Cancer y la World Health Organization (WHO). Se
prevé que los casos anuales de cancer aumentardn de 14 millones en 2012 a 22 en las

proximas dos décadas.
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Figura 1. Mapa de incidencia mundial del cancer.

De todos los tipos de cancer, el cancer de pulmdn (CP) representa el 15-20% de
todas las neoplasias, por lo que se ha convertido en un problema sanitario de gran
magnitud. Es una de las 10 causas mas comunes de muerte por neoplasia en nuestro
medio (1), siendo la primera causa de muerte por tumores en hombres y la tercera en
mujeres (20.755 hombres y 3.452 mujeres en 2010, segun datos del INE) (2). Su incidencia
global y su mortalidad han aumentado drasticamente en los ultimos 30 afios, asi, durante

el 2006, el cancer de pulmon constituia aproximadamente el 12% de los nuevos casos de
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cancer en Europa, produciendo el 19,7% de las muertes relacionadas con éste (9). Este
aumento en la incidencia, junto con el hecho de que la supervivencia a 5 afios es menor
del 15%, acentua la problematica vinculada a esta enfermedad. En el afio 2013, la
Sociedad Americana del Cancer informd que el niumero de casos diagnosticados de CP
ascendié a 230.000, y el nimero de muertes atribuidos a esta enfermedad en torno a las
150.000 (14), con una mortalidad al afio del diagndstico cercana al 60%; un 75% a los dos
afios y un 94% a los 5 afios. Se estima, que en ese pais los gastos en sanidad atribuidos al
proceso de CP ascienden a un 2% del global (15). Segun una revisidn reciente, el CP
ocasiond a nivel mundial 1.527.000 fallecimientos en 2010 (1), lo que representa un

incremento en mds de un millén de muertes con respecto al registro de 2008 (16).

El nimero de casos de cadncer de pulmoén y muertes relacionadas con él han ido
aumentando de forma proporcional debido principalmente al incremento de las tasas de
tabaquismo, ya que segun datos aportados por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), el tabaquismo es el factor de riesgo que por si solo provoca un mayor nimero de
casos. A nivel mundial causa aproximadamente un 22% de las muertes por cancer, de las
cuales el 71% estdn relacionadas con el cdncer de pulmén (10). Esta tendencia, parece
gue va en retroceso en paises del mundo occidental, incluido Espafia, de forma que se
estd registrando una disminucion de las tasas especificas de mortalidad por CP en
hombres (figura 2). En cuanto a las mujeres, la tendencia es justo a la inversa, con un
aumento significativo del habito tabaquico, sobre todo en paises en vias de desarrollo
(17). A pesar de esto, el CP continua siendo la primera causa de muerte por tumores en

hombres y la tercera en mujeres en Espafia (18).
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Figura 2. Descenso en la mortalidad por diferentes tipos de cancer, entre ellos el
CP en los ultimos afios (19).

En nuestro pais, la proporcién de CP en mujeres con respecto al total de casos estd
aumentando de forma rapida (20),(21). En el registro del Grupo Cooperativo de
Carcinoma Broncogénico (GCCB) de SEPAR (Sociedad Espafiola de Patologia del Aparato
Respiratorio), de los afios 1993-1997 habia un 7% de mujeres diagnosticadas de CP (22).
En un estudio publicado a finales del 2013 por este mismo grupo (2), el porcentaje
asciende hasta un 16,2%, atribuible principalmente al aumento en el consumo de tabaco
en este sector de la poblacidn. A pesar de esto, el porcentaje de no fumadoras entre las
mujeres con CP es muy elevado (46,1%), y muy superior al de los hombres (4,1%). Si se
tiene en cuenta la tendencia en el consumo de tabaco en Espafia (32,5% de fumadores
entre los hombres y 22,2% entre las mujeres, segun la encuesta Nacional de Salud de
2009), especialmente en lo que respecta al aumento de mujeres fumadoras, es previsible

gue continlde aumentando la incidencia de CP en los préximos afos.

En cuanto a las estirpes histoldgicas en el CP, el adenocarcinoma es la variedad mas
frecuente en la mayoria de paises y su frecuencia parece aumentar en las cohortes mas
jovenes (23),(24). En Espafa quizas en relacidn con la menor proporcidon de mujeres con
CP en comparacion a otros paises (probablemente en relacién a la incorporaciéon mas
tardia al hdbito tabaquico de éstas), el carcinoma epidermoide ha sido considerado hasta
no hace mucho el mas frecuente. Sin embargo, tras los datos aportados por Sanchez de
Cos et al. (2) recientemente, existe un predominio del adenocarcinoma en el conjunto de

todos los pacientes (influenciado sin duda por la creciente proporcién de mujeres con
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CP). En los resultados de este estudio se observa que entre los varones aun predomina el
carcinoma epidermoide, pero cuando se examina el escaso grupo de no fumadores, el

adenocarcinoma alcanza la mayoria, con el 51,2%.

Desafortunadamente, un 75% de los pacientes con este tipo de patologia son
diagnosticados en un estadio avanzado por la ausencia de sintomas en el inicio de la
enfermedad, lo que ensombrece el prondstico en gran medida (3), mientras que en
aquellos en los que se alcanza el diagndstico en estadios iniciales, el prondstico mejora de
forma sustancial. A pesar de los recientes avances terapéuticos en este campo, las tasas
de supervivencia a los cinco afios no alcanzan el 16%, y sélo un 5% en estadios avanzados
(25). Por tanto, la prevencion basada en el diagndstico precoz y disminucién de los
factores de riesgo que predispongan al CP son a dia de hoy la estrategia mas util para
reducir la mortalidad por esta patologia, por la relacién directa entre tamano del tumory
supervivencia en cancer de pulmon de células no pequenas (CPNCP). Los datos en cuanto
a cancer de pulmén de células pequenas (CPCP) son mas limitados, pero igualmente

indican que el diagnéstico en estadios iniciales mejora el prondstico (26).

2.1.2. Factores de riesgo

La Los factores de riesgo asociados al cancer de pulmén son los siguientes:
B Factores genéticos y fisiopatoldgicos del cancer. En base al conocimiento de que
todos los tumores, entre ellos el CP, son causados por anormalidades en la secuencia o
expresion del ADN, se han realizado multiples estudios en este campo con el fin de
anticipar el comportamiento futuro y la prevencion de diferentes neoplasias. El
caracter hereditario del CP ha sido claramente establecida en numerosos estudios,

Czene et al. (27) estiman que se encuentra en torno al 8%. Yang et al. (28) contindan
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esta linea desarrollando los llamados GWAS (Genome-wide Association Study), que
utilizan un mapeo del genoma humano con técnicas de halotipado y genotipado. Ello
permite establecer una estrecha relacion entre determinadas regiones de cromosomas
con el consumo de cigarrillos y la aparicion de CP, y por otra parte, con la
susceptibilidad genética propia de cada individuo de padecer CP. También permite
relacionar la presencia de patologias respiratorias cronicas como la EPOC (Enfermedad

Pulmonar Obstructiva Crdnica) con el desarrollo de CP (28).

Ya sea de forma esporadica o hereditaria, la mayoria de los tipos de cancer
derivan en ultima instancia de aquellas células individuales que han sido objeto de una
reprogramaciéon bioquimica irreversible. Los fenotipos adquiridos por los clones de
células transformadas desarrollan unas caracteristicas especificas que hacen que las
vias intrinsecas encargadas del control de crecimiento celular se puedan ver alteradas
o inhibidas. Para que esto ocurra, las necesidades energéticas aumentan en gran
medida, acelerando la sintesis de ATP para todos los procesos relacionados con el

crecimiento y la invasidon por parte del tumor.

La complejidad de la respuesta del sistema se incrementa por la distribucién no
homogénea de las alteraciones a nivel celular en el propio tumor. Las células situadas
en el centro de la masa tumoral en condiciones de anoxia presentan una conducta
diferente a aquellas que estdn en la periferia, de forma que su comportamiento,
aerdbico o anaerdbico va a depender de su ubicacion. Dentro de un tumor, la
poblacién celular mixta de células hipdxicas y norméxicas intercambian metabolitos
entre si estableciendo una red de vias complementarias (29). Es muy importante el

estudio detallado del ciclo de Krebs y sus componentes metabdlicos y enzimaticos con
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el fin de encontrar la forma de frenar los procesos de obtencidon de energia en el
cancer. En la figura 3 aparece representado el ciclo de Krebs y las vias metabdlicas

implicadas en éste, asi como los sustratos necesarios para la obtencidn de energia.
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Figura 3: Representacion del ciclo de Krebs y las diferentes vias metabdlicas
involucradas en el mismo.

Ya en 1942, Warburg, atendiendo a esto, se dedicé al estudio las vias energéticas
asociadas a los procesos cancerosos. Debido a la elevada tasa de proliferacion celular
presente en el cancer, es necesaria la activacion de diferentes vias, las cuales no estan
activas en situaciones normales. Warburg (30) establece que las células cancerosas

tienden a fermentar la glucosa a lactato a pesar de la presencia de oxigeno, es decir, no
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realizan la fosforilacion oxidativa mitocondrial como cabria esperar. Una de las
explicaciones mads probables es que las células cancerosas usan la forma menos eficiente
de produccion de ATP para la proliferacion celular y evitan que la tasa de ATP/ADP sea
alta y bloquee la produccién de Acetyl CoA. Sabiendo que las dos principales fuentes de
carbono y nitrégeno de las células son la glucosa y la glutamina, el llamado “Efecto
Warburg” (31) establece que el 90% de la glucosa y el 60% de la glutamina fermenta a
lactato en los procesos tumorales. Muchos oncogenes, entre los que se pueden citar el c-
MYC y el Ras, han sido identificados como promotores de enzimas implicadas en
diferentes vias metabdlicas, y reguladores de la glucolisis en la fosforilacion mitocondrial
(32). En estas dos vias también participan inhibidores de la histona deacetilasa (HDACIs),
butirato de sodio y trichostatin. En un estudio realizado en 2011, se demuestra el cambio
en el metabolismo de la energia originado por la activacion de los sistemas

mitocondriales y el metabolismo oxidativo en células tumorales de pulmdn (H460) (33).

A pesar del gran incremento de la glucdlisis en muchas células cancerosas, este
proceso por si solo no es suficiente para proporcionar los precursores necesarios para el
metabolismo anabdlico, los cuales deben ser suministrados por procesos metabdlicos
adicionales. Varios de los metabolitos intermediarios del ciclo de Krebs, citrato,
oxalacetato, y a-cetoglutarato son precursores en la biosintesis de acidos grasos, acidos
nucleicos, proteinas (34), y en ultimo lugar para los requerimientos energéticos celulares.
Como algunos de estos metabolitos (por ejemplo, oxalacetato y a-cetoglutarato) se
mantienen en concentraciones celulares bajas, deben ser repuestos a través de las
llamadas reacciones anaplerdticas, lo que permite el mantenimiento constante de las

reacciones que se producen en el ciclo de Krebs. Las dos principales vias anapleréticas
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implican carboxilaciéon de piruvato y glutaminolisis (35). Un aumento de la glucolisis
conlleva un incremento de la formacidn de piruvato que serd transformado en lactato por
la accion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), o introducido en el citosol
mitocondrial para la sintesis de acetil-CoA por la accién de la piruvato deshidrogenasa
(PDH). En ambientes hipdxicos, y con la mediacién de oncogenes como el Ras o HER2, que
permiten la sobre-regulacion de la piruvato-deshidrogenasa-Kinasa-1 (PDK-1), se inactiva
la accion de la PDH evitando de este modo la conversidn de piruvato a acetil-CoA vy
fomentando su paso a lactato (32). Por otro lado, en la glutaminolisis, el paso de la
glutamina a glutamato (sustrato para el ciclo de Krebs) por la accién de la glutaminasa
juega un papel importante en el crecimiento tumoral en diferentes tipos de cancer,
favorecida también por la accidon de determinados oncogenes (36). En la figura 4 aparece
de forma simplificada las dos vias de mayor relevancia implicadas en la produccion de
energia en los procesos tumorales. Se observa de forma grafica como la glucosa vy la

glutamina son transportadas a través de la membrana celular.
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La deteccidn de metabolitos alterados en relacion con algunas de las vias implicadas en
el proceso del cancer de pulmdn es lo que cabria esperar inicialmente en nuestro estudio,

y en un futuro detectar cual de ellos es util como biomarcador precoz del CP.

B Factores ambientales. Entre los factores ambientales que predisponen al
desarrollo de CP cabe destacar el hdbito tabaquico, al que se atribuye del 85 al 90% de
todos los casos (37). Existe informacidn ampliamente detallada en la literatura a cerca
del tabaco como factor de riesgo para la aparicion de CP (38), considerandose el
consumo de éste como la principal causa evitable de cancer. De los mas de 7.000
compuestos en el humo del cigarrillo, al menos 60 son carcindgenos conocidos (39).
Muchos aspectos del consumo de tabaco influyen en el riesgo de cancer de pulmodn:
duracién del habito, intensidad, profundidad de la inhalacién o tipo de tabaco
consumido (40). Sabemos que la duracion del habito tiene mayor influencia que la
intensidad (41); asi pues, una persona que haya fumado un paquete diario durante 20
afos tendrd menos riesgo de padecer CP que una persona que haya fumado medio
paquete durante 40 anos, habiendo fumado ambos 20 paquetes-afio. Ademas de
aumentar la predisposicion a padecer diversos tipos de tumores, entre ellos el CP,
varios estudios han demostrado que el tabaco disminuye la supervivencia, la calidad de
vida, perjudica la cicatrizacién de heridas, aumenta la recurrencia y disminuye la
supervivencia en pacientes con cdnceres en los que existe una relaciéon bien
establecida con el tabaco (42). También se relaciona el tabaco con el diagndstico de
procesos cancerosos en estadios mas avanzados y a edades mads jévenes, con una
disminucion en el cumplimiento terapéutico, disminucion de la calidad de vida y mayor

riesgo de desarrollar un segundo proceso oncolégico (43),(44).



Introduccion

( )

v' EI 80% - 90% de todos los CP se pueden relacionar con el consumo de
cigarrillos.

v' Sélo el 10% - 15% de los fumadores desarrollan cancer de pulmon.

v' El 10% -15% de todos los CP, se presenta entre los no fumadores (48).

\_

Comparando fumadores y no fumadores, los primeros presentan 23 veces mas
probabilidades de desarrollar patologia cancerigena que los no fumadores: el
porcentaje de muertes atribuidas al habito tabaquico en pacientes con CP es del 90%
para varones y 80% para mujeres (45). En un estudio publicado en 2007 por Bayant y
Cerfolio a cerca de las caracteristicas y supervivencia en pacientes con cancer de
pulmén de células no pequefias (CPNCP) en fumadores con respecto a no fumadores,
observaron que en estadios iniciales (I y Il) el prondstico es peor en fumadores que en

no fumadores (46).

Todo lo anterior lo sustentan las bases fisiopatoldgicas ya conocidas y relacionadas
con el tabaco. Una vez se inicia el metabolismo de la nicotina, se producen varias vias
de conversion quimica que originan diferentes productos intermedios, algunos de los
cuales presentan un importante papel en la carcinogénesis (entendiendo esta como la
acumulacién progresiva de alteraciones genéticas y epigenéticas que ocasionan, en
consecuencia alteraciones morfoldgicas, pre-invasivas e incluso invasivas). En el
siguiente esquema se observan metabolitos de la nicotina que se relacionan con la

produccién de tumores (figura 5).
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Figura 5: Nicotina y metabolitos asociados con la produccién de tumores.
NNAL: 4(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol, NNK: 4 -
(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone, NNN: N'-nitrosonornicotine, NNO:
Nicotine-N-oxide.

Los efectos de la nicotina se producen a través de la activacion de receptores
nicotinicos y beta adrenérgicos (causada principalmente por el 4-(methylnitrosamino)-
1-(3-pyridyl)-1-butanone —NNK-) que conducen a la activacién de diferentes vias que
favorecen el incremento de la de angiogénesis y produccidn de factores de crecimiento
tumoral, migracion, proliferacidn e invasion de células tumorales entre otros efectos.
La nicotina y sus metabolitos pueden promover la progresidon del tumor a través de la
modulacidon de sefiales oncogénicas en los tejidos tanto cancerosos como no
cancerosos (47). Un ejemplo de ello es su accién sobre la actividad del citocromo P450-
isoenzima 1A1, que aumenta varias veces en el cancer de pulmén debido al consumo
de tabaco (48), e incluso se ha relacionado con el paso del Polycyclic aromatic
Hidrocarbon phenanthrene (PAH) a metabolitos activos, lo que podria participar en la
carcinogénesis directamente (49). En la actualidad se esta potenciando la busqueda de
biomarcadores (BM) en diferentes muestras bioldgicas que puedan relacionarse con el

CP en pacientes expuestos a los efectos de la nicotina, como veremos mas adelante.
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Ademas de lo anterior, el tabaco es una fuente de oxidantes exdgena que conduce
cuando el habito es continuado, a una inflamacidon crénica de la via aérea con
acumulacién y activacidon de leucocitos, que conllevan un aumento de los niveles de
Metabolitos Reactivos del Oxigeno (ROMs) y de oéxido nitrico. Un balance negativo
entre los mecanismos antioxidantes encargados de la proteccién del tejido pulmonar
(un ejemplo de ello, la sobreexpresién de la enzima superdxido dismutasa) y los ROMs
puede conducir a un aumento del estrés oxidativo en el tejido pulmonar. Medir los

ROMs puede resultar complicado debido a su corta vida media.
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Figura 6: Componentes del tabaco y sus metabolitos (51). HBMA, 4-hydroxybut-2-
yl mercapturic acid; 3-HC, trans-3'-hydroxycotinine; HEMA, 2-hydroxyethyl
mercapturic acid; HPMA, 3-hydroxypropyl mercapturic acid; MHBMA,
monohydroxybutyl mercapturic acid; SPMA, S-phenyl mercapturic acid; TSNA, tobacco-
specific nitrosamines; VOC, volatile organic compounds.

En el estudio de Okur et al. (50), usando el método de quimioluminiscencia han
conseguido determinar la concentracion de algunos ROMs que podrian tener un papel
en la carcinogénesis. Hacen referencia a que un aumento en tumores de la
concentracion de incremento de

lucigenina conduce al radicales superdxido,

aumentando la isquemia tisular. Por otro lado, el luminol, relacionado con la presencia
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de inflamacién, aumenta también significativamente en los tejidos cancerosos en
comparacion con tejido pulmonar sano. El mayor aumento de la concentracién de
lucigenina en comparaciéon con luminol demuestra que la isquemia tisular podria ser
mas importante que la inflamacidon para el desarrollo de CP. En la figura 6 se
representan los diferentes componentes del tabaco y sus metabolitos, considerados
como posibles BM en procesos cancerosos (51). Mas adelante trataremos sobre este

punto de forma mas detallada.

2.1.3. Métodos de cribado actuales.

Con el objeto de minimizar al maximo el impacto del CP en nuestra sociedad,
ademas de evitar todos aquellos agentes que puedan contribuir o potenciar su aparicion
(en particular el tabaco), se vienen realizando en los ultimos cincuenta afios diversos
intentos de cribado de esta patologia para conseguir un diagndstico precoz, y por tanto
mejorar la supervivencia. A dia de hoy la Unica terapia potencialmente curativa en CP es
la reseccion quirldrgica en un estadio temprano de la enfermedad, de ahi la importancia
de un diagndstico precoz. Las técnicas diagndsticas mas utilizadas para el CP se comentan

a continuacion:

B Técnicas de imagen. Algunos de estos intentos se han basado en la
radiografia de torax (RX), la tomografia computarizada (TC), la endoscopia de
fluorescencia y la TC en espiral de baja dosis de radiacién (siglas en ingles
LDCT). No fue hasta la publicacién por parte del National Lung Screening Trial
(NLST), en la que mediante el uso del TC a baja dosis de radiacién como método
de cribado, observaron una reduccion de la mortalidad. Se comentan a

continuacion las técnicas de imagen utilizadas con el fin de cribado del CP:
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Radiografia de térax: EL primer ensayo realizado para screening de CP con RX
fue realizado en el Reino Unido y publicado en 1968. El estudio superaba los
25.000 pacientes. Los resultados en cuanto a reduccion de mortalidad por CP
no fueron significativos (7). Posteriormente el Prostate, Lung, Colorectal and
Ovarian Cancer Screening Trial (52), tras un estudio en el que realizan un
cribado con radiografia de térax (4 rondas anuales), y comparan con un grupo
control en el que no se realiza cribado, tampoco observaron reduccién de la

mortalidad por cdncer de pulmén en el grupo sometido a control por RX.

Tomografia computarizada (TC): En 1999 la Early Lung Cancer Action propuso
un modelo de diagndstico precoz basado en el cribado mediante LDCT, que
generd en sumomento interés y controversia por la diferencia poco clara entre
el riesgo y el beneficio, aunque si hay que destacar que la sensibilidad era
considerablemente mayor a la obtenida con radiografia de térax simple
(4),(53). En un estudio de seguimiento por LDCT, con mdas de 3.600 individuos
fumadores de alto riesgo, el 2,2% fueron diagnosticados de CP primario en los 3
primeros anos del estudio. Sin embargo el 40,6% de los participantes tenian un
nddulo pulmonar solitario (NPS) detectado por TC o PET, sin llegar finalmente al
diagndstico de CP en todos ellos. Posteriormente, y en base a este hallazgo, el
NLST hizo publico un informe inicial en el que se lograba una reduccién de la
mortalidad del 20% con el uso de LDCT como método de screening. Sin
embargo, en sujetos con TC positivo para nddulo pulmonar, el 96,4%
constituian falsos positivos (4). Estos resultados han sido los primeros en
mostrar una mayor supervivencia de los pacientes cribados con LDCT frente a la

radiografia de térax (4), (52). Partiendo de estos datos, el American College of
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Chest Physicians y la Sociedad Americana de Oncologia Clinica ha creado una
guia de practica clinica para el cdncer de pulmdn en la que incluye la LDCT
como método de cribado (tabla 1) (54). En la ultima revision Cochrane
publicada a cerca del cribaje del CP (55) hacen una exhaustiva recopilacién de
los avances en los ultimos afios, incluyendo neuve ensayos con un total de
453.965 sujetos, entre fumadores, no fumadores y ex fumadores. En primer
lugar, se observd que no hay reduccion en el diagndstico anual de casos de CP
en aquellos pacientes sometidos a estudio con radiografia de térax (RX). Sin
embargo en un cribado con RX utilizando diferentes frecuencias de equipos de
rayos X, y variaciones en el numero de estudios realizados, se comprobd la
existencia de un aumento relativo del 11% para CP en comparaciéon con
aquellos a los que se realizaba el cribado con menor frecuencia. Se detecté asi
mismo una menor mortalidad por CP en la combinacion de RX y citologia de
esputo en comparaciéon con RX solo, pero estos resultados no alcanzaron la
significacién estadistica. Comparando el cribado anual TC de baja dosis con una
evaluacidon anual de la radiografia de toérax, el riesgo relativo de muerte por
cancer de pulmén se redujo significativamente en el grupo de TC de baja dosis.
A pesar de estos resultados, los autores de esta extensa revision concluyen que
no existe evidencia en cuanto al uso de RX o citologia de esputo para la
deteccion del cancer de pulmén, mientras que el uso actual de LDCT como
método de cribado se asocia con una reduccién de la mortalidad en pacientes
fumadores. Estos datos son insuficientes para establecer a dia de hoy una
relacion coste beneficio (56),(57), y se continlan planteando estrategias

globales y fases para desarrollo de programas de cribado, propuestas por el
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American Collage of Chest Physicians/American Thoracic Society, que incluyen

la fase de planificacion, implementacidon y mantenimiento (5). En base a este

protocolo, han sido valorado los costes personales e infraestructura necesaria,

aunque sin enunciar de forma clara el coste global del procedimiento (6).

Tabla 1. Recomendaciones del American College of Chest Physicians y el American
Society of Clinical Oncology sobre el papel del LDCT en el cribado del CP (54).

Recomendacion 1

B Mas de dos cribados anuales con
radiografia de térax en fumadores y
ex fumadores desde hace 15 afios o
menos.

B Edad entre 55 y 74 aiios que
hayan fumado 30 paquetes-afio o
mas.

(grado de recomendacion: 2B)

Recomendacion 2

B El cribado con LDCT no debe
realizarse en aquellos individuos con un
consumo acumulado de tabaco de menos
de 30 paquetes-afio.

B No realizar en menores de 55 afos
o0 mayores de 74 afios,

B No para ex fumadores de mas de 15
afios o individuos con comorbilidades
graves que impidan un tratamiento
potencialmente curativo.

(grado de recomendacion: 2C)

En Espaia, el estudio P-IELCAP (58) liderado por el equipo de la Clinica

Universidad de Navarra, ha presentado los resultado del programa de cribado de

cancer de pulmdn a nivel nacional con el uso de TBDR (TC a bajas dosis de radiacidn, en

inglés LDCT). El estudio cuenta con un total de 2.989 sujetos, entre los que se

detectaron 53 pacientes con CP, de ellos un 55% con diagndstico definitivo de

adenocarcinoma (mas de un tercio de ellos presentaron un componente in situ),

seguidos por un 22% de carcinoma epidermoide. El 82% se encontraban en una fase

precoz de la enfermedad (estadio | y II) y el 7% en un estadio IV. A pesar de las

limitaciones contempladas en este estudio (corresponde a un ensayo de cribado
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monocéntrico y la adherencia en sucesivas rondas fue sélo de un 56%), los resultados

obtenidos fueron comparables a los del resto de Europa.

El grupo de Ruano-Ravina (59), al igual que otros autores como Bach (54),
cuestionan algunos aspectos respecto a la validez de estos métodos y su generalizaciéon
a toda la poblacion. Plantean interrogantes en torno a si el cribado del CP ha
demostrado una reduccién de la estadificacion tras una primera ronda en aquellos
casos sometidos a pruebas de imagen (RX y LDCT). En esta linea el NLST detecta un
ligero aumento en los estadios IA y IB en la segunda y tercera ronda, y un ligero
descenso en los estadios Il y IV en la tercera ronda si se compara con la ronda inicial
(4). Estos resultados son superponibles a los de otros grupos como el de Wilson (60),
que no encuentran el descenso esperado en la estadificacion de los pacientes que
acuden a rondas de cribado consecutivas. Esta observacion es compatible con la
hipdtesis de Bach de un modelo bipartito para el cadncer de pulmdn, en el que algunos
tumores pulmonares crecen rapidamente y son muy agresivos, mientras que otros
crecen a un ritmo mas lento (61). Por otro lado Ruano-Ravina et al. (59) asi como el
grupo de Brodersen (62), evalian en sus respectivas publicaciones otros componentes
diferentes a los mencionados en el proceso de cribado del CP no menos importantes,
como la repercusiéon de los falsos positivos en los pacientes; si el cribado con LDCT
aumenta el riesgo de CP por radiacidn; y el impacto econdmico. Todos y cada uno de
estos planteamientos ponen de manifiesto muchas limitaciones en cuanto al cribado
(un valor predictivo positivo extremadamente bajo; exposicion a tratamientos
innecesarios y nocivos dado el elevado numero de falsos positivos que pueden causar
incluso la muerte, y por supuesto, las muertes evitadas deberian contraponerse con

los efectos de la radiacidon, mas la ansiedad, las cirugias innecesarias y los costes
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directos e indirectos). Como conclusiéon, los autores de estas revisiones no
recomiendan el cribado del CP con LDCT por el escaso beneficio existente a dia de hoy
siendo mayor el nimero de perjudicados que beneficiados en la actualidad (59).
Recientemente se ha publicado un estudio en el Reino Unido que evalua la efectividad
del cribado con TC a bajas dosis de radiacién en una poblaciéon seleccionada, asi como
el coste-efectividad de esta intervencion. Los resultados de este trabajo ponen de
manifiesto, una vez mas, que es posible detectar el cancer de pulmdn en una etapa
temprana, con la posibilida de un tratamiento potencialmente curativo en mas de 80%
de los casos. El andlisis econdmico sugiere que la intervenciéon seria rentable, aunque

esto debe ser confirmado con datos sobre reduccion de la mortalidad (63).

B Técnicas endoscopicas. A nivel macroscopico se han realizado en el ambito de la
investigacidn avances recientes que permiten a los broncoscopistas la evaluaciéon de la
via aérea con técnicas de imagen de alta resolucion que hacen posible, en casos
determinados (sobre todo en grandes fumadores) la deteccién de metaplasia o
displasia escamosa que puede llevar a la aparicidn de carcinoma in situ e incluso,
progresar a un cancer invasivo. La deteccidon precoz y tratamiento de estas lesiones es

de vital importancia. Algunas de las técnicas desarrolladas son las siguientes:

— EBUS (Endobronchial Ultrasonography): es una técnica que combina la
fibrobroncoscopia tradicional con la ecografia (el broncoscopio flexible
presenta un transductor ecografico convexo en su punta), de forma que
permite obtener imdgenes ecograficas de las estructuras que se encuentran en

contacto con la pared bronquial, especialmente ganglios linfaticos
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mediastinicos, y realizar puncién dirigida con la obtencidn de material para

diagnéstico.

ECS; Olympus Medical System Corp: sistema de endocitoscopia. Técnica de
imagen endoscopica a tiempo real que permite el diagndstico in vivo de

patrones celulares con crecimiento anémalo (64).

AFB (Autoflorescence bronchoscopy): aumenta la sensibilidad para la deteccién
de lesiones pre-invasivas en la via aérea central mediante el uso de una luz

basada en autofluorescencia.

WLB (White-Light Bronchoscopy): sensible para la deteccion de lesiones a nivel

de la mucosa, aunque con menor sensibilidad que el anterior.

OCT (Optical Coherence Tomography): es un método de imagen dptica que
utiliza propiedades de las ondas de luz en lugar de ondas de sonido (65),
poniendo de manifiesto lesiones en la mucosa bronquial que se muestran como

irregularidades a nivel subepitelial.

LRS (Laser Raman Spectroscopy): basada en el uso del “efecto Raman”, que
consiste en captar huellas moleculares especificas que podrian aportar
informacién bioquimica a cerca de alteraciones tisulares. Un estudio piloto
reciente ha mostrado que el andlisis con LRS junto con broncoscopia de
autofluorescencia reduce el numero de falsos positivos y aumenta la

sensibilidad y especificidad (65).

HMB (High-Magnification Bronchovideoscopy): sistema disefiado para mejorar

la visidn directa con luz blanca y detectar lesiones en la mucosa.
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— NBI (Narrow-Band Imaging): tecnologia 6ptica basada en el uso de diferentes
ondas del luz entre verde y azul que permite la visualizacion de estructuras
microvasculares a nivel de la mucosa y submucosa gracias a una absorcién

caracteristica de la hemoglobina a esta longitud de onda especifica.

La innovacion que introducen estas técnicas unida a los cambios que se producen
en un tejido por la invasion de células neopldsicas (mayor actividad metabdlica e
hipervascularizaciéon entre otros) hacen que el uso individual y en algunos casos
combinado, de estas herramientas pueda llegar a ser de gran utilidad para el diagndstico

de lesiones pre-invasivas o invasivas en estadios tempranos de la enfermedad (11).

2.1.4. Biomarcadores en el cancer de pulmon.

Una alternativa al uso de técnicas de imagen es el estudio de los cambios
metabdlicos que se producen en el organismo con la aparicién de procesos oncolégicos.
Ello puede conducir al establecimiento de biomarcadores metabdlicos que marquen la
incidencia de estas patologias y de su estadiaje. La busqueda de biomarcadores asociados
a patologias en diferentes fluidos bioldgicos y tejidos es en la actualidad una de las lineas
de trabajo de mayor interés en medicina, tanto para su uso como marcadores de cribado,
como para valoracidn pronostica y de eficiencia de las medidas terapéuticas.

Existen mas de 2.000 farmacos aprobados para el tratamiento del cancer por la
Food and Droug Administration (FDA), pero no llegan a 30 los biomarcadores (BM) usados
para el diagndstico, seguimiento y prondstico. Solo un limitado numero de BM poco
desarrollados que incluyen CA-125, CEA, TPA, KLKB1 y NSE entre otros (tabla 2) son

considerados en estos momentos (66),(67).
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Tabla 2. Biomarcadores en sangre (67).

NOMBRE MUESTRA REFERENCIA

Oncogén sobre
expresado

CPNCP
(AdenoCA)

Proteina oncofetal Suero

Proteinas
relacionadas
conla
respuesta
inmune o
inflamatoria

Producto del gen
MUC16

74% CPCP Enzima glicolitica (76),(77)

Otros sobre

expresados

CPNCP: Cancer de pulmdn de células no pequeias. CPCP: Cancer de pulmon de Células pequefias. AdenoCA:
Adenocarcinoma. BAL: Lavado broncoalveolar. CA-125: Antigeno cancer 125. CEA: Antigeno
carcinoembrionario. Cyfra 21.1: fragmento 19 de citoqueratina. hnRNP: Particula de ribonucleoproteina
heterogénea. KLKB1: calcreina plasmatica. NSE: enolasa neuro especifica. Pro-GRP: péptido liberador de
progastrina.

Sin embargo, la sensibilidad de estos marcadores en suero no es demasiado alta:
CEA (antigeno carcinoembrionario), perteneciente a la familia de las glicoproteinas de
membrana celular e importante marcador tumoral en determinados tipos de tumores,
gue muestra expresion y funciones variables en tejido sano y tumoral (68), presenta una
sensibilidad cercana al 33% en para adenocarcinoma; CYFRA 21.1 (fragmento de

citoqueratina 19), citoqueratina perteneciente a una familia de proteinas del
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citoesqueletico, liberado al citosol debido a la lisis celular o necrosis tumoral, presenta
una sensibilidad del 72% en carcinoma epidermoide; En cuanto al NSE (Neuronal-Specific
Enolase), forma neuronal de al enolasa intracioplasmatica glucolitica, presente en células
del tejido cerebral, células neuroendocrinas y de tumores neuroendocrinos incluyendo el

CPCP. Para éste ultimo la sensibilidad puede alcanzar hasta el 90% (12),(13), (69).

El estudio de Bigbee et al. (15), sobre el uso conjunto de biomarcadores séricos
conocidos en procesos cancerosos (Cyfra 21.1, Prolactina, Amyloide A, y otros), y la
realizacion de LCDT, demuestra que se pueden mejorar los resultados en la deteccidon
precoz del cancer de pulmén y la interpretacion de nédulos pulmonares indeterminados
detectados en las pruebas de imagen. Este estudio marca una diferencia clara con
respecto a lo publicado hasta el momento ya que plantea el uso conjunto de estos dos
métodos de cribado como pruebas complementarias. Sobre esta base se ha retomado la
idea de informacion global mediante el uso de las metodologias dmicas, y en particular la

metaboldmica.

B Marcadores epigenéticos. Las alteraciones en las vias moleculares que
conducen al cancer de pulmén, (incluyendo las modificaciones epigenéticas),
pueden proporcionar biomarcadores para ayudar a abordar esta importante
necesidad clinica insatisfecha. Los cambios epigenéticos, que se definen como
los cambios heredables en la expresidon génica que no alteran la secuencia
primaria del ADN, y entre los que encontramos la metilacién del ADN gendmico
(principalmente en los dinucledtidos CpG) o las modificaciones post
translacionales de las histonas, son uno de los distintivos del cancer y se

presentan con frecuencia en todos los tipos de neoplasias. Estas modificaciones
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representan una rica fuente de biomarcadores que pueden aplicarse a la
practica clinica. En este sentido se describen los ultimos avances en el
descubrimiento de biomarcadores epigenéticos en el cdncer de pulmdn,
especificamente aquellos que resultan en la metilacion del ADN en
dinucledtidos CpG (82). El grupo de Sozzi (83) ha realizado un estudio basado
en la medicion de ADN circulante mediante PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa) y técnicas de imagen mediante LDCT en pacientes fumadores de
mas de 50 afios, comprobando que los niveles de ADN circulante aumentan en
aquellos pacientes con CP de mayor agresividad. Otros autores afirman que el

aumento de ADN circulante no es especifico del cancer de pulmén (84).

Segln Xiang et al. (85), el CP en etapas tempranas estudiado mediante DCS

(Differential Scanning Calorimetry), puede tener caracteristicas térmicas a nivel de las

proteinas plasmaticas que confieren un perfil que podria ser atil como BM para su

diagnéstico.

MicroARN exosomal. Ratajczak et al. (86) mostraron que la transferencia
horizontal de exosomas asociados a ARNm puede desempenar un papel clave
en la transduccién de sefiales que conduce a la proliferacién celular. Rabinowits
et al. (87) disefid un estudio de casos y controles con 27 pacientes en diferentes
etapas con diagndstico de adenocarcinoma de pulmdn, y 9 controles sanos y
evaluaron la concentracion de los exosomas y microARN. La concentracion
media de microARN era 2,3 veces mayor en el grupo de adenocarcinoma de
pulmén en comparacién con el grupo de control. El estudio concluye que este
podria ser un marcador util para el diagnéstico precoz del CP. En esta misma

linea, para el estudio de microARNs se han venido realizando multiples estudios
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con el fin de encontrar una herramienta diagndstica que permita el uso del
mismo en el algoritmo para la deteccidén precoz del CP. El sistema miRview®
mide la expresion del miRNA (microARNs) hsa-miR-205 usando técnicas de RT-
PCR cuantitativa que permitiria el diagndstico diferencial entre CP epidermoide
y no epidermoide con una sensibilidad mayor del 96% y una especificidad del
90 al 100%. Esta técnica cuantifica la cantidad de ADN o ARN de un
determinado gen, asi como los miARNs, que son ARNs no codificantes de una
longitud entre 21 y 25 nucledtidos que tienen la capacidad de regular la
expresion de otros genes mediante diversos procesos. A su vez, también estdn
implicados en la diferenciacién tisular durante el desarrollo normal de la
tumorogénesis (88),(89),(90).

Dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD). Ademas de las funciones descritas
para el microARN, Hirota et al. (91) postula que se puede ayudar a prever la
respuesta a ciertas terapias establecidas en la actualidad para el cancer de
pulmdn. Segun este autor, la expresion del gen de la DPD se correlaciona en los
tumores con una mayor sensibilidad a 5-fluoracilo (5-FU), quimioterdpico usado
en CP.

Sensor nanospore. Es una técnica cuantitativa muy sensible para la deteccién y
analisis de macromoléculas. La deteccién de microARN mediante la utilizacion
de estas técnicas moleculares altamente sensibles, como la espectroscopia de
fluorescencia y nanoparticulas mostrd gran potencial para el diagndstico clinico
en la deteccién temprana del cancer y la vigilancia de respuesta al tratamiento

(92).
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— Isocitrato Deshidrogenasa 1 (IDH1). En un estudio publicado en 2012 se
comprobé que la IDH1 estd presente en niveles elevados en tejidos tumorales
en comparaciéon con tejidos normales (93). Esto sugiere que los niveles
plasmdticos de esta proteina podrian ser utiles como BM diagndsticos en
pacientes con CPNCP. Las hipdtesis formuladas son, por un lado que IDH1
podria ser secretada extracelularmente bajo circunstancias excepcionales, o
liberada en la sangre por células dafiadas o muertas. En un estudio posterior se
compard la eficacia diagndstica de esta proteina con marcadores séricos
previamente estudiados (CEA, Ca-125 y CYFRA 21.1), concluyendo que el IDH1
podria ser usada como un BM plasmatico para el diagndstico de CPNCP,
particularmente en adenocarcinoma con relativa alta sensibilidad vy
especificidad.

— Telomerasa. Los niveles de actividad de la telomerasa se incrementan de forma
gradual desde etapas tempranas de la tumorogénesis siendo detectables
incluso antes que las manifestaciones clinicas del cancer, lo que sugiere que
podria ser un BM util para su deteccion precoz (94). Miyazu et al. (95), evaluéd la
expresidon de la telomerasa en el epitelio bronquial normal en 206 individuos
con alto riesgo de desarrollar CP. Se observaron 15 lesiones en 12 pacientes. De
estas 15 lesiones, en 11 de ellas la expresidon de la telomerasa fue negativa, y
no desarrollaron cdncer, mientras que en las cuatro restantes, en las que si fue

significativa la expresidn, la lesién progresd a CP.

Existen otros BM séricos como el LungX (lung-specific X protein), gen especifico

pulmonar identificado en 2001 (96). Mitas et al. (97), observaron que el LungX mRNA
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estaba sobreexpresado en 14 de 24 (58%) muestra sanguineas de pacientes con CPNCP;
CYFRA 21.1, como se ha mencionado anteriormente, es una molécula ampliamente
estudiada, que se sobreexpresa segln un estudio realizado por Sarwar en 1994, en el 86%
de los casos de cancer, especialmente en CP (98). Unos niveles elevados de bilirrubina
cuantificada en suero por andlisis de rutina parece estar asociada, segun algunos autores
(99), (100), con bajo riesgo de enfermedades respiratorias y cancer de pulmén, debido
principalmente a sus propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias. Posteriormente,
sucesivos estudios han relacionado sus niveles en sangre con el riesgo de desarrollar CP
en pacientes fumadores y no fumadores, estableciendo que con niveles bajos de este
biomarcador, el riesgo de presentar CP aumenta (101). Esta idea sigue en desarrollo con

resultados prometedores.

Existen estudios enfocados a la revaloracién de tratamientos oncolégicos realizados
en los ultimos anos en el ambito genético y que han aportado grandes avances en cuanto
al tratamiento de los pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias en estadio
avanzado. Un ejemplo de ello es el uso de inhibidores de la tirosin quinasa en aquellos
pacientes portadores de mutaciones del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), presente en el 10-15% de pacientes con CPNCP. Esta subpoblacion de pacientes
presenta caracteristicas clinicas y de respuesta al tratamiento diferente a los que no
presentan dichas mutaciones. De igual forma los pacientes con reordenamientos del gen
de la quinasa del linfoma anapldsico (ALK), pueden recibir un tratamiento especifico
(102). Estos avances suponen mayor calidad de vida y supervivencia libre de progresion

que con la quimioterapia convencional (103).
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Aunque en general los resultados son muy alentadores no se puede afirmar la

validez de ninguno de los BM mencionados para la deteccién precoz del CP (7).

2.2. APLICACION DE LA METABOLOMICA AL ESTUDIO DEL
CANCER DE PULMON.

2.2.1. Introduccion a la metabolémica
Como un paso mas en la busqueda de un biomarcador util para el cribado del
cancer de pulmodn se han venido potenciando las llamadas metodologias dmicas, entre las

gue se encuentra la metaboldmica.

Nicholson et al. (104) en 1999 definen el término de “metabondmica”,
diferencidandolo de metabolémica. Entienden metabondémica como la medida cuantitativa
de la respuesta metabdlica dindmica multiparamétrica de los sistemas vivos a un
estimiulo patofisioldgico o a una modificacidn genética, mientras que la metabolémica se
define como la medida de todos los metabolitos en una muestra bioldgica. La figura 7
muestra la cascada de dmicas: la transcriptdmica y la gendmica permiten la secuenciacion
eficiente de genomas completos. El estudio de polimorfismos es de gran importancia en
toxicologia y puede explicar susceptibilidades, pero las alteraciones en los genes no
siempre producen efectos adversos en la salud. Por otro lado, las modificaciones post-
translacionales, como la fosforilacién y glicosilacion de proteinas, determinan su funcion y
muchos factores ambientales o multigénicos (como la edad, enfermedad, etc.) no pueden
explicarse con la gendmica; La protedmica permite la identificacion de importantes
funciones de las proteinas en la homeostais celular y en su analisis cuantitativo,
presentando a las proteinas como importantes biomarcadores, no obstante, es preciso

conocer que existe una gran cantidad de proteinas y modificadores post-
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transduccionales, haciendo que no todas pueden ser identificadas en una muestra.
Finalmente, la metabolémica, permite obtener una visién representativa del sistema
biolégico estudiado, proporcionando la medida de cientos de metabolitos en cultivos
celulares in vitro, en tejidos in vivo e incluso en muestras no invasivas como la orina o la
sangre.

La metaboldmica aporta tres enfoques complementarios: (I) la obtencion de perfiles
metaboldmicos o “metabolic profiling”, mediante el analisis cuantitativo de un conjunto
de metabolitos en una via bioquimica concreta, lo que permite la construcciéon de bases
de datos utiles que podran ser integradas con otros mapas o vias ya conocidas en bases
de datos globales; (ll) las huellas metabolémicas o “metabolomic fingerprinting”, que
cambian en respuesta a una enfermedad, alteraciones ambientales o genémicas, con el
objetivo final de identificar metabolitos discriminantes entre individuos afectados por una
enfermedad frente a controles sanos (105),(106); y (lll) la exometaboldmica o “metabolite

footprinting”, que se encarga del estudio de metabolitos en fluidos extracelulares (107).

CASCADA DE LAS “OMICAS”
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Figura 7: Cascada de las “Omicas”.
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Ademas de lo anteriormente expuesto, en metabolémica existen dos
procedimientos: dirigido (targeted) y no dirigido (untargeted o global). El procedimiento
dirigido se utiliza para determinar las abundancias relativas y concentraciones de
metabolitos concretos, por lo que la informacidn de la estructura exacta de estos
metabolitos debe conocerse a priori. La principal desventaja es que este procedimiento
depende de la disponibilidad del patrén puro del metabolito en cuestidon y no permite la
identificacion de nuevos metabolitos. Por el contrario el procedimiento global no dirigido,
utilizado en esta Tesis, permite el estudio de todos los metabolitos en una muestra
biolégica y hace posible obtener diferencias en la presencia o cantidad relativa de todos
los picos cromatograficos o espectroscépicos. La desventaja de esta aproximacion es que

no pueden identificarse todos los metabolitos implicados (108).

El metaboloma puede usarse para la monitorizacién de la respuesta del organismo
ante una alteracion del estatus de salud (109). En base a esto, son muchos los estudios
publicados sobre metabolémica en diferentes estirpes tumorales, como el carcinoma

hepatocelular (110), cadncer de mama (111) o cancer de pancreas (112) entre otros.

Los niveles de metabolitos dentro de un mismo individuo varian con el tiempo, esta
variabilidad individual unido a la variabilidad metodoldgica reducen la eficacia a la hora
de asociar patrones metabolémicos a enfermedades determinadas (113). Por otro lado,
los resultados estan unidos a diferencias de género, habitos o dieta. En relacién a las
diferencias establecidas por el género, un estudio realizado con resonancia magnética
nuclear sobre muestras de orina y plasma en sujetos sanos, demuestra que las mujeres
sintetizan relativamente mas lipoproteinas y lipidos insaturados que los hombres (114).

En esta linea pero comparando suero de pacientes con CP y controles sanos, Guo et al.
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(115) encontraron patrones metabolémicos que difieren en esta enfermedad entre
hombres y mujeres. Ademas describen la relacién entre estadios de CP y metabolitos
encontrados. En cuanto a las variaciones en funcién de la dieta, en un estudio realizado
por Stella et al. (116), observaron que tras administrar dietas diferentes (dieta
vegetariana, dieta con alto contenido en carne y dieta con bajo contenido en carne) a una
poblacion sana sus perfiles metabdlicos variaban. De igual forma, Spitale et al. (117) y
Mondul et al. (118), observaron que los perfiles metabolémicos de sujetos fumadores y
no fumadores se modificaban tras administrar de forma exdgena determinadas
sustancias. En el analisis encontraron que el grupo con aporte nutricional basado en
antioxidantes, vitaminas y acidos grasos 3, presentaron cambios a nivel de acidos grasos
de cadena larga, oleato y palmitico, y que estos niveles estaban disminuidos en pacientes
fumadores. Sin embargo, en aquellos que recibieron aporte de [ - carotenos, encontraron
un aumento de la acciéon de CYP1A2 y CYP2E1 y desregulacion del metabolismo glucidico.
Todo lo anterior pone de manifiesto la complejidad a la hora del estudio del metaboloma
humano por su constante variabilidad, influenciado de forma directa tanto por factores
internos como externos.

2.2.2. Técnicas analiticas en metabolomica y muestras objeto de
estudio.

1) Técnicas analizadas en metabolomica.

En los ultimos 10 afos se han venido realizando multiples estudios en el campo de
la metabolédmica, con el desarrollo de diferentes técnicas como: la Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) de alta resolucidn; cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y la de
ultra resolucién (UPLC) acoplada a detectores, fundamentalmente de masas (HPLC-MS),

como el cuadrupolo tiempo de vuelo, y utilizando diferentes mecanismos de separacion
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como la fase reversa (RP-HPLC); y la modalidad de MS en tandem (MS/MS) para la
elucidacion estructural. Asimismo, también se ha utilizado ampliamente la cromatografia
de gases con detector de masas (GC-MS) (119), y la electroforesis capilar (EC) (120).

Una variante instrumental con grandes posibilidades en analisis metaboldmico es el
empleo de la infusién directa de la muestra (DI) a un espectrometro de masas de alta
resolucién como el hibrido QqQTOF (121), (122), el de transformada de Fourier (123), o
mas recientemente el Orbitrap (124). La DIMS presenta algunas ventajas en
metaboldmica como la elevada capacidad de analisis en poco tiempo y la deteccién de un
mayor nimero de metabolitos que al utilizar técnicas de separacién como etapa previa a
la MS, ya que no existe exclusion de compuestos habitualmente asociada a estas técnicas.
No obstante, la supresién idnica en DIMS generalmente representa una importante
desventaja ya que impide la deteccién de metabolitos que se encuentran a baja
concentracion o que no son eficientemente ionizados en presencia de otros, sin embargo,
este inconveniente se supera utilizando espectrometros de masa de alta resolucién como
el Q-TOF-MS o el Orbitrap. Como ventaja evidente, la DIMS constituye una buena
alternativa para el diagndstico rapido de las muestras en pocos segundos.

El uso de estas técnicas ha variado a lo largo de los anos, poniéndose de manifiesto
ciertas limitaciones al utilizarse por separado para el estudio del metaboloma humano. En
un estudio publicado en 2009 en el Journal of Proteome Research, tras el andlisis
mediante GC-MS como Unico método de andlisis metabolémico, se recomienda el uso de
varias técnicas para conseguir una informacién mds genérica, dada la complejidad y

variabilidad del metaboloma (125).

En la determinacion de metabolitos en suero sanguineo, Psychogios et al. (119)

publicaron en 2011 “The human serum metabolome”, que considera el uso de varias
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técnicas metaboldmicas, entre las mencionadas anteriormente, para determinar el
espectro de metabolitos en suero. Los resultados muestran claras diferencias en el
numero y tipo de compuestos detectados con cada una de las técnicas, aunque la
intencién real del estudio estaba enfocada a explorar los limites y beneficios del uso de
cada uno de los métodos existentes, y sobre todo para caracterizar el metaboloma en el
suero humano. De hecho, este estudio sugiere que la caracterizacidon exhaustiva de los
metabolitos existentes en el suero requiere multiples plataformas instrumentales y
métodos que un solo sistema no puede ofrecer. En la figura 8 se observa la composicidn
metaboldmica que se obtiene en funcidn de la técnica utilizada lo que hace aconsejable la

integracion de plataformas para incrementar la cobertura metabdlica resultante.

3564 cmpds
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Figura 8: Diagrama que muestra la capacidad discriminate en deteccion de
metabolitos en suero por diferentes técnicas metabolémicas: RMN, GC-MS, LC/GC-FID,
LC-ESI-MS/MS y MS/MS (119).

Este trabajo se puede considerar como uno de los primeros enfocados al estudio
tanto cualitativo como cuantitativo del metaboloma humano, y sirve como base de datos

(Serum Human Metabolome Database) para estudios futuros. Previo a éste, Lawton y su

equipo compararon el perfil metaboldmico en sangre de sujetos sanos mediante
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espectrometria de masa, combinado GC-MS y LC-MS. El interés de este estudio radica en
el amplio numero muestral (269 individuos). Ante el gran numero de metabolitos
identificados y las diferencias encontradas en relaciéon a la edad, el sexo y la raza,
concluyen que estos factores pueden suponer importantes factores de confusién en este
tipo de estudios (126).

Partiendo de los resultados expuestos en el trabajo de Psychogios, y compartiendo
un enfoque analogo, en un trabajo posterior se comprueba que ninguna técnica analitica
por si sola cubre todo el espectro del metaboloma humano, siendo necesarias estrategias
multiples para ampliar la cobertura de los resultados (127). Para ello es preciso emplear
técnicas como la resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria de masas (MS)
acopladas a técnicas de separacidon tales como la cromatografia de gases (GC),
electroforesis capilar (EC) y cromatografia liquida (LC), herramientas con alta sensibilidad
gue amplian considerablemente el espectro global de metabolitos para una muestra

bioldgica.

2) Muestras objeto de estudio.

Es necesario en primer lugar, disponer de un nimero poblacional adecuado para
reducir al maximo la influencia de las variables bioldgicas. Sampson et al. (113) evaluaron
la viabilidad e implicaciones de la metaboldmica para el estudio de diferentes patologias,
concluyendo que actualmente es factible el uso de estas técnicas en estudios de
biomedicina, pero seria necesario el aumento de la muestra poblacional para aumentar la
sensibilidad y evitar o minimizar los sesgos por diferentes factores como la edad, el sexo,

la dieta o el Indice de Masa Corporal (IMC) entre otros.
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Dentro del tipo de muestra biolégica elegida, existen preferencias por aquellas de
facil obtenciéon y que no requieran de técnicas invasivas para su obtencion. En este
sentido se han llevado a cabo estudios metabolomicos en muestras de orina
(128),(129),(130),(131),(32),(133) lavado broncoalveolar (15),(33), aire exhalado, VOCs
(compuestos orgdnicos volatiles) en aire exhalado (34),(35), tejido pulmonar (36) y en

sangre (17),(105),(138),(139),(37),(38), tanto en plasma como en suero (25).

B La muestra biolégica mds ampliamente estudiada con el fin de encontrar posibles
biomarcadores en CP desde 1930 ha sido el esputo; sin embargo, a pesar de su alta
especificidad (98% aproximadamente, variando en funcién de la localizaciéon de la
lesién: central o periférica), su baja sensibilidad indica que el esputo no es un biofluido
adecuado para nuestro fin. Este hecho parece estar cambiando segln resultados
publicados recientemente donde, en muestras de esputo y con el uso de diferentes
técnicas moleculares, detectan marcadores de hipermetilacién del ADN, miARNs y
proteinas relacionadas con el tumor que podrian corresponder con marcadores de
cancer de pulmdn, aunque con insuficiente validez para su aplicacion en la practica

clinica en la actualidad (143).

B Otra muestra bioldgica ampliamente estudiada hasta el momento ha sido la
sangre (tanto a nivel de plasma como de suero). En el estudio publicado por Cho &
Sung en 2009 para Express Review Proteomics, expresan la diferencia en el contenido y
tipo de metabolitos que se espera obtener en cada tipo de muestra. En muestras
sanguineas existe un alto contenido proteico, y a la vez una baja cantidad de proteinas
directamente relacionadas con el proceso canceroso (ya que éstas se concentran en su

mayoria en el lecho tumoral). Esto podria dificultar el procesado y la obtencién de
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metabolitos. Un ejemplo de ello, en el cancer de ovario el CA-125 (marcador sérico
relacionado con éste tipo de tumor) se encuentra en mayor concentracion en el liquido
ascitico que en suero sanguineo (67). Algunos de los biomarcadores encontrados en
relacion con CP han sido el CEA (Antigeno Carcinoembrionario), el CA.-125, el
fragmento 19 de citoqueratina (CYFRA 21-1), pero en ningln caso se pueden
considerar especificos de neoplasias pulmonares, ya que estdn presentes en otros
tumores como el cancer de ovario o colorrectal. En una publicacion de 2011, Wedge et
al. (142) realizaron un estudio comparando la efectividad para la obtenciéon de
metabolitos en pacientes con cancer de pulmén de células pequeiias en muestras de
suero con respecto a plasma, en base a la idea que expresan algunos autores de que
existe mayor predisposicion a la degradacién de proteinas en el suero, lo que generaria
un gran numero de péptidos que podrian dificultar la tarea de extraccién de la
informacién necesaria. El estudio concluye que la distribucion de péptidos en ambos
tipos de muestras en cada sujeto es similar, con algunas diferencias en la distribucién
especifica. Hori y su equipo (13), van un paso mas alld al comparar los perfiles
metaboldmicos obtenidos tras el andlisis en muestras de suero y tejido pulmonar en
paciente con cdncer de pulmén con respecto a los marcadores séricos usados con
anterioridad, encontrando por ejemplo que Ila sensibilidad del a&cido 2-
hidoroxiisovalérico era mayor que el CEA para el adenocarcinoma. Igualmente Chen et
al. (144) comparan la sensibilidad y especificidad de CEA y Cyfra 21.1 con los
metabolitos obtenidos en su estudio sobre muestras de suero de pacientes con cancer
de pulmdn y sujetos sanos, encontrando una superioridad para diagndstico y como
factor prondstico de la esfingosina y el glicerofosfo-Naraquidonil-etanolamina, sobre

los anteriores.



Introduccion

En muestras de tejido pulmonar de pacientes con CP también se han realizado
determinaciones de perfiles metaboldomicos (145), (137), (146). Este seria, segun Cho
and Sun (67) el medio ideal para la deteccién de los mismos, al encontrarse a este nivel

mayor concentracién de metabolitos (figura 9).

Biopsied lung cancer tissue
— Invasive to collect samples
— Biomarker candidates will exist in high concentration

number of blomarkers
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Figura 9: Las muestras de tejido pulmonar representan directamente el
microambiente del cancer. Sin embargo, una biopsia pulmonar implica un
procedimiento invasivo y de alto riesgo. En sangre, sin embargo, la cantidad de
proteinas es alta mientras que la de biomarcadores es escasa (67).

En cuanto al modo de procesado de muestras histolégicas, Bronw et al. (137) han
publicado un trabajo acerca de la forma de preservacién correcta de las muestras
tisulares de pacientes con cadncer de pulmén para la posterior determinacion de
metabolitos. Comprobaron que partiendo de una conservacion inicial con metanol,
tanto el estudio histolégico como el bioquimico eran factibles. Ademds sugieren que
en esta linea, con una cohorte mayor, se pueden determinar datos del grado y
severidad de la enfermedad por los perfiles metabdlicos obtenidos. También en

relacion al estudio de perfiles metabolémicos a nivel celular (cultivo celular), en los
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ultimos anos se han venido desarrollando métodos para su analisis sin demasiados

resultados (147).

B El Lavado broncoalveolar (BAL), también se ha estudiado como posible fuente de
informacién acerca de diferentes procesos a nivel pulmonar. Segun la teoria de Cho y
Sun (67), éste, junto con el tejido pulmonar serian la fuente de informacidn mads
adecuada a nivel del metaboloma. Existen diferentes publicaciones acerca del uso de la
metaboldmica en el BAL en procesos infecciosos (neumonias asociadas a ventilacién
mecdanica) (148), en fibrosis quistica (149), Sindrome de Distrés respiratorio (150),
(134) y en otros dafios pulmonares agudos. Sin embargo, en relacién a procesos
tumorales, las resefias bibliograficas son escasas, y en campos diferentes a la

metabolomica (151).

2.2.3. Antecedentes.

Como se ha comentado previamente, el metaboloma se define como el conjunto
de componentes de bajo peso molecular (< 1500 Da) que intervienen en el metabolismo
celular. Estos componentes se conocen como metabolitos, y son considerados el
producto ultimo del genoma y por tanto, el reflejo mas fiel de los diferentes estados de
los sistemas bioldgicos. La identificacidon y cuantificacidon de los componentes de todo el
metaboloma, los llamados perfiles metaboldmicos, podrian ser aplicados para definir los
cambios metabdlicos relacionados con el genoma y ayudar en el proceso diagndstico de
diferentes patologias, entre ellas el cancer de pulmdn, como pretendemos en nuestro

estudio.

El uso de la metaboldmica como herramienta de estudio en el ambito de la salud no

sélo ha sido enfocada al diagnédstico de determinadas enfermedades (entre ellas el CP),
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sino también para conocer la respuesta del organismo tras una accién terapéutica (103),

(152).

En el campo del diagndstico del CP existen multiples publicaciones, que mediante el
uso de técnicas metaboldmicas en diferentes muestras biolégicas parecen obtener
resultados esperanzadores. Entre ellas cabe destacar en primer lugar, el trabajo realizado
por Hori et al. (13), que compararon los perfiles metabolémicos en suero y tejido
pulmonar de 33 pacientes con CP (12 adenocarcinoma; 11 epidermoide y 10 CPCP) en
diferentes estadios, con los de 29 sujetos sanos, usando para la deteccién de los mismos
técnicas de cromatografia de gas/espectrometria de masas. Hori y col. obtiene un total de
58 metabolitos en suero y 71 en tejido, de los cuales, 23 y 48 respectivamente cambiaron
de forma significativa en pacientes con CP comparado con sujetos sanos. Todos estos
metabolitos fueron relacionados con rutas metabdlicas conocidas en procesos

neoplasicos (tabla 3).

Tabla 3: metabolitos encontrados en pacientes con cancer de pulmdn, y segiin
estadio precoz o avanzado (13).

Lung cancer Lung cancer Lung cancer
Early stage Advanced stage All
Metabolites p value Fold p value Fold p value Fold
induction induction induction
1 lactic acid <0.001 1.42 <0.0001 1.56 <0.0001 1.51
2 2- 0.0012 1.29 <0.0001 1.39 <0.0001 1.35
hydroxyisobutyric
acid
3 glycolic acid 0.846 0.98 0.471 0.94 0.506 0.95
4 L-alanine 0.225 1.13 0.794 1.07 0.320 1.08
5 L-glycine 0.645 1.08 0.013 1.40 0.052 1.29
6 glyoxylic acid 0.164 1.27 0.620 1.15 0.187 1.19
7 oxalic acid 0.254 1.18 0.755 1.02 0.595 1.07
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8 2- 0.909 1.00 0.534 0.95 0.609 0.96
hydroxybutyric acid
9 sarcosine 0.866 1.02 0.0001 1.24 0.0027 1.17
10 3- 0.377 1.11 0.795 1.06 0.374 1.08
hydroxypropionic
acid
11 pyruvic acid 0.274 1.10 0.463 1.08 0.184 1.08
12 3- 0.0038 2.41 0.104 2.09 0.0029 2.20
hydroxybutyric acid
13 3- 0.165 1.24 0.375 1.18 0.103 1.20
hydroxyisobutyric
acid
14 2- 0.114 1.40 0.019 1.62 0.0091 1.47
hydroxyisovaleric
acid
15 a-amino butyric 0.145 1.22 0.794 1.04 0.358 1.10
acid
16 malonic acid 0.069 1.27 0.014 1.22 0.0036 1.31
17 L-valine 0.581 1.06 0.807 1.04 0.553 1.05
18 urea 0.366 0.98 0.916 1.00 0.546 0.99
19 benzoic acid 0.012 1.21 <0.0001 1.48 <0.0001 1.39
20 octanoic acid 0.039 1.23 <0.0001 1.74 <0.0001 1.58
21 ethylmalonic 0.951 1.00 0.881 0.99 0.882 0.99
acid
22 L-leucine 0.672 1.05 0.934 1.03 0.715 1.04
23 glicerol 0.092 0.74 0.208 0.79 0.031 0.77
24 phosphoric acid 0.068 0.86 0.106 0.87 0.013 0.87
25 L-isoleucine 0.024 1.28 0.071 1.25 0.0042 1.26
26 maleic acid 0.157 1.20 0.770 1.09 0.205 1.13
27 L-proline 0.0042 1.41 0.101 1.35 0.0015 1.34
28 succinic acid 0.081 0.88 0.595 0.94 0.134 0.92
29 glyceric acid 0.0025 0.57 <0.0001 0.42 <0.0001 0.47
30 fumaric acid <0.0001 1.61 <0.0001 1.84 <0.0001 1.76
31 L-serine 0.328 0.91 0.248 0.89 0.132 0.90
32 L-threonine 0.248 1.16 0.052 1.27 0.040° 1.24
33 decanoic acid 0.250 0.88 0.240 1.08 0.954 1.01
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Ademas de lo mencionado anteriormente, también distinguen los patrones
metaboldmicos expresados segun estadio de la enfermedad vy tipo histolégico, de forma
gue en los resultados presentados, el adenocarcinoma se relaciona el acido glicina-2-
hidroxivalérico, la meteonina y la fenilalanina con una mayor sensibilidad para este tipo
de tumor en comparacidon con otros marcadores séricos conocidos, como el Antigeno
Carcinoembrionario (CEA). Hori et al. han sido de los primeros en establecer una relacién
en los perfiles metaboldmicos de pacientes con CP, estadio de la enfermedad y el tipo
histoldgico. Posteriormente otros autores trataran este tema.

En relacidn a los distintos tipos histoldgicos, Jordan et al. (105) realizaron un estudio
comparativo de los perfiles metabolémicos en muestras de suero y tejido pulmonar de
pacientes con adenocarcinoma y carcinoma epidermoide de pulmén. Para ello usaron
técnicas de espectrometria de masas basadas en analisis con resonancia magnética
espectroscépica de alta resolucion (HRMAS). A pesar de las limitaciones técnicas del bajo
numero de muestras, asi como no contemplar los factores de confusién posibles,
consiguieron diferencias significativas en los grupos de estudio al comparar sus perfiles
metaboldmicos. Posteriormente Wen et al. (153) realizaron un estudio enfocado a la
busqueda de perfiles metaboldmicos en muestras de plasma de pacientes con
adenocarcinoma de pulmén en estadios precoces especificamente. Mediante el uso de
técnicas metaboldmicas basadas en GC-MS y LC-MS obtuvieron perfiles metabolémicos
diferentes en pacientes con adenocarcinoma y sujetos sanos (tabla 4). Detectaron a su
vez alteraciones en el metabolismo de fosfolipidos, acidos grasos y aminoacidos. También
en este sentido Maeda et al. (154), con el uso de técnicas de LC-MS diferenciaron perfiles
metaboldmicos (alteraciones en el metabolismo de aminodcidos) en plasma de pacientes

con CPNCP en comparacion con sanos, y por tanto con potencial diagndstico para este
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tipo de tumores. Dong et al. (155), mediante técnicas de UPLC/Q-TOF-MS (Ultra-
performance Liquid chromatography Coupled/Quadrupole Time-of-flight Mass
Spectrometry) identificaron cinco lisofosfatidilcolinas (lysoPC 16:0, isémero de lysoPC
16.0, lysoPC 18:0, lyso 18:1 y lysoPC 18:2) como posibles biomarcadores en pacientes con
CP.

Tabla 4: metabolitos encontrados en pacientes con Adenocarcinoma estadio I (153).

METABOLISMO

METABOLITOS ALTERADOS
ALTERADO

Fosfolipidos de membrana: PC(34:4),
FOSFOLIPIDOS | PE(34:2),PE(36:1), PE(36:2), PE(36:4), PE(38:4), PE(38:6),
PE(40:4), PE(40:5), PS(38:4); y Ceramidas(42 : 0).

DE PULMON ESTADIO | Alanina, Glutamina, Glicina, Desoxicélico acido
AMINOACIDOS conjugado de glicina, Treonina, 5-hidroxitriptofano, L-
arginina, prolina, y N (6) -methyllysine

ADENOCARCINOMA

ACIDOS GRASOS Acido palmitico, Acido linoleico y Acido oleico

3-hidroxibutirico, Acido pipecélico, Acido Urico,
OTROS Acido 3,4,5-trimetoxicindmico, N-Palmitoleoy!
etanolamida, Bilirrubina, Ubiquinona, Ubiquinol.

Li et al. (141), realizaron un estudio metaboldmico en muestras de suero de
pacientes con CP y sujetos sanos, usando UPLC/Q-TOF-MS. Detectaron 27 metabolitos
diferentes, en ambos modos de analisis (positivo y negativo) que difieren entre los dos

grupos de estudio (figura 10).

SOBREXPRESADOS:
- Acidos grasos
pe===\  -Lisofosfatidilcolinas (LPC
16:0 e isémero, LPC 18:0y
18:2,LPC20:4y 20:5,LPC
METABOLITOS \\2223}

ALTERADOS EN CP

RESPECTO A SANOS

DISMINUIDOS:
-Acido araguidénico,
-Colina,

W= -Canitina,

-LPCC16y €20,
-Acido palmitico,
-Acido estedricoy
-Acido palmitoleico

Figura 10: Metabolitos alterados en pacientes con CP respecto a sanos (141).
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Es interesante mencionar que este grupo, realizé en su estudio una validacién de los
resultados obtenidos. Para ello, con muestras de suero de 9 pacientes con CP y 9 sujetos
sanos, obtuvieron niveles disminuidos de colina y el acido linoleico en CP con respecto a
sanos, considerando la combinacién de estos metabolitos como potenciales
biomarcadores (141). En esta linea, Castro et al. (156) encontraron que el acido linoleico
plaquetario podria ser un biomarcador con mayor sensibilidad a los ya existentes (acido

sidlico y citokeratinas) para el cancer de pulmdn de células no pequefias.

En cuanto al estudio de los perfiles metabolémicos en los diferentes estadios del
cancer de pulmdn, ademds de Hori (13), Puchades-Carrasco et al. (157) realizan un
estudio con H-MNR, dirigido a la identificacion de biomarcadores metabdlicos asociados
con el inicio y progresién de la enfermedad en pacientes con CPNCP. Detectan una
disminucion de lactato y metanol y un aumento de glutamina, colina y treonina en
pacientes con CP con respecto a sujetos sanos, todos estos resultados estadisticamente

significativos.

Por otro lado, existen multiples trabajos que mediante el estudio del metaboloma
evaluan la efectividad de una accién terapéutica, como es el caso de un estudio realizado
en pacientes con CP para la valoracion de los efectos de la radioterapia en cada sujeto. En
él, mediante el empleo de cromatografia HILIC (Analysis of Highly Polar Metabolities by
Ultraperformance) y técnicas de masas de alta resolucién (Q-TOF-MS), detectan 19 iones
gue difieren entre pacientes con CP y sujetos sanos. Los niveles de estos iones decrecen
tras tratamiento radioterapico (158). En el estudio publicado por Brunelli et al. (159),
aplicando también técnicas metaboldomicas han conseguido responder al interrogante

presentado en cuanto a si las diferentes mutaciones del gen KRAS en el codén-12 afectan
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el metabolismo celular, con posibles implicaciones en la respuesta a los tratamientos
actuales del cancer. Otros estudios han sido enfocados especificamente para el estudio
de efectos, resistencias o respuesta a determinados agentes quimioterdpicos, como el

erlotinib (160).

Ademas de muestras sanguineas, las técnicas metabolémicas también han sido
aplicadas a otros fluidos de mayor o menor facilidad en su obtencién, como la orina, el

BAL, el aliento para estudio de los compuestos orgdnicos volatiles (VOCs), y el sudor.

e Orina. En el estudio publicado por Wu et al. (131), encuentran diferencias
significativas en los niveles de carnitina y acil-carnitina en pacientes con CPNCP
con respecto a sanos. Carrola et al. (128) mediante técnicas metaboldmicas
basadas en RMN, encuentran las siguientes diferencias en metabolitos: hipurato y
trigonelina (niveles reducidos en pacientes con CP) y beta-hidroxiisovalerato, a-
hidroxiisobutirato, N-acetilglutamina y la creatinina (niveles elevados en CP).
Ademas de discriminar estos metabolitos, describen el papel de posibles factores
de confusién como son el género o la edad, sin encontrar una influencia relevante,
aungue seria preciso ampliar el estudio y valorar otros factores de confusién como
la dieta. Por otro lado, el 4cido hipurico es propuesto como potencial biomarcador
por Yant et al. (130). En su estudio detectan 11 metabolitos entre los que se
encuentran la carnitina, taurina y acido hipurico. También en muestras de orina, y
mediante técnicas de microextraccion en fase sélida, se han obtenido compuestos
organicos volatiles, que difieren en sanos y pacientes con CP. En el estudio
presentado por Hanai et al. en 2012 (161), expresan la mayor sensibilidad y

especificidad de estos compuestos y detectan la 2-pentanona como compuesto
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util en la diferenciacién entre adenocarcinoma y carcinoma epidermoide. También
detectan un aumento del tetrahidrofurano y el 2- metilpiracina, relacionados con
el habito tabdaquico.

Lavado broncoalveolar (BAL). También ha sido estudiado para la deteccién de
posibles biomarcadores de CP. Es el caso del trabajo presentado por Uribarri en
2014 (162), mediante el uso de espectrometria de masas, detectan proteinas
implicadas con este proceso canceroso. Algunas de ellas son: AMBP, APOA1,
CO4A, CRP, GSTP1, HPT, PRDX2, PUR6, SAMP y STMN1. El campo de la
metaboldmica en CP adn no ha sido explorado en su totalidad, en parte por las
dificultades metodoldgicas encontradas a la hora de su andlisis metabolémico. En
nuestro grupo, en un analisis paralelo al presentado en este estudio, estamos
trabajando en la extraccidon de metabolitos en lavado broncoalveolar de pacientes
con CP para compararlo con un grupo control compuesto por sujetos con
enfermedades pulmonares diferentes al cancer.

VOCs en aliento. Los VOCs son solo una pequeia fraccion del total de los
compuestos quimicos presentes en el aliento humano en concentraciones muy
reducidas (en rango de nmol a pmol). El origen de estas sustancias puede ser
enddgeno o exdgeno. Ya en 1971, Pauling et al. (163) describen la presencia de un
gran numero de VOCs usando para ello el microanalisis del aliento por
cromatografia de gas (GC). Los mecanismos biolégicos basan en la hipétesis de
gue tanto los alcanos como los alcanos metilados estdn presentes en el aire
exhalado como marcadores de estrés oxidativo, producto de las reacciones entre
lipidos y especies reactivas del oxigeno (ROS). La produccidén estd normalmente

regulada por mecanismos celulares que protegen a la célula. Cuando estas
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defensas son insuficientes, los ROS causan dafo a nivel de proteinas, dcidos grasos
poliinsaturados y el ADN (en este ultimo caso estableciendo las bases de la
carcinogénesis) (164). A dia de hoy los VOCs encontrados en aliento de pacientes
con CP incluyen aldehidos, alcanos y alcanos metilados con cadenas de carbonos
C2-C11, pero la influencia de factores enddgenos y exdgenos (como el tabaco, con
el que se han relacionado los siguientes metabolitos: benceno, etilbenceno,
isomeros del xileno, acetonitrilo, 2-metilfurano, 2,5-dimetilfurano, furano, 1,3-
ciclohexadieno, 2-metil-1-buteno y pentadieno) (165), hacen imposible la
obtencién de un marcador fiable para diagndstico precoz de CP mediante el
analisis de VOCs (147). Recientemente, mediante la determinacién de compuestos
volatiles en aire exhalado por técnicas de desorcidn térmica por cromatografia de
gases/espectrometria de masas, se ha puesto de manifiesto que el acido
nonanoico es el Unico que presenta diferencias estadisticamente significativas en
pacientes con cadncer de pulmdén con respecto a EPOC y sujetos sanos, y es
independiente del género, edad y tabaquismo, considerando por tanto el acido
nonanoico como un marcador tumoral (166). Hay que tener en cuenta a la hora de
su estudio que la hipoxia juega un importante papel en su desarrollo por
alteraciones de los llamados factores de hipoxia inducible, dentro de los cuales se
encuentra el HIF-1 como marcador de hipoxia enddgena, y que una
sobreexpresidon del mismo regula la produccion de factores de crecimiento celular
y altera el metabolismo energético celular. Recientemente se ha observado que la
hipoxia induce autofagia e incremento de la peroxidacion lipidica (167), lo que
podria explicar la presencia de alquenos y alcanos metilados en el aire exhalado

de pacientes con CP.
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e Sudor. Recientemente han sido publicados los resultados de un estudio piloto
realizado en Cérdoba por Jurado et al. (168), en el que mediante el estudio de
muestras de sudor de pacientes con CP y sujetos sin CP (subdividido en dos grupos
segln su carga tabaquica) con la aplicacién de técnicas metaboldmicas basadas en
LC-MS/MS, encuentran diferencias significativas entre los tres grupos a estudio. A
pesar del pequefio tamafio muestral y poblacién poco representativa (muy
acotada a un area geograéfica), el tratarse de una muestra de facil obtencion, sin
perjuicio para el paciente y que ademas, el sudor no constituye una via habitual
para eliminacién de farmacos (como antitusigenos y antiinflamatorios), hace que
este estudio abra una prometedora via para el diagndstico precoz del CP, a la
espera de nuevos resultados.

En la tabla 5 se exponen algunos de los trabajos mas relevantes en el campo de la

metaboldmica y dirigidos al diagndstico precoz del CP.

Tabla 5. Estudios metabolomicos en cancer de pulmén.

= - Técnica
Autor, afio N (CP/CS) Tipo de muestra o MTs encontrados
metabolémica

Hori, 2011 (13)

Niu, 2012 (129) ‘

Maeda, 2010
(154) s o _

Dong, 2011 (155)

Guo, 2012 (115)

Carrasco, 2016
(157)

Chen, 2015 (144)

Puchades-

N (CP/CS): numero de sujetos con CP/CS que integran el estudio; MTs: metabolitos. FTICR MS:
Espectrometria de masas de resonancia ion-ciclotron con transformada de Fourier. H-NMR MS:
Espectrometria de masas de resonancia magnética nuclear spectroscopica. UPLC/Q-TOF-MS:
Ultra performance liquid Chromatography Coupled/Quadrupole Time-of-flight.
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General

El objetivo fundamental de este trabajo es optimizar y aplicar un procedimiento
metaboldmico basado en la infusidn directa de la muestra a un espectrémetro de masas
de triple cuadrupolo tiempo de vuelo con fuente de electrospray (DI-ESI-QqQ-TOF-MS)
para el estudio de suero sanguineo de pacientes diagnosticados de cancer de pulmén vy
sujetos sanos. El objetivo ultimo es diferenciar en base a sus patrones metaboldmicos los
dos grupos de estudio y en un segundo paso, determinar cudles son los metabolitos

causantes de esta discriminacion, que podrian usarse como posibles BM del CP.
Especificos
1.- Optimizar y aplicar técnicas metabolémicas de ultima generacion a muestras de
suero de pacientes de CP para determinar su perfil metabdlico.

2.- Determinar aquellos factores que pueden influir en el resultado, especialmente los
derivados de la recogida y preparacion de la muestra (como la hemdlisis), con objeto de

establecer una metodologia adecuada para este tipo de muestras.

3.- Establecer las diferencias existentes entre pacientes con CP y sujetos sanos en

funcién de su perfil metabolémico.

4.- Correlacionar los perfiles metabolémicos de pacientes con CP y las rutas

metabdlicas relacionadas con los procesos neoplasicos.

5.- Analizar los perfiles metabolémicos de pacientes con CP y establecer diferencias

segun estadio y tipo histologico.
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6.- Determinar la influencia de factores externos potencialmente cancerigenos, como
el tabaco en los perfiles metabdlicos de pacientes con CP y sujetos sanos. Discriminar

aquellos metabolitos causantes de esta diferenciacién.
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4.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se lleva a cabo un estudio observacional prospectivo, con el trabajo conjunto del
Servicio de Neumologia del Hospital Juan Ramoén Jiménez y el Grupo de Andlisis
Medioambiental y Bioandlisis de la Universidad de Huelva, adscrito al Centro de Salud y
Medio Ambiente (CYSMA). Para ello, se utilizan muestras de suero de pacientes con
cancer de pulmon y sujetos sanos. El periodo de evaluacion y recogida de muestras
comprendié desde julio de 2011 a julio de 2013, con periodo de andlisis de muestras

hasta diciembre de 2014.

Durante el estudio piloto, con 60 muestras de suero analizadas (30 de pacientes con
CP y 30 de sujetos sanos), se detectaron posibles factores de confusidn que podrian influir
de forma directa en los resultados, como la hemdlisis, que fueron detectado y estudiados

para lograr su eliminacion.

Una vez establecida la relacién entre la presencia de hemdlisis en las muestras
analizadas y la menor capacidad discriminante del estudio por influencia de la misma en
los resultados, se decidié ser muy selectivo en las condiciones de la muestra elegida para
el analisis final de los resultados de esta tesis. Por ello, se seleccionaron finalmente para
responder al objetivo general una muestra de 15 CP, 15 CE (pacientes con otras
patologias respiratorias diferentes a cancer) y 16 CS, muestras todas ellas con un indice

de Hemolisis < 20 g/dl.

Por otra parte, al mismo tiempo que el estudio general que se presenta, realizamos
el analisis en un subgrupo seleccionado de la poblacién (12 pacientes con CP y 9 sujetos

sanos), con el fin de evaluar la influencia de la carga tabdquica en los perfiles



Estudio de los perfiles metabolomicos en muestras de suero para el diagndstico del cancer de
pulmon

metaboldmicos de pacientes con CP en comparacidon con sujetos sanos, para determinar

cuales son los metabolitos causantes de esa discriminacion.

4.2. POBLACION ESTUDIADA

La poblacidon diana del estudio fueron pacientes con enfermedad neopldsica de
origen pulmonar diagnosticados mediante técnicas convencionales (fibrobroncoscopia y
anadlisis anatomo-patolégico de las muestras obtenidas) en el Servicio de Neumologia del
Hospital Juan Ramén Jiménez, que cubre el Area Sanitaria de Huelva ciudad. El otro grupo
estd formado por sujetos sanos (sin patologia pulmonar conocida ni historia oncoldgica
previa), evaluados en el citado hospital por otras causas. En total, se incluyeron en el

estudio inicial 30 pacientes con diagndstico de CP y 30 controles sanos.

4.3. SELECCION DE PACIENTES

Los pacientes candidatos a participar en este estudio fueron reclutados segun el
siguiente protocolo: por un lado los casos de CP, seleccionados en el momento de
realizacion de pruebas especificas para el diagndstico de patologia neoplasica a nivel
pulmonar (fibrobroncoscopia) en la Unidad de Endoscopias Respiratoria del Hospital Juan
Ramodn Jiménez mediante muestreo no probabilistico, con una muestra consecutiva de
casos (pacientes a los que se le realiza fibrobroncoscopia por sospecha de CP durante los
24 meses de seleccion de casos). Por otro lado, y también mediante un muestreo no
probabilistico, se seleccionaron sujetos sanos desde el punto de vista respiratorio y sin
patologia neopldsica conocida, en la Unidad de Hospital de dia del Hospital Juan Ramén

Jiménez, en el momento en el que asistian a dicha unidad para realizacién de cirugia
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minimamente invasiva por diferentes causas. A todos los participantes en el estudio se les

aplicaron los criterios que se comentan a continuacion.

4.3.1. Criterios de inclusion

Grupo de pacientes con cancer de plumdn: Pacientes con diagndstico definitivo de CP

de cualquier tipo histoldgico y estadio de la enfermedad. Los casos se seleccionaron
con independencia del habito tabdquico, sin establecer limitaciones por la edad, salvo

pacientes menores de 20 afios.

Grupo de controles sanos: Sujetos libres de enfermedad pulmonar conocida, sin

sintomatologia respiratoria evidente y ausencia de patologia neoplasica de cualquier
estirpe y localizacion. No se utiliza como criterio excluyente el habito tabaquico de los

controles seleccionados. Todos los sujetos deben superar los 20 afos de edad.

4.3.2. Criterios de exclusion

Grupo de pacientes con cancer de pulmdn: Se considera la ausencia de diagndstico

definitivo (tipo histolégico de CP), negativa del paciente a participar en el estudio, o

sujetos menores de 20 afios de edad.

Grupo de controles sanos: En el caso de los controles sanos, se excluyen pacientes con

cualquier tipo de enfermedad pulmonar, existencia de neoplasia de cualquier estirpe y
localizacion en el momento actual o en el pasado. Sujetos menores de 20 afios de

edad.

Los pacientes candidatos que cumplieron los criterios de inclusién fueron

informados verbalmente y por escrito de las caracteristicas y objetivos del estudio,
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obteniéndose en todos los casos un Consentimiento Informado por escrito, el cual fue

especialmente disefiado para este trabajo (Anexos 1y 2).
4.4, METODOLOGIA DEL ESTUDIO

Una vez seleccionado el paciente candidato al estudio y obtenido el
correspondiente consentimiento informado por escrito, se aplicé el siguiente protocolo

de actuacion:

B Anadlisis de la historia clinica del paciente con recogida de datos clinicos
relativos a factores de riesgo y complicaciones asociadas. Despistaje de

criterios de exclusion.
B Anamnesis completa que incluyd:

o Identificacion del paciente, ndmero de historia clinica y fecha de

nacimiento.

o Antecedentes personales. Se recogieron datos de alergias, consumo de
tabaco (y carga tabaquica), alcohol, farmacos y drogas, enfermedades
conocidas, intervenciones quirurgicas e historia de enfermedad neoplasica

previa.

o Profesidon o actividad laboral (datos de exposicidon a productos quimicos o

ambientales).
o Tratamiento habitual.

B Exploracion fisica: Peso, Talla, IMC, Auscultacion cardiaca y pulmonar.
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B Extraccion de sangre y procesamiento de muestras. Se procedié en todos los
casos a extraccion de sangre, tras un ayuno minimo de 8 horas, para realizacion

del estudio, como se detalla a continuacidn.

4.4.1. Disolventes y muestras

Todos los disolventes usados fueron de grado HPLC (High Purity Liquid
Chromatoghaphy). El metanol y cloroformo fueron adquiridos de Aldrich (Steinheim,
Alemania), mientras que el etanol, diclorometano y acido férmico fueron suministrados
por Merck (Darmstadt, Alemania). El agua se purificd con un sistema modelo Gradient

Milli-Q (Millipore, Watford, UK).

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién venosa de la regién antero-
cubital después de 8 horas de ayuno (13), y fueron recogidas en tubos BD Vacutainer SST
Il con gel separador y sistema de vacio Advance. La técnica y pasos especificos en la
recogida para evitar procesos de hemdlisis, se muestran en el Anexo 3. Las muestras se
mantuvieron durante 30 minutos a 42C y protegidas de la luz para permitir la retracciéon
del coagulo (170). Después de la centrifugacién (a 4.000 rpm durante 10 minutos a 42C)
las muestras de suero (171) se dividieron en alicuotas de 1 ml, en tubos Eppendorf y se

congelaron a -80 °C hasta su analisis.

Las muestras de suero recogidas en el estudio pertenecian a 30 pacientes
reclutados (25 hombres y 5 mujeres, con edad media de 63 + 10 afios) en la sala de
Endoscopia Respiratoria del Hospital Juan Ramén Jiménez, con sospecha de cancer de
pulmén, y con confirmacién histolégica posterior. Por otro lado fueron incluidos en el
estudio 30 controles sanos, sin antecedentes neoplasicos ni patologia pulmonar conocida.

Todos los participantes del estudio firmaron el consentimiento informado.
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4.4.2. Tratamiento de las muestras de suero

Las muestras de suero se extrajeron en dos etapas, siguiendo una modificacion del
procedimiento de Bruce (172): (a) 100 ul de suero se mezclaron con 400 pl de una mezcla
de 1:1 metanol/etanol en un tubo Eppendorf y se agitdé durante 5 minutos a temperatura
ambiente, seguido por centrifugacion a 4.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante se transfirié a otro tubo Eppendorf y el precipitado se mantuvo para su
posterior tratamiento. A continuacién, el sobrenadante se secd bajo corriente de
nitrégeno y el residuo resultante se reconstituyd con 80 ul de metanol y 20 ul de agua.
Este extracto se agitd brevemente y se centrifugé de nuevo (4.000 rpm, a 4°C durante 10
minutos) y el sobrenadante recogido se afadid al extracto anterior para su analisis; (b) el
precipitado aislado en (a) se extrajo con una mezcla de 400 pl de 1:1 cloroformo:metanol
y se agité (5 min), seguido de centrifugacién a 10.000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos.
Finalmente, el sobrenadante resultante se sometié a una corriente de nitrégeno, y se
reconstituyd posteriormente con 100 pl de 60:40 diclorometano:metanol, con
centrifugacién final a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C para eliminar trazas de

particulas en suspension.

Para el analisis por espectrometria de masas por electrospray, se afadié acido
férmico al 0,1% a los extractos para el modo de ionizacion positivo. En el caso de la

ionizacion negativa no es necesario la adicidn de cualquier reactivo.

4.4.3. Instrumentacion
Todos Los experimentos se realizaron en un sistema hibrido QSTAR XL (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando una fuente de ionizacién electrospray (ESI). El

extracto acidificado se introdujo directamente en el espectrémetro de masas a un flujo de
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0,5 ul min’?, empleando para ello una bomba de infusion integrada y una jeringa de 1.000
ul (Hamilton Company, USA). Los espectros de masas se determinaron en ambos modos
de ionizacién, positivo y negativo, siendo el tiempo total de andlisis 0.2 minutos y el rango

m/z de 50 a 1.100 uma (unidad de masa atomica).

Las condiciones de trabajo fueron optimizadas para obtener la mayor sensibilidad y
reproducibilidad en los resultados. El voltaje de ionizacién (lon Spray voltage, 1S) se ajustd
a 3.300 V, con unos flujos de gas de cortina y de nebulizacién de 1.13 y 1.56 L min™,
respectivamente. La temperatura de la fuente se ajusté a 602C, con potenciales de

trabajo de 60 V (Declustering Potential, DP) y 250 V (Focusing Potential, FP).

Para el analisis en modo negativo solo se modificaron algunos pardmetros respecto

al método anterior: 1S =-4.000 V, DP =-100 V, FP = -250 V.

Para llevar a cabo los experimentos MS/MS, que permitan la identificacion de
metabolitos desconocidos, se utilizd como energia de colisién general 20 V para
compuestos ligeros (m/z<250) y a 40 V para metabolitos de mayor masa molecular
(aunque el valor fue optimizado para cada uno de los compuestos estudiados).

Finalmente, el gas de colision (CAD) empleado fue nitrégeno.

Tras los resultados del analisis inicial de las 60 muestras incluidas en el estudio, se
obtuvieron los perfiles metabolémicos correspondientes a cada grupo. Observamos que
estos perfiles conseguian una diferenciacion clara entre los dos grupos, pero sin conocer
realmente el grado de discriminacién alcanzado dado que parte de las muestras incluidas
presentaban hemolisis en diferentes grados. Con el fin de continuar con nuestro estudio,
abrimos nuevas ramas: en la primera de ellas con todas las muestras incluidas en un inicio

(60, entre CP y CS), enfocada al analisis de la influencia de la hemdlisis en los perfiles
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metaboldmicos, mediante el uso de técnicas dirigidas. Paralelamente, tras suprimir
aquellas muestras con un indice hemolitico (IH) > 20 mg/dl, reevaluamos los perfiles
metaboldmicos e incluimos un nuevo grupo de pacientes con enfermedad pulmonar
diferente a la neopldsica. En una tercera rama de este estudio realizamos una
comparacion entre sujetos con CP e historia de tabaquismo con respecto a sujetos sanos
no fumadores, con el fin de valorar la influencia de la carga tabaquica en los perfiles
metaboldmicos de la poblacidn a estudio. A continuacién detallamos las caracteristicas de

los tres subgrupos a estudio.

Se procedié nuevamente al tratamiento de estas muestras de suero con igual
metodologia a la expresada en el apartado 4.4.2 y 4.4.3 para la obtencién de los perfiles
metaboldmicos y posterior identificacion de aquellos metabolitos responsables de la

diferenciacién entre grupos.

4.4.4. Medicion del grado de hemdlisis

El test para la medida del indice Hemolitico (IH) se basa en el célculo de las
mediciones de la absorbancia en muestras diluidas a diversos pares de longitudes de
onda bicromaticas a fin de obtener una representaciéon semicuantitativa de los niveles de

hemdlisis presentes en las muestras de suero y plasma.

Previamente a la medida, se diluye una alicuota de cada muestra en una solucién
fisioldgica (cloruro de sodio al 0.9 %) a fin de medir la absorbancia a 570 nm (longitud de
onda primaria) y 600 nm (longitud de onda secundaria). A partir de estos valores de
absorbancia, se calcula el valor del indice sérico utilizando una serie de factores, como la
dilucién de la muestra, correcciéon de interferencias, efectos de la turbidez vy

bilirrubinemia (173).
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4.4.5. Estudio de la influencia de la carga tabaquica en los perfiles
metabolomicos de pacientes con CP y CS

En esta ocasidn fueron incluidas en el estudio las muestras de suero de 12 pacientes
(9 hombres y 3 mujeres, con edad media de 62 + 2 afos) con sospecha de céncer de
pulmén, y con confirmacién histolégica posterior. Entre estos 12 pacientes se incluyen: 6
casos de adenocarcinoma, 4 epidermoide, 1 carcinoma de células grandes y 1 carcinoma
de células pequenas. Para el analisis dividimos a los pacientes con CP en dos grupos segun
su carga tabaquica (CT): Carga tabdquica moderada (CT<35 paquetes/aiio), entre los que
se incluyen 4 adenocarcinomas, 1 carcinoma epidermoide y 1 carcinoma de células
grandes; y Carga tabaquica elevada (CT>70 paquetes/afio), 2 adenocarcinoma, 3
epidermoide, 1 carcinoma de células pequefas. Ademas se utilizaron las muestras de
suero de 9 controles sanos, ninguno de ellos fumadores, y sin enfermedad pulmonar

conocida.

El proceso metodolégico utilizado es andlogo al empleado en el estudio general en
cuanto a disolventes, tratamiento de las muestras de suero e instrumentacion, para la
obtenciéon de los perfiles metaboldmicos y metabolitos implicados en este subgrupo

poblacional.

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizo el Software Markerview ™ (Applied Biosystems) para transformar vy filtrar
las sefiales del espectrometro de masas, con el fin de eliminar el ruido y transformar los
valores m/z e intensidades de los picos en matrices de datos de dos dimensiones. Estos
datos se procesaron con el software SIMCA-P ™ (versién 11.5, publicado por Umetrics AB,

Umea, Suecia), para llevar a cabo un anilisis estadistico multivariante, como el de
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componentes principales (PCA) y el andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales
(PLS-DA), con el fin de clasificar los grupos en estudio y encontrar las variables

(metabolitos) que determinan dicha clasificacién.
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Como se ha comentado anteriormente, de la poblacién incluida al inicio en el
estudio, formada por 30 pacientes con CP y 30 sujetos sanos, si bien se obtuvieron
resultados, estos no respondieron a las expectativas de nuestro estudio por la presencia
de hemodlisis en algunas de las muestras incluidas. A continuacién se muestran los
resultados de todas las determinaciones realizadas, de forma evolutiva y teniendo en

cuenta las variaciones sujetas a hallazgos durante el estudio.

e Estudio inicial de los perfiles metabolémicos de 30 CP y 30 CS.

e Estudio dirigido a la influencia de la hemdlisis en los resultados tras el analisis

metaboldmico inicial.

e Tras descartar aquellas muestras con un indice de hemdlisis > de 20 mg/dl,
formamos dos nuevos grupos, uno en el que se incluyen pacientes con CP y otro
con sujetos sanos, a estos dos grupos unimos uno nuevo con pacientes con
enfermedades respiratorias diferentes a la neoplasica. Entre estos 3 grupos

realizamos el andlisis metabolémico comparativo.

e Y por ultimo, comparamos un subgrupo de pacientes con CP e historia de
tabaquismo con otro de sujetos sanos nunca fumadores, con el fin de valorar la
influencia de la carga tabdquica en los perfiles metabolémicos de la poblacién a

estudio.

A continuacion se detallan las caracteristicas y resultados del estudio inicial y de todas

las variantes del estudio finalmente disefiadas:
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5.1. PERFILES METABOLOMICO EN MUESTRAS DE SUERO

5.1.1. Caracteristicas demograficas y clinicas

En la tabla 6 pueden observarse las caracteristicas principales de la poblacién a
estudio: tipo histoldgico del CP; estadio de la enfermedad; enfermedades no neoplasicas
conocidas en el momento del estudio e historial de tabaquismo; ademds de sexo y edad.
De los 30 pacientes con CP el 83.3% (n=25) eran hombres, mientras que en el grupo
control, el 56.6% eran mujeres. La edad media de los sujetos incluidos fue de 63,31 + 2
afios para el grupo CP, el 90% (n=27) con edad superior a los 50 afios. En el grupo control,
la edad media fue de 53 + 2 afios. Mas del 30% fueron diagnosticados finalmente de
adenocarcinoma. La proporcién de sujetos con historia de tabaquismo en el grupo de
cancer de pulmén fue muy superior a la observada en el grupo control: 96.6% y 56.6%
respectivamente. Hay que destacar que la comorbilidad mdas prevalente entre los

incluidos en el estudio fue la HTA, presente en el 60% de los pacientes con CP.

Tabla 6: caracteristicas epidemiolégicas de los sujetos integrantes en el estudio

inicial.
I
Sexo (H/M) 25/5 13/17
Edad media 63 +10 53+12
Comorbilidad HTA (60%), DM (23.3%), EPOC HTA (36.6%), DM (20%)
(13.3%)

Tabaquismo

- Fumador 10 (9H/1M) 3 (1H/2M)

- Ex fumador 19 (16H/3M) 14 (9H/5M)

- Nunca fumador 1 (OH/1M) 13 (3H/10M)
Histologia

- Adenocarcinoma 10 (9H/1M) -
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pulmédn
- Epidermoide 8 (6H/2M) -
- CP células grandes 6 (4H/2M) -
- CPCP 3 (3H/0M) -
- Tumor Carcinoide 3 (3H/0M) -
Estadios CP
-I{ayb) 5 _
-ll(ayb) 5 -
-l (ayb) 11 -
S\ 9 =

HTA: Hipertension Arterial, DM: Diabetes Mellitus, EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crdnica, H:
Hombre, M: Mujer, CP: Cancer de Pulmdn, CPCP: Cancer de Pulmdn de Células Pequefias.

5.1.2. Perfiles metabolomicos en muestras de suero

Las muestras de suero (conservadas a -802C hasta el momento del analisis) se
analizaron mediante espectrometria de masas de alta resolucion, que permite un analisis
semicuantitativo de las diversas moléculas (metabolitos) presentes, en funcién de su
relacion m/z. Los espectros de masas resultantes proporcionan por tanto, el perfil

metaboldmico necesario para evaluar la poblacién en estudio.

La espectrometria de masas, como ya se ha comentado, es una técnica de andlisis
cualitativo para la determinacidn de estructuras orgdnicas: esta basada en la obtencién
de iones a partir de moléculas organicas en fase gaseosa; una vez obtenidos estos iones,
se separan de acuerdo con su masa y su carga. Un espectro de masas, serd en
consecuencia, una informacién bidimensional que representa un parametro relacionado
con la abundancia de los diferentes tipos de iones en funcion de la relacién masa/carga

(m/z) de cada uno de ellos.
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Los perfiles metaboldmicos obtenidos muestran claras diferencias entre los grupos
estudiados CP y CS en modo positivo (figura 11). A pesar del caracter semicuatitativo de
los espectros, se observan tres clisters de picos espectrales claramente definidos: Cluster
a, que integra sefiales de metabolitos con m/z de baja masa molécular (m/z 100-250);
Cluster b, con sefiales de masa molecular media (m/z 450-600); y Cluster c, metabolitos
de masa molecular en el rango 700 a 900 m/z. Este perfil espectral se mantiene en las
muestras de casos y controles, aunque muestran tendencias diferentes. En este sentido,
la intensidad de los picos correspondientes a CP presentan, en los Clusters a y b una
disminucion de intensidad significativa respecto a los controles, lo que indica una
reduccion de la presencia de estos metabolitos en el cancer de pulmén y por tanto una
inhibicién de los mismos por la patologia. Por otro lado, los picos del Cluster a muestran
intensidades andlogas pero con una tendencia diferente, con mayor intensidad en los
picos de mayor m/z de los controles y una situacién inversa en los picos de menos m/z, lo
gue indica también un cambio de la expresién metabdlica como consecuencia de la

patologia oncoldgica, que se verd con mas detalle en los apartados que siguen.

- CONTROL - CASO

Te05313

M

Figura 11. Espectro de masa-tipo de un sujeto del grupo control y otro del grupo
de CP obtenido mediante infusion directa a un QqQTOF. Extractos polares.
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5.1.3. Normalizacion y analisis estadistico multivariante. Clasificacion

estadistica de casos y controles.

Los resultados obtenidos en los diversos espectros de masas se sometieron a
normalizacion estadistica y analisis multivariante mediante analisis discriminante con
minimos cuadrados parciales (PLS-DA). Este tratamiento se aplicé a espectros obtenidos
en modo de ionizacién positiva y negativa, tanto en los casos de CP como en los controles
sanos (CS). La figura 12 presenta el gréfico Score Plot resultante tras el analisis estadistico,
en el que se observa una clara discriminacion entre los pacientes con cancer de pulmoén
(puntos negros) y los controles sanos (puntos rojos), donde cada sefial corresponde con
un sujeto determinado, y la posicidon en la grafica es fruto de su perfil metaboldmico

concreto.

Figura 12. Grafico Score Plots de cancer de pulmén y controles sanos utilizando
como descriptores los picos m/z de los espctros de MS.

5.1.4. Identificacion de los metabolitos causantes de la diferenciacion

La espectrometria de masas es una herramienta muy poderosa tanto si se utiliza
para la detectar compuestos conocidos como para identificar otros desconocidos. La

identificacion generalmente consiste en utilizar el espectro de masas como una “huella
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gquimica”, comparando los espectros obtenidos con los de espectros de compuestos
patron.

Habitualmente se encuentran dos tipos de bibliotecas en las que comparar la
informacién obtenida: unas de tipo general (mas de 150.000 espectros) y otras mas
pequefias pero especificas (cientos a miles de espectros), de uso en un campo de trabajo
concreto. En nuestro caso, existen multiples bases de datos utiles, como “Human
Metabolome DataBase” o HMDB (http://www.hmdb.ca/ y “Serum Metabolome
DataBase” o) SMDB: http: //www.serummetabolome.ca) y METLIN
(hhtp://metlin.scripps.edu/) entre otras. La primera de ellas detalla una lista completa
con la identidad y la carga enddgena de metabolitos que pueden ser detectados en el
suero humano. Actualmente la SMDB contiene informacion sobre 4.229 metabolitos
detectables y 9.225 en los que la concentracion, rangos o valores estan asociados a
diferentes condiciones y trastornos (119). METLIN es una base de datos de metaboldmica
gue contienen mas de 64.000 metabolitos. Es un sistema de gestidon de datos disefiado
para ayudar a la identificacion de metabolitos, con acceso publico, y permanentemente
actualizada. Aporta informacién sobre su masa, férmula quimica y estructura. Cada
metabolito estd convenientemente ligado a otros recursos externos, como el de la
Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas (KEGG: http://www.kegg.com), para mayor
referencia y consulta (130).

Ademas de las mencionadas, existen otras bases de datos utiles como “The Human
Metabolome Library” (HML), Pubchem (http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), o Mass

Bank (http://www.massbank.jp).

En nuestro trabajo, tras la clasificacién de las muestras en CP y CS (Figura 12), es posible

determinar los picos m/z que mas influyen en la clasificacion de estas muestras.


http://www.hmdb.ca/
http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.massbank.jp/
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Posteriormente, éstas se analizan nuevamente aplicando el modo MS/MS a los picos m/z

en cuestion para fragmentarlos, elucidar su estructura e identificar el metabolito en

cuestién, complementando el proceso con ayuda de las librerias de espectros

mencionadas:

Con niveles sobre expresados: Carnitina y derivados (butiril-carnitina y oleil-

carnitina), que reflejan alteraciones en el metabolismo energético celular.
Existe evidencia de la contribucion de los acidos grasos a la adaptacidn
metabdlica de las células cancerosas (174). La carnitina transporta &acidos
grasos de cadena larga desde el citosol a la matriz mitocondrial para la beta
oxidacioén. El sistema carnitina en pacientes con cdncer incluye ademas de la
carnitina, ésteres de carnitina y un gran numero de enzimas especificas,
aparentemente expresadas tanto en tejido tumoral como en tejido no tumoral
de pacientes con cancer de pulmdén (175). Niveles bajos de carnitina y acil-
carnitina fueron también observados en el desarrollo de caquexia en pacientes
con CP (176), (131). Fenilalanina, aminodcido esencial cuya via metabdlica
principal es la trasformacion en tirosina, precursora de hormonas tiroideas,
catecolaminas y melanina. Al degradarse la tirosina, se obtiene como producto
final la formacién de fumarato y acetoacetato. Teniendo en cuenta esto, tanto
la fenilalanina como la tirosina pueden ser considerados al mismo tiempo
aminodcidos glucogénicos y cetogénicos (es decir, involucrados en el
metabolismo energético). Y por ultimo, la Dopamina, relacionado con la

regulacién de la funcion inmune.
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- Con niveles disminuidos con respecto a sanos: los fosfolipidos (fosfatidilcolina

y fosfatidilinositol), probablemente como consecuencia de alteraciones

lipidicas de las membranas celulares y las lisofosfatidilcolinas, componente

fundamental de las membranas celulares y con funcién pro inflamatoria, se
encuentran alterados en pacientes con CP, lo que sugiere alteraciones en el
metabolismo de los fosfolipidos. Las anormalidades en el metabolismo lipidico,
corresponden con una de las alteraciones metabdlicas mas comunes en el
cancer (177). Muchas células cancerosas mantienen la sintesis de lipidos
enddgenos activa, ya que necesitan una gran cantidad de lipidos para el
crecimiento, la proliferacion y la invasion (178), (115). Lisofosfatidilcolina
puede ser convertida en fosfatidilcolina por la lisofosfatidilcolina
aciltransferasa en el surfactante pulmonar, con la funciéon de disminuir la
tensién superficial a nivel pulmonar. En un trabajo publicado por Dong et al.
(155) detectan el descenso en los niveles de cinco lisofosfatidilcolinas en
pacientes con CP, aunque no alcanzan a determinar la relacién entre esta
enfermedad y sus resultados. Otros autores, en un estudio sobre muestras de
suero obtienen una disminucion de los niveles de LPC en pacientes con CP de
pulmén con respecto a sanos, lo que relacionan con el aumento de la
angiogénesis y progresion que tiene lugar en los procesos tumorales (141). En
nuestro estudio, los niveles de LPC se encuentran disminuidos, en consonancia
con lo expuesto en estudios previos, en los que se relaciona el descenso de

esta lipoproteina con el mayor consumo para proliferacion celular.

Los resultados expuestos corresponden al estudio inicial, de pacientes con cancer

de pulmdn y sujetos sanos, sin excluir las muestras con hemdlisis, por lo que los
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resultados obtenidos, si bien permiten una clara discriminacién entre pacientes con CP y
CS, y en todos los casos los metabolitos obtenidos se pueden relacionar con rutas
previamente conocidas en procesos cancerosos, no pueden ser considerados a priori

como validos.

5.1.5. Patrones metabolomicos en diferentes tipos histologicos de CP

El analisis discriminante se ha aplicado también a la clasificacién estadistica de los
distintos tipos histoldgicos de CP. Los resultados se muestran en la figura 13. Se observa
una clara discriminacion entre los tipos histolégicos, lo que indica diferencias entre el
perfil metabolédmico que se genera en estos tipos histoldgicos, lo que podria permitir en

un estudio mds amplio la identificacién metabolémica de la estirpe tumoral.

. Células Grandes

. Epidermoide

+ Células Pequefias
Adenocarcinoma

f2]

Wl

Figura 13. Grafico de scores de los diferentes tipos histologicos.

Esta posibilidad ya fue valorada por Hori et al. en 2011 (8), estableciendo
diferencias entre el perfil metaboldmico del adenocarcinoma, carcinoma epidermoide y

CPCP en muestras de tejido pulmonar y suero sanguineo. Hay que mencionar las



Resultados

diferencias metodoldgicas entre nuestro estudio y el presentado por el equipo de Hori,

qgue influyen de forma directa en los resultados.

5.2. INFLUENCIA DE LA HEMOLISIS EN LOS PERFILES
METABOLOMICOS DE PACIENTES CON CANCER DE PULMON

Los procedimientos de obtencién y analisis de las muestras bioldgicas condicionan
los resultados y conclusiones de los estudios metaboldmicos. Dada la escasa
estandarizacidon existente en este campo hasta el momento, son frecuentes “artefactos”
causados durante la conservacion, tratamiento y extraccion de la muestra, que pueden
inducir errores aleatorios que afectan seriamente a los resultados. Debido a ello, es
fundamental la aplicacién de una adecuada metodologia pre-analitica y analitica para
evitar los citados problemas, los cuales pueden dar lugar a errores y falsear los resultados

(170), (179).

El pre-tratamiento de las muestras almacenadas para su analisis posterior suele
estar bastante estandarizado (180) y no es causa de error habitual, sin embargo, la fase
pre-analitica esta poco estandarizada. Aunque recientemente se han publicado diversos
protocolos al respecto (172), (180), (181), no parece que puedan solucionar
completamente este déficit. Esta fase pre-analitica, segun diversos autores (182), (183),
(184) puede ser causa del 60 al 80% de los errores analiticos. Yin et al. (170) comentan
gue al estudiar muestras de sangre de sujetos sanos con distintos grados de hemdlisis,

dicha hemdlisis provoca numerosos cambios en el perfil metabolémico.

En nuestro estudio, inicialmente y sin considerar el grado de hemdlisis hemos
analizado el perfil metaboldmico en el suero de 60 sujetos, 30 con cancer de pulmdn y 30

controles sanos, encontrando una clara diferencia entre los perfiles metaboldmicos de
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ambos grupos. Posteriormente, analizamos los resultados considerando el grado de
hemdlisis, y separando las muestras en cuatro grupos segun su indice hemolitico: IH < 20
g/dl de Hb; <20 IH <40 g/dl; <40 IH <80 g/dl; y > 80 g/dI (tabla 7).

Se realizaron comparaciones estadisticas de los espectros de masas
correspondientes a cada muestra mediante analisis discriminante de minimos cuadrados
parciales (PLS-DA), de los grupos con distinto indice hemolitico para evaluar la influencia
de la hemdlisis en las muestras de suero de pacientes con cancer de pulmoén y de sujetos
sanos. Asimismo, se realizé una comparacion entre CP y CS con indices hemoliticos
semejantes, y dentro de un mismo grupo con diferente grado de hemdlisis, para ver la

influencia de la misma en los analisis.

Tabla 7: indice hemolitico de las muestras de suero incluidas en el estudio.

IDE DIAGNOSTICO HEMO GRUFO IDE DIAGNOSTICO IHEMO GRUPO
7 <20 g/dl 166 CONTROL SANO £ 20<IH<40 g/dl
3 IH<20 g/dl 2 CANCER K 20<IH<40 g/dI
CONTROL SANO 9 1H<20 g/dI 3 CANCER 40 20<IH<40 g/dl
CONTROL SAND 9 1H<20 g/dl 141 CANCER 40 20<IH<40g/dl
CANCER 0 H<20 g/dl 187 2 40<IH<80 g/dI
12 1H<20 g/dl 3 CANCER 44 40<IH<80 g/l
CANCER 14 IH<20 g/dI % CANCER 4 40<IH<80 g/dI
14 IH<20 g/dI 2 CANCER 51 40<IH<80 g/dI
CANCER 15 IH=20 g/dI 111 CONTROL SANO &7 40<IH<80 g/dlI
107 CONTROL SANO 18 IH<20 g/dI 163 CONTROL SANO &7 40<IH<80 g/cll
119 CONTROL SANO 17 IH=20 g/dl 67 40<IH<80 g/dl
18 IH<20 g/dl 75 40<IH<80 g/dI
165 CONTROL SANO 18 IH=20 g/dI a2 40<1H<80 g/dI
154 CONTROL SANO 19 H<20 g/dI 171 CONTROL SANO 8 IH>80 g/dI
1 A IH<20 g/l 158 CONTROL SANO 130 IH>80 g/dl
148 CONTROL SANO 2 IH<20 g/dI T " IH~80g/dl
127 CONTROL SANO 21 20<IH<40 g/dI 5 80 /dl
153 CONTOL SANO 2 20<IH<40 g/dI T = Ho80g/d
57 uiucm 24 20<IH<40 g/d| G W= T80 2/dl
13 CANCER 24 20<IH<40 g/dI ARG = 80 g/dl
128 CONTROL SANO % 20<IH<40 g/dI
150 CONTROL SANO 3 20<IH<40 g/dI i IH>80¢/d
CANCER 33 [H>80 g/dI
e CONTROL SANO 3 20<IH<40 g/dI -
149 CONTROL SANO 3 20<IH<40 g/dI C'L,\NCER X IH>80 g/l
58 CANCER 30 20<IH<40 g/d| CANCER 48 IF>80g/dl
E 7 TETETET & Ir>80¢/d
55 CANCER ks 20<IH<40 g/d| c‘,\NCER = Liz8 1
112 CONTROL SANO ® 20<IH<40 g/dI CANCER = IH>80/dl

En la figura 14 se muestra la representacién grafica mediante diagrama PLS-DA de

los resultados correspondientes de las muestras analizadas en modo positivo.
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HEMOLISISGRUPOS M4 (PLS-DA) . Class 1
t[Comp. 1)t[Comp. 3] . Class 2
Colored according to classes in M4 . Class 3

* Class 4

1(3)

1

R2X[1] = 0,072382 R2X[3] = 0,0323092 Ellipse: Hotelling T2 (0,95)
SIMCA-P+ 11.5 - 0310312015 12:52:54

LC <20 20<LC <40
HC <20 20<HC<40

Figura 14. Representacion de scores (PLS-DA) de muestras con distinto indice de
hemdlisis: puntos negros, CP (LC) con IH<20 g/dl; puntos azules CP con 20<IH<40 g/dl;
rojo CS (HC) con IH<20 g/dl; verde CS con 20<IH<40 g/dl.

Si comparamos CP y CS con el mismo indice hemolitico: CP, CS IH<20 g/dl y CP, CS
20< IH <40 g/dl (negro vs rojo y azul vs verde, respectivamente), podemos ver como en
ambos casos, se separan los grupos, indicando que existen metabolitos que causan esta
discriminacion. Sin embargo, cuando discriminamos entre un mismo grupo con diferente
indice hemolitico (negro vs azul, y rojo vs verde) también se observa una separacion
entre los mismos grupos con diferentes indices de hemdlisis (aunque menos significativa
en los grupos control). Lo que indica que los componentes hemoliticos pueden afectar al
perfil metaboldmico de los pacientes, por lo que la hemdlisis supondria una interferencia
en el andlisis metabolémico induciendo posibles errores en la clasificacidon de grupos CP y
CS, asi como en identificacidn de los metabolitos alterados que permiten la discriminacidn

entre grupos.

106



Estudio de los perfiles metabolomicos en muestras de suero para el diagndstico del cdancer de
pulmon

HEMOLISISGRUPOS80.M2 (PLS-DA) LC <20 40<LC <80
t[Comp. 1)t{[Comp. 2]
Colored according to classes in M2 HC<20 40<HC<80

-20 -10 0 10 20
LU

R2X[1] = 0,0856766 R2X([2] = 0,058213 Ellipse: Hotelling T2 (0,95)
SIMCA-P+ 11.5 - 03/03/2015 13:18:01

Figura 15. Representacion de scores (PLS-DA) de muestras con distinto indice de
hemolisis: puntos negros, CP (LC) con IH<20 g/dl; puntos azules CP con 40<IH<80 g/dl;
rojo CS (HC) con IH<20 g/dl; verde CS con 40<IH<80 g/dl.

A medida que aumenta el grado de hemdlisis en las muestras, observamos que la
separacion entre los diferentes grupos, CP y CS con mismo indice hemolitico (azul vs

verde) presenta una menor discriminacion (figuras 15y 16).

HEMOLISISGRUPOS100.M2 (PLS-DA) . Class 1
t{Comp. 2Jt[Comp. 3] . Class 2
Colored according to classes in M2 . Class 3

* Class 4

A0 o " Le<20 LC>80

@ HC <20 HC>80

R2X(2] = 0,0477568 R2X(3] = 0,0397372 Ellipse: Hotelling T2 (0,95)

Figura 16. Representacion de scores (PLS-DA) de muestras de con distinto indice
de hemadlisis: puntos negros, CP (LC) con IH<20 g/dl; puntos azules CP con IH>80 g/dl;
rojo CS (HC) con IH<20 g/dl; verde CS con IH>80 g/dl.
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Ya que el metabolito clave en la hemdlisis es la hemoglobina, cuando
representamos el grupo CP vs CS con indices de hemdlisis > 20 mg/dl, se observa en los
espectros de masas una clara alteracion en la intensidad del pico correspondiente a la
hemoglobina con m/z 616.4. Por tanto, la hemdlisis influye en los perfiles metabolémicos
del suero, no sélo porque se observa separacion de un mismo grupo con diferente grado
hemolitico (negro vs azul y rojo vs verde), sino porque a medida que aumenta el grado de
hemolisis en las muestras el PLS-DA no es capaz de discriminar entre CP y CS. Por lo que
es totalmente necesario evitar la hemdlisis en los estudios metabolémicos.

Una vez establecida esta influencia, se ha realizado un estudio piloto para
comprobar los metabolitos alterados en el grupo de CP frente a CS, utilizando muestras
con indice hemolitico menor de 20 (figura 17, ionizacion en modo positivo y figura 18,

ionizacion en modo negativo). Observamos que la diferenciacién entre grupos es clara.

LCwsHC2.M1 (PLS-DA) u Class 1
t[Comp. 1)/t[Comp. 2] ° Class 2
Colored according to classes in M1

30T
207

107

2]
o
ofe

-107 [} °

-20T

-30 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
-20 -10 0 10 20
t[1]

R2X[1] = 0.0828637 R2X[2] = 0.105426 Ellipse: Hotelling T2 (0.95)
SIMCA-P+ 11.5 - 11/10/2015 12:27:04

Fig. 17. Representacion de scores (PLS-DA) de muestras de CP (puntos rojos) y CS
(puntos negros) con indice de hemoélisis <20mg/dl. A partir de espectros de masas con
modo de ionizacion positivo.
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LCvsHC1neg.M2 (PLS-DA) . Class 1
t[Comp. 1]/t[Comp. 2] ° Class 2
Colored according to classes in M2

207

10: l.. 3

= 07 "
L] [ ]
-107
20T ]
20 10 0 10 20
1]
R2X[1] = 0.136105 R2X[2] = 0.116268 Ellipse: Hotelling T2 (0.95)

SIMCA-P+ 11.5 - 11/10/2015 12:28:26

Figura 18. Representacion de scores (PLS-DA) de muestras de CP (puntos rojos) y
CS (puntos negros) con indice de hemdlisis <20mg/dl. A partir de espectros de masas
con modo de ionizacidon negativo.

5.2.1. Valoracion global de la influencia de la hemdlisis en los
patrones metabolomicos

Partiendo de los resultados anteriormente comentados, destacamos los siguientes
puntos:

e Por una parte, encontramos una clara diferencia entre los perfiles metaboldmicos
de los sujetos sanos y los pacientes con cancer de pulmdn al estudiar la muestra
global (sin separar por el grado de hemdlisis). Hay que destacar que el grado de
hemdlisis entre ambos grupos fue similar, y con distribucién homogénea entre
ellos.

e Al separar por el indice de hemdlisis, en las muestras no hemolizadas o
ligeramente hemolizadas también se diferenciaron claramente los perfiles
metaboldmicos entre sanos y pacientes con CP; sin embargo, las muestras
claramente hemolizadas (> 80 mg/dl) no permitieron dicha diferenciacién entre

sanos y pacientes con CP. En este sentido, al igual que opinan otros autores (180),
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(185), se deberian invalidar para los estudios metaboldmicos las muestras con una
hemolisis evidente.

e Otro aspecto es la posible influencia de la hemdlisis no solo en los perfiles
metaboldmicos sino también en los metabolitos causantes de las diferencias entre
ellos. En nuestra muestra global se establecieron unos posibles metabolitos
candidatos a biomarcadores, algunos de ellos posiblemente influenciados por la
hemolisis, por lo que tendran que ser confirmados en nuevos estudios con
suficiente nimero de muestras libres de hemolisis.

e Por ultimo, parece que la hemolisis puede influir en diversos metabolitos mas que
en la capacidad de discriminar perfiles metabolémicos entre sanos y pacientes con
CP.

En resumen, y en funcidn de los resultados obtenidos tras el andlisis metaboldmico
de las muestras incluidas en el estudio y evaluacién de la influencia de la hemdlisis, con
los resultados obtenidos podemos concluir que la hemdlisis es un factor perturbador en
estudios metaboldmicos relacionados con el cdncer de pulmén, y que la capacidad de
discriminacion entre ambos grupos a estudio (CP y CS) disminuye con el aumento de las

concentraciones de hemoglobina.

5.3. PERFILES METABOLOMICOS EN MUESTRAS DE SUERO NO
HEMOLIZADAS

5.3.1. Caracteristicas demograficas y clinicas
Considerando la influencia que la hemolisis tiene en los resultados de estudios

metaboldmicos anteriores, se ha vuelto a repetir la experiencia descrita en el Apartado
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5.1.3, pero seleccionando muestras con indice de hemolisis inferior a 20 g/dl, que como
se ha visto en el Apartado 5.2. permiten una buena clasificacion de las muestras.

En todos los casos el indice de hemdlisis es inferior a 20 g/dl y se consideraron tres
grupos: pacientes con cancer de pulmén (CP), pacientes con enfermedad pulmonar no
cancer, denominados en nuestro estudio controles enfermos (CE), y controles sanos (CS).

Los sujetos incluidos finalmente en el estudio fueron los siguientes: 15 pacientes
con CP, con una edad media de 67+13 afos y predominio del sexo masculino (12 hombres
y 3 mujeres). Al igual que en los grupos inicialmente incluidos en el estudio, de 30 CP y 30
CS, la comorbilidad mds prevalente fue la HTA, seguida de la Diabetes Mellitus y la EPOC
para los tres grupos. En el apartado de habito tabaquico, en su mayoria eran ex
fumadores. En cuanto a las estirpes histoldgicas, como se muestra en la tabla 8, las mas
repetidas fueron el cancer de pulmdn de células grandes y el epidermoide. En el grupo de
CE o control enfermo, compuesto también por 15 sujetos, de las patologias respiratorias
no neopldsicas presentes en el momento de inclusion en el estudio las que mayor
prevalencia presentaron fueron las llamadas enfermedades pulmonares intersticiales
difusas, con un 40%, seguida de la Sarcoidosis con un 13.3% y otras como infeccién
tuberculosa, neumonia o bronquiectasias, con menor representacién. En el grupo CS,
compuesto por 16 sujetos, al contrario que en los grupos anteriormente descritos, la
predominancia en cuanto a sexo varia, el resto de caracteristicas aparecen expuestas en

la tabla 8.
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Tabla 8: caracteristicas epidemiolégicas del subgrupo de pacientes con muestras
no hemolizadas.

Sexo (H/M) 12/3 10/5 7/9
Edad media 67 +15 52+10 54 +19
Comorbilidad HTA (73%), DM (13.3%), HTA (13%), EPOC HTA (37.5%), DM
EPOC (20%) (6.6%) (25%)

Tabaquismo

- Fumador 2 (2H/0M) 2 (2H/0M) 1 (1H/0M)

- Ex fumador 12 (10H/2M) 11 (8H/3M) 9 (5H/4M)

- Nunca fumador 1 (OH/1M) 2 (OH/2M) 6 (1H/5M)
Histologia

- Adenocarcinoma 2 (1H/1M) -

- Epidermoide 4 (3H/1M) -

-CP cls. grandes 5 (4H/1M) -

- CPCP 2 (2H/0Mm) -

-Tumor Carcinoide 2 (2H/0M) -
Estadios CP

-l(ayhb) 4 -

-ll(ayb) 1 -

-1l (ayb) 2 -

-1V 8 -

HTA: Hipertension Arterial, DM: Diabetes Mellitus, EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica, H:
Hombre, M: Mujer, CP: Cancer de Pulman, Cls: Células, CPCP: Cancer de Pulmon de Células Pequeiias.

5.3.1.1. Tipos histolégicos de cancer de pulmén en la poblacién estudiada

Entre los distintos tipos histoldgicos, encontramos un 33.3% para cancer de pulmén
de células grandes, 26.6% epidermoide, 13.3% Cancer de Pulmon de células pequefias y
otro 13.3% entre carcinoide y adenocarcinoma, distribucién que se muestra en la figura

19.
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Histologia

H Adenocarcinoma
M Epidermoide

i CP Cls. Grandes
M CPCP

M Carcinoide

Figura 19. Diferentes tipos histolégicos en la poblacion estudiada

5.3.1.2. Estadios de cancer de pulmoén en la poblaciéon estudiada

Se reviso el estadio de la enfermedad en el que se encontraban los pacientes con CP
en el momento de su diagnéstico, siendo destacable como se observa en la figura 20, el

alto porcentaje de estadios evolucionados de la enfermedad (mas del 50% en estadio IV).

8 —
6 -
mA
4 -
mB
N .
O T T T 1
Estadio | Estadio Il Estadio Il Estadio IV

Figura 20. Distribuciéon de la poblacion segin estadio de cancer de pulmén
(Estadios IA, I1A, IIIA y IV en azul y Estadios IB, 1IB y I1IB en rojo).

5.3.1.3. Antecedentes neoplasicos previos en la poblacion estudiada

Es importante destacar que de los 15 pacientes del grupo de casos, un 13.3% (n=2),
presentaron antecedentes de neoplasias previas (cancer de eséfago y laringe). Ambos

eran varones y tenian historia de tabaquismo.
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5.3.1.4. Habito tabaquico en la poblacidn estudiada

El porcentaje de fumadores activos en el momento de la inclusidn en el estudio era
reducido para todos los grupos, mientras que el grueso se contaba entre los que habian
sido fumadores pero en el momento del estudio habian cesado el habito durante al
menos 6 meses (Ex fumadores), con un 80% entre los pacientes con CP, el 73.3% en CE y
56% en CS. En este ultimo grupo de controles sanos cabe destacar que el porcentaje de

no fumadores fue bastante superior (37.7%) con respecto al resto (figura 21).

Tabaquismo
16
14
12
w
% 10
-§ 8
6
4
2
0
CcP CE CS
= Nunca fumadores 1 2
m Exfumadores 12 11 9
B Fumadores 2 2

Figura 21. Habito tabaquico en los diferentes grupos a estudio: CP (Cancer de Pulmoén),
CE (Controles enfermos) y CS (Controles Sanos).

5.3.2. Perfiles metabolémicos en muestras de suero sin hemolisis

Una vez realizado el analisis estadistico, obtenemos los espectros de masas
caracteristicos de muestras de cada grupo, representados en las figuras de la 22 a la 24, a

partir de los extractos polares.
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Figura. 22. Espectro de masas-tipo de muestras de enfermos de cancer de pulmén
(CP), obtenidas a partir de suero sin hemolisis (IH < 20mg/dl). Extracto apolar
izquierda, extracto polar derecha.
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Figura 23. Espectro de masas-tipo de muestras de pacientes con enfermedad
pulmonar no tumoral (CE), obtenidas a partir de suero sin hemolisis (IH< 20mg/dl).
Extracto apolar izquierda, extracto polar derecha.
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Figura 24. Espectro de masas-tipo de muestras de controles sanos (CS), obtenidas
a partir de suero sin hemolisis (IH< 20). Extracto apolar izquierda, extracto polar

derecha.
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Aungque se observan diferencias entre los espectros de las figuras 22 a 24, la simple
inspeccidn visual no es suficiente para poder diferenciarlos de manera significativa, por lo
gue hemos utilizado un tratamiento estadistico mediante andlisis discriminante por
minimos cuadrados paciales (PLS-DA), que permite establecer diferencias entre los grupos
estudiados. A pesar que el nimero de muestra no es muy elevado (15 de enfermos con
cancer de pulmédn, 15 muestras de controles enfermos y 16 controles sanos), representa

un numero suficiente para sacar conclusiones significativas.

DATADLS15(2)_b M2 (PLS-DA) " Classt
[Comp. 1}A[Comp. 3] ¢ Chss2
Colored according lo classes in M2 . Class 3

L&)

BIXIL) = 00889758 BIXI3) = 0,006995¢ Eilipse: Hetalling T2 (0,98)

SRACAR, 114 1OSAI1S 114213

Figura 25. Grafica de “scores” correspondiente a extractos polares de los diversos
grupos considerados: cancer de pulmén (CP), puntos negros; controles enfermos no
cancer (CE), puntos rojo; controles sanos (CS) puntos azules.

Extractos polares

Como puede observarse en la figura 25, se produce una clara separacion entre los
tres grupos de estudio, presentandose una progresion en los cluster a medida que se
avanza tanto en el eje de abscisas como en el eje de ordenadas. La componente uno
separa al grupo de control sano del grupo de cancer, quedando el control sano a la
izquierda, el cancer a la derecha y en medio el grupo de control enfermo. De forma

similar la componente tres separa estos grupos. Puede decirse que la grafica muestra una
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progresién de la enfermedad (partiendo de sujetos sin patologia a nivel pulmonar,

seguido de enfermos pulmonares no cancer y en ultimo lugar los pacientes con CP),

ordendndose los puntos de izquierda a derecha.
Con el fin de encontrar las variables que permitan discriminar entre los grupos

estudiados, y que puedan servir como potenciales biomarcadores en el cdncer de

pulmoén, se representaron las graficas de PLS-DA de los tres grupos estudiados de dos en

dos:

e Control sano vs Cancer de pulmodn

e Control enfermo vs Cancer de pulmdn

En la figura 26 se observa una buena clasificacion entre los enfermos de cancery los

controles sanos.

- Class 1
+ Class 3

DATAD40515(2)_b.M3 (PLS-DA)
t[Comp. 1Jt[Comp. 2]
Colored according to classes in M3

20

<]
o

20

-20
-20 -10

1]

10,35)

Ellipse: Hotelling T2

R2X([1] = 0,108315 RIX[Z] = 0,0477455

Figura 26. Grafica de “scores” correspondiente a extractos polares cancer de
pulmén (CP), puntos negros frente a controles sanos (CS), puntos azules.

La representacion del grafico de “loadings” correspondiente al tratamiento de los
resultados mediante PLS-DA (figura 27), nos muestra los metabolitos que contribuyen a
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una mayor discriminacion entre clases, que son los situados en los extremos de la nube
de dispersidn. Los tridngulos representan a los metabolitos o variables, de tal forma que
aquellos situados en el centro de la nube de puntos no contribuyen a la clasificacion,
mientras que los situados a la derecha, por encima de la linea horizontal, se encuentran
sobreexpresados en el grupo de cdncer, y los situados a la izquierda, por debajo de esta

linea, estan inhibidos en este grupo (o sobreexpresados en el grupo de controles sanos).

0,08
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0,04

0,02

whe[2]
-
=
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-0,04 a
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-008 008 .007 006 005 004 003 002 001 -0,00 0.0 0,02 0,02 0,04 0,05 0,08 0,07 0,08 0,08
whe[l]

Figura 27. Representacion de la grafica de “loadings” (PLS-DA) correspondiente a
la discriminacion de cancer de pulmén vs controles sanos. Extracto polar.

Los metabolitos que se han identificado, aquellos que han experimentado cambios

en su expresion entre el grupo de CP y CS, se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Metabolitos alterados en cancer de pulmén con respecto a controles

sanos. Extracto polar.

m/z
61,0413
120,0535
133,0147
147,0672
532,348
542,3289
546,3591
566,3296
768,5712
782,5668
784,5777
798,5502
810,5977
844,5575
850,5669
856,5858
858,5919

894,5825

METABOLITO
Urea
Treonina
L-Ornitina
Glutamina
Lisofosfocolina (LPC)
LPL
LPL
LPL
Fosfocolina (PC)
PL
PL
PL
PL
PL
PL
PL
PL

PL

FOLD CHANGE (%)
-41,6
46,2
-31,9

34,9

PC: Fosfocolina; PL: Fosfolipidos; LPC: Lisofosfocolina.

En la figura 28 observamos los “scores” del estudio PLS-DA de los casos de CP frente

a CE. Se observa que en la region inferior izquierda se agrupan las variables

representativas de las muestras de control enfermo, mientras que en la esquina superior

derecha se encuentran las correspondientes a las muestras de cancer.
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DATADADS15(2)_b.M4 [PLS-DA) o Class1
{Comp. 1}A[Comp. 2] o Class?2
Colored according to classes in M4
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Figura 28. Grafica de “scores” correspondiente a extractos polares cancer de pulmén
(CP), puntos negros frente a controles enfermo no cancer (CE), puntos rojos. Extractos
polares.

En este caso en la representacion de “loadings” (figura 29), las variables o
metabolitos con cambio de expresién en las muestras de control enfermo se encuentran
en la region inferior izquierda, mientras que en la esquina superior derecha se encuentran

las correspondientes a las muestras de cancer.

wel2]

<042 011 010 -0,08 -0,08 -007 -006 -005 0,04 -003 002 001 -000 001 002 003 004 005 006 007 008 009 010 011 012
weel1]

Figura 29. Representacion de la grafica de “loadings” (PLS-DA) correspondiente a la

discriminacion de cancer vs controles con enfermedad pulmonar no cancer. Extracto
polar.
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Tabla 10.- Metabolitos alterados en cancer de pulmén con respecto a controles con

enfermedad pulmonar no cancer. Extracto polar.

61,04
120,05
147,06
184,09

372,2

542,3

546,3

808,5

826,5

828,5

838,5

846,5

856,5

860,5

862,5

866,5

868,5

888,5

890,5

892,5

894,5

896,5

898,5

Urea
Treonina
Glutamina
Fosfocolina (PC)
Cl14-CAR
Lisofosfocolina (LPC)
LPC(20:3)
PC(18;2/18:0)
PC(16:1/22:6)
PC(16:0/22:6)
PC
PC
PC(18:0/22:6)
PC
PL
PL
PL
PL
PL
PL
PL
PL

PL

-35,6
38,5
15,2
-15,9
-29,3
-11,3
-13,6
-15,4
-12,1
-13,3
-22,2
-11,9
-18,7
-16,4
-15,7
-23,9
-18,7
-23,1
-18,7
-14,3
-12,1
-17.,8

-15,5

PC: Fosfocolina; PL: Fosfolipidos; CAR: Carnitina; LPC: Lisofosfocolina.
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Extractos apolares

De manera analoga se repitid el estudio utilizando los extractos apolares. En este
caso el andlisis discriminante, permite observar la separacién entre los 3 grupos
estudiados: CP, CE y CS, como se observa en la figura 30. El grupo control sano queda en
la parte superior del grafico PLS-DA de modo que separa por la componente 2 de los otros
dos grupos (cancer de pulmdn y control enfermo), y a su vez, la componente uno separa
al grupo de los controles enfermos de los pacientes con cancer de pulmén, quedando los

controles enfermos a la izquierda de la elipse y los casos de cancer a la derecha.
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Figura 30. Grafica de “scores” correspondiente a extractos apolares de los diversos
grupos considerados: cancer de pulmén (CP), puntos negros; controles enfermos no
cancer (CE), puntos rojo; controles sanos (CS), puntos azules.

Con el fin de complementar el conocimiento sobre las variables (metabolitos) que
discriminan entre los grupos estudiados, considerando ahora los resultados de los
extractos apolares, se han representado de nuevo las gréficas de PLS-DA de los tres
grupos estudiados de dos en dos, como se hizo con los extractos polares. En la figura 31
se muestran la representacion de los “scores” de los resultados de extractos apolares de
las muestras de CP frente a controles sanos. En la figura 32 se muestra la representacion

de “loadings” entre estos dos grupo. Pueden observarse los metabolitos que sufren
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alteracion en su expresion, los cuales fueron posteriormente identificados mediante

experiencias MS/MS y se muestran en la Tabla 11.

DATAQMSTS-APOLAR M (PLS-04) . Camt
YCarre. 1Cemg 2] o Cusd
Colared sceortieg 16 Classes in MB

(2]

" ° 0
L]

3XLD » 0,0043487 BEXIT1 » 0,09469% Bilipre: Mecelling T2 (0,56

Figura 31. Grafica de “scores” correspondiente a extractos apolares cancer de pulmon
(CP), puntos negros frente a controles sanos (CS), azules.

wel2]

Figura 32. Representacion de la grafica de “loadings” (PLS-DA) correspondiente
ala discriminacion de cancer vs controles sanos. Extracto apolar.

Tabla 11.- Metabolitos alterados en cancer de pulmoén con respecto a controles sanos.
Extracto apolar.

870,7 TAG -19,9
880,7 TAG -23,1
900,8 TAG -13,3
934,8 TAG -14,7

TAG: triacilglicéridos.
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En la figura 33 se muestra la representacion de “scores” de enfermos no cancer
frente a enfermos con cancer de pulmén, que se clasifican perfectamente en dos grupos.
La figura 34 de “loadings” permite caracterizar los metabolitos que sufren cambios
significativos en los enfermos de cancer obtenidos a partir del extracto apolar. Se agrupan
las variables representativas de las muestras de control enfermo, mientras que en la
esquina superior derecha se encuentran las correspondientes a las muestras de cancer.
Los metabolitos con cambios de expresion significativos en estos extractos apolares se

muestran en la tabla 12.

DATAD70515-AP OLAR M3 (PLS-DA) - Class 1
t[Comp. 1}A[Comp. 2] e Chss2
Colored according to classes in M3
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Figura 33. Grafica de “scores” correspondiente a extractos apolares cancer de pulmén
(CP), puntos negros frente a controles enfermo no cancer (CE), puntos rojos.

whe[2]

Figura 34.- Representacion de la grafica de “loadings” (PLS-DA) correspondiente a la
discriminacién de cancer vs controles con enfermedad pulmonar no cancer. Extracto

apolar.
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Tabla 12.- Metabolitos alterados en cancer de pulmodn con respecto a controles con
patologia pulmonar no cancer. Extracto apolar.

FOLD CHANGE
m/z METABOLITO (%)
796,7 TAG -48,4
870,7 TAG -26,6
872,7 TAG 22,5
934,8 TAG -11,5

TAG: triacilglicérido

En las tablas 13 y 14 se resumen los resultados obtenidos en los diversos estudios
realizados: se muestran los metabolitos alterados en los casos de cdncer respecto a
pacientes con enfermedad pulmonar no cédncer en la tabla 13, y controles sanos en la
tabla 14. Las tablas indican la sobreexpresion (1) o inhibicién ({/) que experimentan los

metabolitos, y la evaluacién semicuantitativa (fold change) de dicho cambio.

Tabla 13.- Resumen de los cambios de expresion de los metabolitos en enfermos de
cancer de pulmodn respecto a controles enfermos sin cancer.

m/z Metabolito Extracto Fold Change (%) Alteracion
61,0416 Urea POLAR -35,6 ‘
120,053 Treonina POLAR 38,5 f
147,0669 Glutamina POLAR 15,2 f
184,0974 Fosfocolina POLAR -15,9 ‘
372,2473 C14-CAR POLAR -29,3 ‘
542,3288 LPC POLAR -11,3 ‘
546,3591 LPC(20:3) POLAR -13,6 ‘
796,7923 TAG APOLAR -48,4 ‘
808,586 PC(18;2/18:0) POLAR -15,4 ‘
826,5576 PC(16:1/22:6) POLAR -12,1 ‘
828,5578 PC(16:0/22:6) POLAR -13,3 ‘




Resultados

838,5217 PC POLAR -22,2 ‘
846,558 PC POLAR -11,9 ‘
856,5855 PC(18:0/22:6) POLAR -18,6 *
860,5802 PC POLAR -16,4 ‘
862,5246 PL POLAR -15,7 ‘
866,547 PL POLAR -23,9 ‘
868,5558 PL POLAR -18,7 ‘
870,7629 TAG APOLAR -26,6 ‘
872,7765 TAG APOLAR -22,5 ‘
888,5339 PL POLAR -23,1 ‘
890,551 PL POLAR -18,7 ‘
892,5682 PL POLAR -14,3 ‘
894,5825 PL POLAR -12,1 *
896,527 PL POLAR -17,8 ‘
898,5264 PL POLAR -15,5 ‘
934,8058 TAG APOLAR -11,5 ‘

TAG: Triacilglicéridos; PL: Fosfolipidos; PC: Fosfatidilcolina; CAR: Carnitina; LPC: lisofosfatidilcolinas; LPL: lisofosfolipidos.

Tabla 14.- Resumen de los cambios de expresion de los metabolitos en pacientes con
cancer de pulmodn respecto a controles sanos

m/z Metabolito Extracto Fold Change (%) Alteracién
61,0413 Urea POLAR -41,6 *
120,0535 Treonina POLAR 46,2 4
133,0147 L-Ornitina POLAR -31,9 *
147,0672 Glutamina POLAR 34,9 f
532,348 LPL POLAR -0,8 *
542,3289 LPL POLAR -23,3 *
546,3591 LPL POLAR -12,7 *
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566,3296 LPL POLAR -20,2 ¥
768,5712 PL POLAR 29,8 4
782,5668 PL POLAR 27,5 4
784,5777 PL POLAR 37,6 4
798,5502 PL POLAR 25,1 4
810,5977 PL POLAR 34,0 4
844,5575 PL POLAR 25,6 4
850,5669 PL POLAR 26,8 2
856,5858 PL POLAR 38,7 4
858,5919 PL POLAR 35,1 4
870,7629 TAG APOLAR -19,9 ‘
880,7634 TAG APOLAR -23,1 ¥
894,5825 PL POLAR 24,4 4
900,8067 TAG APOLAR -13,3 ¥
934,8058 TAG APOLAR -14,7 ¥

TAG: Triacilglicéridos; PL: Fosfolipidos; CAR: Carnitina; LPL: lisofosfolipidos.

5.3.3. Discusion sobre alteracion de rutas metabdlicas causadas por

el cancer de pulmon

Utilizando los resultados que se muestran en la tabla 14, se ha llevado a cabo un

estudio de las rutas metabdlicas que se alteran como consecuencia del proceso

oncolégico en relaciéon a los controles sanos. Las familias de metabolitos que sufren

cambios en su expresidon en los enfermos con cancer, a consecuencia de esta enfermedad

son:

e Con niveles sobreexpresados: La presencia de fosfolipidos aumenta en los

enfermos con cancer de pulmén respecto a los controles sanos (figura 34),

posiblemente por el incremento de la proliferaciéon celular que produce la
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demanda de estos componentes de la membrana celular. Todas las células
eucariotas estan rodeadas por una membrana cuya base estructural es una bicapa
lipidica. Debido a la incontrolada division celular que se produce en el cancer, se
crean numerosas células invasivas que necesitan de estos compuestos lipidicos y
por ello se pueden ver aumentados en el cancer. La glutamina es un aminoacido
abundante en sangre, y una vez dentro de la célula constituye un importante
sustrato en el metabolismo energético celular. Parece afectar al transporte de
aminodcidos y autofagia a través de la activacion del complejo mTOR 1 (32). Es
bien sabido que las células cancerosas utilizan la glutamina como una importante
fuente de energia (13). EIl metabolismo de la glutamina permite a las células
tumorales sostener la actividad del ciclo de krebs durante la proliferaciéon tumoral,
y estd en relacién con la sintesis de macromoléculas mediantes las llamadas
reacciones anaplerdticas. La treonina es un aminodcido polar que puede ser
convertido en piruvato, constituyendo una via de intersecciéon en varias rutas
metabdlicas, que puede promover la metabolizacion a otros aminoacidos,
incluyendo glicina y alanina (186). Se ha identificado una proteina con actividad de
serina-treonina quinasa (LKB1), implicada en la polaridad celular, el metabolismo
energético, la apoptosis, la detencién del ciclo celular y la proliferacion celular,
participando en estos procesos con funcién supresora de tumores y con actividad

catalitica (32).

e Con niveles disminuidos: La L-ornitina _es un compuesto quimico organico del

grupo de los a-aminoacidos, que juega un papel importante en el ciclo de la urea.

Su sintesis se produce a partir de la L-arginina por accién de la enzima arginasa
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hidrolasa para obtener como producto de esta reaccién la urea, de ahi la
importancia de la ornitina en este ciclo. La sintesis esta condicionada por las
reservas de arginina procedentes de la dieta, de forma que una disminuciéon en
ésta (como hemos obtenido en nuestro estudio) condiciona un aumento de la
produccién de ornitina a partir del glutamato a nivel mitocondrial, que
posteriormente pasa al citosol para la biosintesis de prolinas. EIl metabolismo de
las proteinas tiene como producto final la urea, la cual es sintetizada a partir de
diversas reacciones quimicas en el ciclo de la urea. Este ciclo es especialmente
importante en el metabolismo de los aminodcidos (134), estando relacionado por
tanto con el metabolismo energético. Como se ha mencionado anteriormente,
algunos de los metabolitos intermediarios involucrados en este ciclo estan
disminuidos en procesos cancerosos, como es el caso de la ornitina, involucrada
directamente en la formacidn de urea, por lo que se podria explicar en base a esto
la diminucién de este compuesto observada en nuestros resultados. Los

lisofosfolipidos (LPL) son glicerofosfolipidos que presentan un grupo acilo menos

en su estructura, y la acetilacion de un grupo hidroxilo. Poseen propiedades
similares a los fosfolipidos. La principal diferencia con respecto a estos es que se
encuentran en pequefias cantidades en las membranas biolégicas. Son moléculas
de senalizacion de membranas con relevancia en multitud de procesos
fisioldgicos. Estan implicados en un ndimero creciente de trastornos tales como la
inflamacién, enfermedades autoinmunes, dolor neuropadtico, la aterosclerosis, el

cancer y la obesidad (8). Los triacilglicéridos (TAGs) son macromoléculas lipidicas

encargadas del almacenamiento de los acidos grasos para su posterior utilizacidn

como fuente de energia mediante una serie de reacciones conocidas como [3-
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oxidacion. La principal enzima encargada de la degradacion de esta
macromolécula es la triacilglicerol lipasa, y su catabolismo dependera entonces de
su entrada o no en el interior mitocondrial. Los acidos grasos liberados son
degradados hasta conseguir un intermediario comun: Acetil-CoA. Este ultimo
continuard su proceso oxidativo a través del ciclo del acido citrico. En nuestro
estudio, los niveles de triacilglicéridos se encuentran disminuidos, probablemente
en relaciéon con un mayor consumo de energia, y fomento por tanto de la -
oxidacion, via metabdlica aumentada en procesos cancerosos en los que existe un

incremento de la lipolisis, con movilizacién de TAGs.

La validacién interna de la ecuacidon de regresion fue realizada mediante la

evaluacién de los valores AUC de las curvas ROC (Receiver Operating Charactesitic)

para cada metabolito. En la tabla 15 aparecen los valores de AUC para cada

metabolito referido en nuestros resultados.

Tabla 15.- Valor AUC para aquellos metabolitos que varian su expresion entre cancer
de pulmon y control sano.

130

m/z Metabolito AUC value

133.01 L-Ornitina 0.90
566.33 LPL 0.86
61.04 Urea 0.82
542.33 LPL 0.77
120.05 L-Treonina 0.75
546.36 LPL 0.74
532.35 LPL 0.73
858.59 PL 0.70
856.59 PL 0.65
934.81 TAG 0.65
798.55 PL 0.59
147.07 L-Glutamina 0.58
810.60 PL 0.58
784.58 PL 0.58
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844.56 PL 0.56
768.57 PL 0.55
900.81 TAG 0.54
894.58 PL 0.54
850.57 PL 0.53
870.76 TAG 0.53
880.76 TAG 0.53
218.14 C3-CAR 0.53
782.57 PL 0.52

LPL: Lisofosfolipido, PL: Fosfolipido, TAG: Trigligérido, C3-CAR: Propionil-carnitina.

Los valores AUC de la curva ROC para cada metabolito por encima de 0.75 (valor
indicativo de buen test), indican que el metabolito en cuestién podria corresponder
con un “buen biomarcador” (187). En los diferentes metablitos mencionados en
nuestro estudio como discriminantes entre cancer de pulmén y controles sanos

hemos obtenido las siguientes curvas (figura 35):
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5.4. INFLUENCIA DE LA CARGA TABAQUICA EN LOS PERFILES
METABOLOMICOS DE PACIENTES CON CANCER DE PULMON Y
CONTROLES SANOS

En nuestro trabajo, ademas de lo ya expuesto, hemos determinado la influencia de
la carga tabdquica (CT) en los perfiles metabdlicos de pacientes con CP y diferenciado
cuales son aquellos metabolitos que causan la discriminacién en fumadores con respecto
a no fumadores. Todo ello puede contribuir a la busqueda de un biomarcador util para el
diagnéstico de esta patologia neoplasica, dada su establecida relaciéon con el habito
tabdquico.

Incluimos en el estudio 12 pacientes reclutados con diagndstico final de CP. El 75%
eran varones, con una edad media de 62 + 2 afos. Todos los integrantes de este grupo
presentaban historia de tabaquismo (50% fumadores activos en el momento del
diagndstico y el otro 50%, ex fumadores). En cuanto a las estirpes histoldgicas, 6 de los
casos correspondian a adenocarcinoma, y el 50% de éstos fueron diagnosticados en un
estadio precoz (estadio | y IlI). De los cuatro casos con diagndstico de carcinoma
epidermoide de pulmodn, el 50% presentaba datos de enfermedad extendida (estadio Ill y
IV). Del resto de pacientes incluidos en el estudio, un caso de cancer de pulmdn de células
grandes y otro de cancer de pulmén de células pequeiias, ambos en estadios avanzados.
Cabe destacar la presencia en un elevado porcentaje de pacientes con HTA (66.6%) como
comorbilidad asociada, al igual que en la muestra general incluida inicialmente en nuestro
estudio (30 CP y 30 CS). Solamente un caso de CP presentaba diagndstico previo de EPOC.
En la tabla 16 se recogen las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas principales de

ambos grupos.
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Tabla 16: caracteristicas de la poblacién incluida en el estudio.

Sexo (H/M)

Edad media
Comorbilidad

Tabaquismo

- Fumador

- Ex fumador

- Nunca fumador
Carga tabaquica

- Moderada (< 35p/afio)

- Elevada (>70p/afio)
Histologia

- Adenocarcinoma

- Epidermoide

- CP células grandes

- CPCP

Estadios CP

-l(ayb)
-l (ayb)
-1l (ayb)

-1V

8/4

63 +2
HTA (66.6%), DM (41.6%)

6 (4H/2M)
6 (4H/2M)

6 (5H/1M)
4 (1H/3M)
1(1H/0M)
1(1H/0M)

4

3

2/7

62 +2
HTA (44.4%), DM (11%)

HTA: Hipertension Arterial, DM: Diabetes Mellitus, H: Hombre, M: Mujer, CP: Cancer de Pulmén, CPCP:
Cancer de Pulmén de Células Pequeiias.

Tras el analisis metabolémico de las muestras de suero, se obtuvieron los perfiles

metaboldmicos de cada uno de los sujetos integrantes del estudio. Estos perfiles

mostraron diferencias de sefiales en distintos rangos de m/z del espectro de masas para

cada grupo de estudio (CS, CP con CT moderada y CP con elevada CT), comprobandose
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este hecho tras el anadlisis discriminante. La figura 36, muestra el perfil metabolémico
representativo de cada grupo de estudio, donde se aprecian diferentes sefales, cada una
correspondiente a un metabolito determinado, y como puede observarse, en los tres

perfiles existen diferencias tanto a nivel cualitativo como cuantitativo.
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Figura 36. Espectros de masa de un sujeto de cada grupo a estudio: CS (control sano),
CP (Cancer de Pulmoén) con CT (Carga Tabaquica) > 70 paq/afio y CP con CT <35

paq/aiio.

El andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) mostrd una clara
separacion de los diferentes grupos de estudio (figura 37), donde la componente t1
separa el grupo CS de los dos grupos CP, siendo la componente t2 la que separa los
grupos CP de diferente carga tabaquica, indicando la existencia de variables (metabolitos)
gue provocan la discriminacion entre los mismos. Se aprecia, en definitiva una
diferenciacién entre los 3 grupos, con clara influencia de la carga tabaquica presente en
cada uno de ellos. En la figura 38, se muestra el diagrama “loading plot” que representa
una nube de puntos, en la que cada punto corresponde a un metabolito en concreto.
Aquellos que se encuentran en los extremos (sefialados con una flecha roja) son lo que
influyen de forma significativa en la separacién de los grupos de estudio (CP (CT>70) y CS),

y por tanto son aquellos metabolitos que provocan la discriminacion entre los mismos.
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Figura 37. Diagrama correspondiente a la comparacion de los tres grupos a estudio: CP
(CT>70), CP (CT<35) y CS. En negro (clase 1) CS; Rojo (Clase 2) CP con CT >70 paq/aiio;
y en Azul (Clase 3) CP con CT < 35 paq/aiio.
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Figura 38. Diagrama “Loading plot” correspondiente a la comparacion del grupo CP
(CT>70) frente a CS.

Los metabolitos causantes de esta discriminacidn, entre pacientes con diferente carga

tabdquica y controles sanos se muestran en la tabla 17.
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Tabla 17. Metabolitos encontrados en el estudio con su m/z correspondiente en el
espectro de masa

Metabolito % Cambio

Identificacion m/z CP>70vs CS CP <35vs CS CP>70vs CP<35
Valina 118,085 N.S. N.S. 41,44
A.Picolinico 130,085 126,15 N.S. N.S.
Creatina 132,093 79,59 30,65 37,46
C4-Car 232,155 266,76 140,81 N.S.
GSH 308,124 | 7405 2361 N.S.
Cl10-Car 316,246 85,18 N.S. N.S.
Cl2-Car 344,258 46,72 N.S. N.S.
PL 754,541 142,62 56,78 N.S.
PL 760,574 46,14 35,97 N.S.
PL 802,538 N.S. 103,29 N.S.
PL 840,531 N.S. 35,45 N.S.

N.S.: No significativo

Los niveles del glutatién, indicativo de situacidon de estrés oxidativo a nivel celular,
se encuentran disminuidos en pacientes con CP fumadores con respecto al grupo de
sanos, observandose también que a mayor carga tabdquica, menor es el nivel detectado
de este metabolito. Con el resto de metabolitos observados, ocurre justo al contrario, es
decir, sus niveles aumentan en CP y el aumento es mas evidente a mayor exposicion al
humo del tabaco. Este es el caso de la creatina, derivado de aminoacidos, y que
constituye una fuente inmediata y directa para la produccién de ATP; carnitina (C4, C10y
C12), encargados del transporte de los dcidos grasos de cadena larga desde el citosol a la
matriz mitocondrial para la beta-oxidacién; fosfolipidos de membrana, involucrados en
alteraciones de la proliferacion celular e invasidn de células cancerosas; y por ultimo el

acido picolinico, derivado sustitutivo de la piridina, y la valina, aminoacido esencial

implicado en muchos procesos metabdlicos (es un producto en la via de sintesis de CoA).
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Los niveles de valina, como se aprecia en el diagrama de barras de la figura 39, difieren de

forma clara entre el grupo con CP y CT moderada y los pacientes con CP y CT elevada.

Como hemos mencionado anteriormente, la mayoria de estas anormalidades
metabdlicas se acentuaron en pacientes con una CT elevada, lo que sugiere la influencia

de la carga tabaquica en la aparicion de estos procesos metabdlicos en CP.

Figura 39. Diagramas de barras de los metabolitos encontrados en nuestro estudio.
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6.1. REPERCUSION DE LA HEMOLISIS EN EL ESTUDIO
METABOLOMICO EN MUESTRAS DE SUERO DE PACIENTES CON
CANCER DE PULMON

La hemdlisis se define como la rotura de los eritrocitos y la subsiguiente liberacion
de hemoglobina y otros componentes intracelulares al plasma circundante. Es posible
diferenciar entre la hemdlisis in vitro, que sucede durante la recogida, manipulacién y el
procesado de la muestra; e in vivo, propia de enfermedades sanguineas. La elevada
concentracion de analitos intracelulares pueden mostrar un sesgo positivo como
resultado de la liberacion de éstos desde el compartimiento intracelular al plasma

sanguineo, llevando a posteriores errores analiticos (188).

En el estudio de las variables pre-analiticas para evitar errores o sesgos en los
resultados de un estudio metabolémico es preciso tener en cuenta diferentes puntos,

responsables del 60-80% de los errores en estudios metabolémicos:

6.1.1. Técnica de extraccion de la muestra

Quizds sea éste el aspecto que menos interés ha suscitado hasta el momento.
Constituye el primer paso, y por tanto de gran importancia ya que una incorrecta
extraccién de la muestra puede determinar el resultado de todo un estudio y llevar a
errores.

En nuestro estudio, las muestras de sangre se obtuvieron por puncién venosa de la
region antero-cubital, después de 8 horas de ayuno (13), y fueron recogidas en tubos BD
Vacutainer SST Il con gel separador y sistema de vacio Advance. Tras la puncidn se
conecté directamente al tubo de vacio para la recoleccion de la sangre, lo que disminuye
la hemdlisis al evitar el paso de jeringa a tubo. También, con el mismo fin, se evitd la

extraccién directa desde un catéter. La correcta posicion del brazo, aplicacion del
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torniquete y cantidad de muestra en los tubos de recogida son medidas de gran
importancia para evitar la hemdlisis de las muestras, como viene explicado en el

protocolo de extraccidn de muestras (Anexo 4).

6.1.2. Tipo de muestra utilizada para el estudio: suero o plasma

Existe amplia informacidon acerca del tipo de muestra mas apropiada para los
estudios metaboldmicos, aunque hasta el momento no se ha llegado a consenso. Wedge
et al. en 2011 (142) encontraron una distribucién en cuanto a metabolitos muy similar en
suero con respecto a plasma con alguna diferencia en la distribucion especifica,
concluyendo finalmente que ambas muestras bioldgicas son utiles para este tipo de
estudio. Siendo estrictos, y como veremos a continuaciéon, aunque realmente el
componente de metabolitos sea muy similar, con pequefias diferencias (la caracterizacion
de metabolitos aumenta en suero con respecto a plasma, aunque en este ultimo, la
reproductibilidad es mayor) (189), (190), (191), (192) el uso de un recipiente u otro puede
variar en el perfil metaboldmico de suero con respecto a plasma, como sugiere Yin et al.
(170) en su estudio. Dunn et al. (180), al contrario que Yin y su equipo, proponen como
mejor medio para la obtencién de metabolitos el suero. Los datos aportados por Dunn
quedan reforzado por el estudio de Breier et al. (193) en 2014, en el que demostré que el
uso de suero en tubos de gel en comparacidon con EDTA-plasma aporta mayor nimero de

metabolitos, encontrando solamente cambios en la reproductibilidad de la meteonina.

6.1.3. Idoneidad de los tubos de recogida

Varias recomendaciones un tanto contradictorias sugieren que la interferencia en
los estudios metaboldmicos sobre muestras de sangre puede estar determinada por el

tipo de recipiente (tubo) utilizado y fabricante del mismo (180), (194), (195). En el estudio
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de Yin et al. (170) los resultados aportados hablan a favor del uso de plasma en tubos con
EDTA-plasma, en detrimento de aquellos con heparina-litio con muestras de plasma o
suero por el mayor “ruido quimico”, punto en el que difieren Dunn et al. (180). Las
razones por las que es mds adecuado EDTA, enunciadas por Yin et al. (170) son las

siguientes:

Los tubos de EDTA pueden inmediatamente incluirse en hielo, a diferencia de las
muestras de suero que requieren una media hora de exposicion a temperatura
ambiente para que se produzca el codgulo.
e El EDTA como quelante inhibe diversas enzimas e impide reacciones quimicas que
podrian alterar los resultados.
e Los tubos de suero pueden permitir la activacion de procesos adicionales
relacionados con la actividad plaquetaria.
e Unos niveles de plaguetas altos o extremadamente bajos, podrian afectar los
patrones metaboldmicos de las muestras de suero.

Con iguales premisas, Kamlage et al. (179) proponen EDTA-plasma como medio
ideal sobre heparina (con suero o plasma), ya que el primero no solo inhibe la
coagulacidén, sino que también actua sobre determinadas encimas glucoliticas con accion
en el eritrocito. Observan por otra parte que periodos largos de incubacion en EDTA
conllevan una significativa disminucion de los niveles de glucosa. Por otro lado Breier et
al. (193) observan que la fiabilidad de las mediciones de metabolitos fue mayor en suero
gue en plasma. La mayoria de los metabolitos permanecieron estables durante 24 h
expuestos a frio y a temperatura ambiente en tubos que no se centrifugaron. Las
concentraciones de metabolitos séricos en su mayoria no se afectaron segun el tipo de

tubo y tras uno o dos ciclos de congelacién-descongelacion.
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Ante la diversidad en las conclusiones de los diferentes estudios expuestos, estos
comentarios tendrian que validarse (por ejemplo realizando en las mismas muestras
analisis con suero y con plasma EDTA), y trabajos futuros podrian aclarar estos aspectos.
El fin seria disefiar estudios metabolémicos en los que la fase pre-analitica contemplase la
identificacidon del metabolito mds afectado por otras causas; determinar cudl es la fuente
mas importante de variabilidad en esta fase; definir los procedimientos operativos
estandar recomendables para suero y plasma para minimizar los efectos pre-analiticos, y

por ultimo desarrollar herramientas de control en esta etapa (179).

6.1.4. Tiempo de permanencia de las muestras a temperatura

ambiente antes de su congelacion

El tiempo hasta la centrifugacién de la sangre, la alta afinidad en la unién de la
hemoglobina al oxigeno y el sistema antioxidante eritrocitario (glutation oxidasa), hacen
del plasma mas susceptible de procesos de oxidacién, por ello es de gran importancia
minimizar los tiempos en todos los pasos, no solo en procesos pre-analiticos ya
mencionados, sino  también en los tiempos de centrifugacion vy
congelacion/descongelacion de las muestras (179), (181). Al mantener las muestras a
temperatura ambiente durante diferentes intervalos horarios se ha observado un
aumento de determinados metabolitos (la hipoxantina un 800% y la esfingosina 1-fosfato
380%, tras 2 horas de exposicidn), variando en gran medida la estabilidad de los mismos
en las 4 primeras horas si se colocan las muestras de plasma inmediatamente tras su
obtencidn en hielo. Ante estos resultados, los autores del trabajo recomiendan el uso de
estos dos metabolitos como marcadores de errores en procesos pre-analiticos. También

se ha observado que ademds de los cambios obtenidos, si el tiempo de exposicion a
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temperatura ambiente supera las 8-24 horas, aumentan los niveles de linoleil y carnitina
(185). Bernini et al. (181), encuentran alteraciones en el metaboloma después de la
exposicion a temperatura ambiente durante 24h, estos cambios fueron mas pronunciados

para la glucosa, el lactato y piruvato.

6.1.5. Transporte de las muestras

Para el envio, las muestras idealmente deben ser separadas y congeladas
inmediatamente después de la recoleccién, ya que algunos aminoacidos y aminas
biogénicas se vuelven inestables tras 3 h de exposicion al frio. Segun Breier et al. (193), el
suero en tubos de gel de barrera pueden utilizarse con seguridad para este proceso ya
gue no tienen efecto sobre la concentracion en la mayoria de los metabolitos. Por otro
lado, el envio de muestras no centrifugadas en los paquetes frios es una alternativa

rentable para la mayoria de los metabolitos.

Hasta el momento, todos los estudios coinciden en minimizar al maximo los
tiempos de congelacidon de las muestras para su posterior transporte y analisis. De esta

forma se evitan posibles sesgos y errores finales.

6.1.6. Numero de ciclos congelacion/descongelacion

Aunque de forma unanime se considera que hay que minimizar los ciclos de
congelacion/descongelacidn, Breier et al. (193) en su estudio comprueban que las
concentraciones de metabolitos séricos en su mayoria no se afectaron segun el tipo de
tubo y tras uno o dos ciclos de congelacidon-descongelacién. Igualmente, y de forma
inesperada, Yin et al. (185) observaron que hasta cuatro ciclos de
congelacion/descongelacion solo modificaron ligeramente el metaboloma en las

muestras de EDTA-plasma procesadas.



Estudio de los perfiles metabolomicos en muestras de suero para el diagndstico del cancer de
pulmon

Con todas las consideraciones anteriores y a modo de resumen, podemos afirmar
gue las muestras de suero son especialmente utiles en estudios metabolémicos en los
gue se pretende un barrido del metaboloma al aportar un mayor nimero de metabolitos;
los tubos con gel separador en este tipo de muestras ofrecen ventajas en cuanto a
tiempos de congelacion al no presentar efectos en la mayoria de los metabolitos, y por

ultimo, resultan faciles en el transporte.

En el presente estudio hemos relacionado la interferencia de la hemdlisis en los
perfiles metabolémicos de pacientes con CP concretamente y como al aumentar el indice
hemolitico la diferenciacién entre los dos grupos a estudio se hace mas patente,
afectando directamente en los resultados finales. Proponemos un sistema de recogida y
mantenimiento de muestras especificos (anexo 4) que ha aportado muy buenos

resultados.

6.2. PERFILES METABOLOMICOS EN PACIENTES CON CANCER DE
PULMON Y SUJETOS SANOS EN MUESTRAS SIN HEMOLISIS

6.2.1. Patrones metabolémicos

De forma general, en la literatura encontramos multiples estudios en sangre (tanto
en suero como en plasma), en los que tras la aplicacion de diferentes técnicas
metaboldmicas, se han obtenidos perfiles que podrian relacionarse con el CP. Entre los
metabolitos detectados aparecen aminoacidos (196), lipidos (38), acidos grasos (156) y
los involucrados en el metabolismo de la glutamina. Todos ellos sugieren diferencias en
los perfiles entre sanos y pacientes con CP, pero con un amplio abanico de posibilidades

en cuanto a la obtencion de un biomarcador Gtil hasta el momento (169). Los siguientes
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supuestos pueden estar involucrados en esta variabilidad o poca unificacion en cuanto
resultados:
B Variabilidad poblacional en la que se realizan los estudio, tanto intrinseca como

extrinseca.

B Falta de estandarizacion metodoldgica tanto en fases iniciales de recogida de

muestras como en fases analitica.

B Limitaciones en cuanto al conocimiento del metaboloma humano y su relacion
con las diferentes vias metabdlicas implicadas en procesos patolédgicos, como el
cancer de pulmdn. En este sentido es muy importante la capacidad de
deteccion de metabolitos. Nuestro grupo de estudio, con las técnicas aplicadas
gue presentan una alta resolucion, detectan unos 1.200 metabolitos frente a la
capacidad de deteccion de entre 400 y 600 metabolitos en la mayoria de

trabajos publicados hasta la fecha.

En relacién a los resultados obtenidos en nuestro estudio, hemos encontrado una
clara discriminacidn entre los perfiles metabolémicos de pacientes con CP, CE y controles
sanos. Asi mismo, hemos identificados los metabolitos causantes de las diferencias
encontradas y relacionado con rutas previamente conocidas en procesos neopldsicos. En

la tabla 18 se observan las diferentes vias metabdlicas implicadas.

Tabla 18. Vias metabdlicas que intervienen en el proceso.

Componentes
Via metabdlica totales Impacto
Metabolismo de arginina 'y 77 1.23-10* 0.01 0.16
prolina
Metabolismo de Pirimidinas 60 0.003 0.14 0.00
Biosintesis de aminoacil- 75 0.005 0.15 0.00
ARNt
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Metabolismo de las purinas 92 0.008 0.16 0.01
D-arginina y L-ornitina 8 0.013 0.21 0.00
metabolismo
Metabolismo de D-glutamina 11 0.018 0.24 0.03
y el de D-glutamato
Metabolismo de Alanina, 24 0.039 0.44 0.21
aspartato y el del glutamato
Metabolismo de Valina, 27 0.044 0.44 0.00
leucina e isoleucina
Metabolismo del glutation 38 0.062 0.51 0.00
Metabolismo del nitrégeno 39 0.063 0.51 0.00
Metabolismo de Glicina, 48 0.077 0.56 0.10
serina y treonina
Metabolismo Porfirinay la 104 0.162 1.00 0.0
clorofila

En nuestro estudio, los metabolitos obtenidos estan relacionados con rutas
conocidas en procesos neopldsicos. Se han obtenido, con niveles sobreexpresados en
pacientes con cdncer de pulmdn los fosfolipidos, glutamina y treonina, y con niveles
disminuidos, urea, L-ornitina, lisofosfolipidos y triacilglicéridos.

Los fosfolipidos, componentes principales de las membranas celulares, con
relevancia en el metabolismo energético y en vias de sefializacidon celular (153). En
diferentes estudios se ha sefialado el aumento de los fosfolipidos en procesos cancerosos
de diferente estirpe y localizacién, en relacidn principalmente con el aumento de
proliferacion celular tipica de estos procesos (178). Asi mismo, se ha observado que la
expresion de la enzima colina quinasa se encuentra aumentada. Esta enzima es necesaria
para la sintesis de fosfatidilcolina y fosfatiletanolamina (principal fosfolipido encontrado
en membranas celulares), y su expresion en tumores de muchos tejidos se relaciona con
un peor prondstico (197).

La glutamina, se relaciona con el metabolismo energético celular como uno de los
sustratos mas importantes en esta via. Cabria esperar por tanto, una disminucién de los

niveles de este aminodcido en procesos tumorales por el mayor consumo del mismo. Sin
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embargo, en un estudio sobre el cdncer gastrico y de colon se ha puesto de manifiesto
gue los niveles de diferentes aminoacidos estdn elevados en estos tejidos tumorales en
comparacion con el tejido normal (198). En el caso del cancer de colon se ha visto que la
conversion de glutamina a glutamato y su intervencién en el ciclo de Krebs en la via del a-
cetoglutatato es esencial en la induccidn del oncogén K-Ras para el crecimiento de células
tumorales (36). La actividad de la encima glutaminasa (con actividad en el paso de
glutamina a glutamato), esta relacionada con el crecimiento tumoral, y la inhibicién de la
misma disminuye la tasa de crecimiento (199). En los resultados aportados por Hori y su
equipo (13), los niveles de expresidon de la glutamina eran significativamente mayores en
el tejido pulmonar de pacientes con cdncer de pulmén en comparaciéon con tejido
pulmonar sano, y con otros tipos de tumor, como el de estémago o colon. En
contraposicién a estos resultados, Puchales-Carrasco (157), encuentran el nivel de este
aminodacido disminuido en pacientes con cancer de pulmdn con respecto a sujetos sanos.
Sin embargo, la importancia pronostica de la glutamina y las enzimas implicadas en su
metabolismo en el cancer de pulmdn no han sido bien estudiadas hasta el momento.
Parece ser que el humo del tabaco asi como los fenémenos inflamatorios a nivel celular
podrian estar en relacién con unos niveles elevados de glutamina (200).

La treonina, también con niveles elevados en el CP. Se trata de un aminoacido
importante en el metabolismo de otros aminodcidos como la glicina y alanina, e implicado
en diversas rutas metabdlicas. El incremento de los niveles de treonina sugiere una alta
actividad de LKB1 como respuesta para detener el crecimiento tumoral. En nuestro
estudio se observa un aumento de su expresidn en muestras de suero de pacientes con
cancer de pulmon, al igual que en otros estudios como el de Hori el al. (13). Sin embargo,

otros autores como Wen et al. (169) en su estudio refieren una disminucién de la
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expresion de este aminoacido en pacientes con adenocarcinoma de pulmdén en
comparacion con controles sanos. Igualmente, Puchades-Carrasco et al. (157) encuentran
una disminucién de este aminoacido para pacientes con CPNCP en comparacién con
sanos. Por otro lado conocemos que la hipoxia es una de las caracteristicas encontradas
en las areas pobremente vascularizados de tumores sélidos, pero las células cancerosas
pueden sobrevivir en estas dreas. Este mecanismo pasa por una adaptacion de las células
tumorales en las que la hipoxia no es uniforme por todo el tumor, y en las zonas
afectadas se favorece la autofagia como via para la produccién de ATP y por tanto, como
fuente de energia. En esta situacion, se ha observado un aumento de aminoacidos como
la treonina, prolina o glutamina, debido posiblemente a un aumento de la absorcién de
aminodcidos, o a una disminucién de la sintesis de proteinas en este contexto. El
aumento del catabolismo proteico que tiene lugar en situaciones de hipoxia, junto con la
autofagia, proporcionan a las células el sustento metabdlico necesario (167).

En cuanto a aquellos metabolitos con niveles disminuidos en el grupo de cancer de
pulmén, la L-orinitina es un compuesto quimico organico del grupo de los a-aminodcidos
implicado en el ciclo de la urea. En el estudio publicado por Hori (13), los niveles de este
aminodcido aparecen aumentados en muestras de tejido pulmonar de pacientes con
cancer de pulmén, al comparar con CS. En nuestro estudio, sin embargo, los niveles de L-
Orinitina se encuentran descendidos en pacientes con CP. Teniendo en cuenta su ruta
metabdlica, podria ser explicado por un uso andmalo de la L-arginina, alteraciones en la
enzima convertidora a este nivel y en el paso de glutamato a ornitina (lo que podria estar
en relacién con una alteracién metabdlica necesaria de las células cancerosas para
favorecer la produccion de energia, en este caso por la via glucolitica). La urea, también

disminuida en pacientes con cancer de pulmdn, constituye el paso final en la degradacion
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de los aminoacidos (134), y con relacién directa por tanto en el metabolismo energético.
En los procesos cancerosos existe una alta tasa de reposicién de diferentes compuestos
para la sintesis de proteinas y otros compuestos celulares. Un consumo y por tanto
disminucion de productos intermediarios como la orinitina, puede llevar a una
disminucion de la urea. Los lisofosfolipidos son moléculas de sefializacion de membranas
con relevancia en variedad de procesos fisiolégicos, entre los que estd presente el cancer
(8). En un ensayo publicado en 2010 en ratones, observaron la importancia de los
lisofosfolipidos en la angiogénesis, migracion e invasién de células endoteliales,
convirtiéndose asi en una importante diana molecular en la terapia contra el cancer (201).
En nuestro estudio, este metabolito se encuentra disminuido, probablemente en relacién
con el aumento de proliferacion vascular propio de estos procesos.

Los niveles de triacilglicéridos se encuentran disminuidos, probablemente en
relacidn con un mayor consumo de energia y fomento por tanto de la [-oxidacién, via
metabdlica aumentada en procesos cancerosos en los que existe un incremento de la
lipolisis, con movilizacion de TAGs. En los casos de caquexia paraneoplasica se ha
comprobado este hecho al observase un aumento de de la protedlisis, del recambio de la
glucosa o resistencia a la insulina entre otros (202). La insulina cobra mayor relevancia en
el metabolismo de los lipidos, de forma indirecta en el consumo de acidos grasos al
constituir la principal reguladora de la sintesis de TAGs.

En resumen, en nuestro estudio encontramos aumentados los niveles de
fosfolipidos, en relacion con aumento de la formacidon de estructuras celulares en
procesos tumorales. En base a esto podemos decir que el hallazgos de TAGs disminuidos
en pacientes con cdncer de pulmén, va en consonancia con lo anterior, al precisar una

movilizacion de las reservas lipidicas en procesos tumorales para facilitar la proliferacién
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celular. lgualmente, y continuando con metabolitos intermediarios del metabolismo
lipidico, es légico pensar que en pacientes con CP los lisofosfolipidos se encuentren
disminuidos por el aumento de la angiogénesis propia de estos procesos. El resto de los
metabolitos encontrados: la glutamina y treonina con niveles elevados, asi como la urea y
L-ornitina con niveles inhibidos, se encuentran relacionados en todos los casos con el
metabolismo energético celular. En el caso de los dos primeros, constituyen sustratos
iniciales y parece que el aumento en procesos cancerosos estd en relacién con un menor
consumo de éstos en procesos de formacién de proteinas. Por otro lado, y en relacién con
lo anterior, tanto la urea como la L-ornitina se encuentran disminuidos en pacientes con
CP por el menor catabolismo proteico y reciclaje de aminodcidos presente en los procesos
tumorales.

En la figura 40 se observa la interaccion de los diferentes compuestos implicados en
las vias metabdlicas mencionadas y la figura 41 la relacidn entre los ciclos de los acidos

tricarboxilicos y la urea.

Figura 40. Metabolismo de los aminoacidos y vias metabolicas centrales.
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Figura 41. Relacion del ciclo de los acidos tricarboxilico y el de la urea.
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6.2.2. Patrones metabolomicos en diferentes tipos histologicos

En relacién a los perfiles metabolémicos en los distintos tipos histoldgicos del CP, ya
Hori y su equipo (13) encuentran diferencias entre los tres grandes grupos
adenocarcinoma, epidermoide y cancer de pulmdn de células pequefias. Por otro lado,
Wen et al. (169) en 2013 distinguen entre adenocarcinoma y sujetos sanos encontrando
diferencias en cuanto a niveles de aminodcidos y otros acidos organicos y lipidos. Este
grupo también describe alteraciones en perfiles hormonales, los sulfatos de tres
hormonas sexuales, testosterona, androsterona y la pregnenolona, disminuyeron de
forma significativa en el plasma de pacientes con adenocarcinoma de pulmén con
respecto a controles sanos. Ambos grupos usaron como método de andlisis GC-MS, en el
caso de Wen, combinado con LC-MS. En nuestro estudio, a pesar de disponer de un
numero muestral reducido, con el uso de técnicas de DI-ESI-QqQ-TOF-MS se logra una

clara discriminacion entre los diferentes tipos histolégicos, sin poder por el momento
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diferenciar el metabolito o los metabolitos responsables, a falta nuevas determinaciones,

ya en marcha en por nuestro grupo.

6.3. INFLUENCIA DE LA CARGA TABAQUICA EN LOS PERFILES

METABOLOMICOS DE PACIENTES CON CANCER DE PULMON

Existe una amplia evidencia cientifica acerca del tabaco y su relacidon establecida
con diferentes procesos patoldgicos, entre ellos el CP. Se considera que este habito
constituye una fuente de oxidantes exdgenos que conducen, cuando el habito es
continuado, a una inflamacién crénica de la via aérea con acumulacién y activacion de
leucocitos y polimorfonucleares, que conllevan un aumento de los niveles de Metabolitos
Reactivos del Oxigeno (ROMs) y de éxido nitrico. Un balance negativo entre los
mecanismos antioxidantes (como la enzima superdxido dismutasa) encargados de la
proteccion del tejido pulmonar y los ROMs puede conducir a un aumento del estrés
oxidativo en el tejido pulmonar. Medir los ROMs puede resultar Gtil para comprobar el
dano producido a nivel pulmonar, pero resulta complicado debido a su corta vida media
(50).

El estudio de los metabolitos intermediarios de la nicotina y otros componentes del
tabaco constituye otra via utilizada para comprobar el dafio ocasionado por éste. Existen
multiples publicaciones enfocadas al estudio del papel de la nicotina y sus derivados,
nitrosaminas especificas del tabaco o hidrocarburos aromaticos policiclicos entre otros,
gue pretenden en primer lugar aclarar el papel de estas sustancias mencionadas en la
fisiopatogenia del cancer en pacientes expuestos al humo del tabaco (203), (204). Para
esto, la metaboldmica estd jugando un papel muy importante en los Ultimos afios. Uno de

los estudios mas relevantes por el gran tamafio muestral es el realizado por Xu et al.
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(205), aunque no incluyen entre los grupos a estudio pacientes con CP. En él comparan
los perfiles metabolémicos de sujetos fumadores, con no fumadores o ex fumadores,
encontrando diferencias significativas entre los tres grupos y poniendo de manifiesto que
en la evaluacién tras el cese del hdabito tabdquico, gran parte de los metabolitos

encontrados vuelven a sus niveles normales.

6.3.1. Influencia de la carga tabaquica en los perfiles metabolomicos
en diferentes muestras bioldgicas. Estado de la cuestion.

El tipo de muestra utilizado en los estudios metaboldmicos ha sido diverso. En el
estudio de la influencia o relacién del tabaco con diferentes procesos neoplasicos
destacan las siguientes:

B Las muestras de orina se han utilizado en numerosos estudios, como el de
Hetch et al. (206), que evaltan el riesgo de cancer en fumadores con respecto a
no fumadores, determinando que ciertos metabolitos, como el
4(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL), derivado de nitrosaminas
especificas del tabaco; el r-1,t-2,3,c-4-tetrahydroxy-1,2,3,4-
tetrahydrophenanthrene (Phet), derivado de hidrocarburos aromaticos
policiclicos; N'-nitrosonornicotine (NNN), también derivado de nitrosaminas
especificas del tabaco y la cotinina (derivado de la nicotina), se relacionan con
un riesgo aumentado de cancer. Otros estudios como el de Camella et al. (207),
también en orina, y el de Yuan et al. (51), evaltan el riesgo de CP en pacientes
fumadores y continian encontrando elevados algunos de los metabolitos
mencionados por Hecht, como el NNAL, Phet y la cotinina en este tipo de

tumor. En este estudio ademas, asocian el NNN con un mayor riesgo para el
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cancer de eséfago especificamente. También en orina pero con el estudio de
compuestos organicos volatiles (Volatile Organic Compounds, VOC) en esta
muestra, Yuan et al. (208), en 2012 hacen una comparacién entre los
resultados mencionados anteriormente y los metabolitos del Aacido
mercaptopurinico, presentes en VOC en muestras de sujetos fumadores,
concluyendo que presentan menor importancia como factor de riesgo para el
CP, en comparacion con el PAH y las nitrosaminas especificas del tabaco, como
el NNK. Estos resultados fueron superponibles a los obtenidos por otros grupos
(209). Otros autores proponen como marcadores de tabaquismo a nivel
metaboldmico cotinina, nicotina-N'-6xido, y trans-3'-hidroxicotinina,
metabolitos de la nicotina que aumentaban sus niveles en fumadores con

respecto a ex fumadores o nunca fumadores (210).

Como hemos mencionado anteriormente, el humo del tabaco es una fuente de
radicales libres y especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno, principales
causantes de estrés oxidativo, de ahi el interés que suscita el andlisis de los VOC

en el aire exhalado, que constituye un método indirecto para cuantificar dicho

estrés en las vias aéreas. Se han realizado estudios en poblaciéon sana para
observar este hecho. En el articulo publicado por Jarefio-Esteban et al. (166),
sobre el andlisis de VOCs analizados (hexanal, heptanal, octanal, nonanal, acido
propanoico y acido nonanoico) mediante identificacion de los tiempos de
retencién en cromatografia de gases con deteccion mediante espectrometria
de masas, reveld que sélo el nonanal estd asociado al consumo de tabaco,
actual o previo. Al ser un producto secundario de la destruccion de la

membrana celular, su hallazgo probablemente muestra dafio celular en
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personas fumadoras y permanece una vez cesa el habito, manteniéndose el
estrés oxidativo a nivel celular, por lo que es mas probable una evolucion a
patologia inflamatoria o tumoral, dependiendo en parte del polimorfismo del

citocromo P450 (49).

Todos los trabajos mencionados estan enfocados al estudio de vias ya conocidas y
relacionadas con el tabaco. Se basan principalmente en el aumento del estrés oxidativo
dependiente del habito tabaquico (hay que tener en cuenta que otros factores como el
envejecimiento también influyen de forma independiente en este hecho). En nuestro
estudio pretendemos identificar los metabolitos a nivel sérico que pueden estar
relacionados con el habito tabaquico, y por lo tanto, aumentan el riesgo de padecer CP.
Para ello se han estudiado pacientes ya diagnosticados de neoplasia a nivel pulmonar.

Se ha observado que ciertos metabolitos en las muestras de suero incluidas en el
anadlisis varian su expresiéon entre los diferentes grupos de estudio. En el caso del
glutatién, sus niveles disminuyen en los grupos de cancer de pulmdn con respecto a
sujetos sanos (se ha encontrado una disminucién de los niveles de este metabolito en
pacientes con CPNCP y mutacion de KRAS, presente en el 20-25% de este tipo de tumores
(159)). El descenso fue mayor a mayor carga tabaquica. Se trata de un tripéptido no
proteico que contiene un enlace peptidico inusual entre el grupo amino de la cisteina y el
carboxilo de la cadena lateral del glutamato (en el estudio publicado por Hori et al. (13), la
cisteina modifica sus niveles en CP, influenciados por la exposicién al tabaco). En su
biosintesis también interviene la glicina, con niveles disminuidos en pacientes con
adenocarcinoma en comparacion con sujetos sanos segun algunos estudios (153). El
glutation (con accion antiradical libre y perdxidos), constituye una defensa celular

antioxidante que protege contra los ROS. Alteraciones en el mecanismo antioxidante
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conlleva daiio a nivel de proteinas, acidos grasos poliinsaturados y de ADN, fomentando
asi la carcinogénesis (147). Los restantes metabolitos muestran una presencia elevada:
valina, aminoacido esencial (es uno de los 20 aminoacidos codificadores para el ADN)
cuyos niveles se han visto alterados en procesos neoplasicos, concretamente en muestras
de tejido pulmonar de pacientes con CP, en los que sus niveles estan aumentados (13).
Acido picolinico, producto intermediario en la degradacién del triptéfano, sin relacién
hasta el momento con el CP, aunque sabemos que esta involucrado en el metabolismo
energético celular, modificado en procesos neopldsicos. Otros metabolitos
sobreexpresado han sido: algunos fosfolipidos de membrana, carnitina y la creatina.
Todos ellos relacionados con rutas previamente conocidas en el proceso del céncer,
involucrados principalmente en el metabolismo energético y estrés oxidativo a nivel
celular. En el caso de fosfolipidos, existen multiples estudios en los que ponen de
manifiesto la relacién con patologias cancerosas, ademas de relacionarse con variaciones
en la expresion de varios subtipos en funcién de la exposicién al humo de tabaco (204),
(205). La carnitina, sintetizada a partir de los aminoacidos lisina y meteonina, esta
involucrada en el metabolismo energético, transportando los grasos al interior
mitocondrial, lo que sugiere un metabolismo lipidico anormal en pacientes con cancer de
pulmdn (141). En cuanto a la exposicion a los efectos de tabaco, no existen datos en la
literatura hasta el momento sobre este metabolito. La creatina, también relacionada con
el CP, e incluso con los diferentes estadios de la enfermedad, ha sido estudiada vy
comparada con otras enfermedades pulmonares con severa afectacién del metabolismo
en general, como la EPOC, sin encontrar alteraciones atribuidas a esta patologia ni
relacion con el habito tabaquico, por lo que podria suponer una posible diana como

biomarcador para el CP, a falta de mas estudios para confirmar (211), (210).
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El estudio se ha realizado sobre muestras de suero que presenta una gran ventaja
porque permite caracterizar un nimero mayor de metabolitos que el plasma, aunque en
este ultimo la reproducibilidad es mayor por la mayor estabilidad de este fluido. Si es
importante mencionar que el suero supone una mejor matriz de biomarcadores con
respecto a otro tipo de muestras como la orina, porque no depende de la excrecién renal

(203), (189).

6.3.2. Relevancia de estos hallazgos en el campo de la metabolémica
en el cancer de pulmon

Hasta el momento todos los metabolitos encontrados por diversos autores
relacionando CP y tabaco han sido en su mayoria en muestras diferentes al suero, y todos
ellos relacionados directamente con la nicotina y nitrosaminas especificas del tabaco (las
que con mayor evidencia se han relacionado con CP han sido el NNK y PAH). En el
presente estudio piloto se han utilizado muestras de suero de pacientes con cancer de
pulmén expuestos al humo de tabaco, evaluandose el perfil metabolémico de una forma
global y no dirigido a metabolitos concretos previamente seleccionados, lo que
proporciona una vision mucho mas amplia del problema a analizar sin estar condicionado
por los resultados de estudios previos. La evaluacion de la influencia del humo de tabaco
en los perfiles metabolémicos de pacientes con CP es novedosa, aunque el tamafo
muestral utilizado sea menor a otros estudios de metabolémica dirigida. Con todo ello se
ha observado que la presencia relativa de determinados metabolitos varia en pacientes
con diagndstico de CP con respecto a sanos, y se ha podido comprobar cuales de ellos

podrian estar influenciados por el consumo de tabaco, y en qué medida, destacando
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algunos metabolitos como el glutatién o la creatina, los cuales pueden relacionarse con

distintos mecanismos patoldgicos propios de esta enfermedad.

6.4. PERSPECTIVAS DE FUTURO Y NUEVAS LINEAS DE

INVESTIGACION

6.4.1. Patologias a nivel respiratorio relacionadas con CP.

Es de gran interés el estudio de aquellas enfermedades pulmonares que puede
predisponer al CP, ya que estrategias dirigidas al conocimiento fisiopatoldgico y
prevencidon de las mismas podria modificar el curso de la enfermedad y posterior
desarrollo de otros procesos como el cancer. Este es el caso de la Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica (EPOC) con o sin la coexistencia de enfisema pulmonar.

Otra enfermedad pulmonar estudiada y relacionadas con el CP es el asma. En este
caso concreto parece presentar una relacién inversa, incluso se ha propuesto la hipétesis
de que el asma podria reducir el riesgo de CP, quizas asociado a su eficiente eliminacion
de células anormales. Tratamientos prolongados con corticoides (tanto via inhalada con
via oral), podrian tener un papel importante en la via inflamatoria y explicar en parte esta
relacién inversa entre asma y CP (212). La relacién entre neumonia y CP también ha sido
establecida, dependiendo segln parece del tiempo trascurrido entre el diagndstico de
ambas (213).

Aguellos pacientes diagnosticados de EPOC presentan un mayor riesgo de CP (214),
y la asociacién con enfisema (con uso de tomografia computarizada para su diagndstico)
estd vinculado con una menor tasa de supervivencia entre los pacientes con CP de

diagndstico temprano (215). Por otro lado, se conoce que la incidencia de EPOC aumenta
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el riesgo de CP hasta 4,5 veces (a mayor gravedad de la EPOC, medida en valores de FEV1,
mayor riesgo de CP y peor prondstico) (216), (217), (218), siendo considerado como
factor de riesgo independiente (219). Esta relacidn se ha asociado tanto para la EPOC con
enfisema como en bronquitis crénica, e historia de tabaquismo, no siendo significativa en
aquellos que presenten EPOC pero no han sido fumadores (219), (220). La asociacién de
CP y enfisema parece predominar sobre el fenotipo de bronquitis crénica.

Esta interesante asociacidn sugiere que la EPOC y el cancer de pulmdn presentan
procesos patolégicos que se superponen, por lo que es importante establecer las

diferencias entre ambas enfermedades (tabla 19) (216).

Tabla 19. Diferencias en la patogénesis del cancer de pulmén y la EPOC.

Anti-apoptosis Aumento de la apoptosis
Pro-invasion de tejidos Degradacion de la matriz extracelular
Proliferacién celular ilimitada Reparaciodn tisular inefectiva
Angiogénesis mantenida Angiogénesis limitada

El tabaco es un conocido factor de riesgo para el CP y la EPOC. Parece ser que la
inflamacién juega un papel importante en la patogénesis de ambas enfermedades (221),
(222). Como sabemos, el humo del tabaco contiene un alto indice de ROS que induce
inflamacién en las vias aéreas y mutaciones a nivel del ADN de células epiteliales a este
nivel. El riego de desarrollo de CP no desaparece tras el cese del habito tabaquico (223).
Aunque la expresién de muchos de estos genes, especialmente antioxidantes y genes que
metabolizan farmacos, vuelven a su correcto funcionamiento tras dos afios sin fumar, un

numero significativo de oncogenes y genes supresores de tumores pueden estar activos
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décadas después del abandono del habito. De igual manera el proceso inflamatorio local
producido por los ROS en relacién con el humo del tabaco, permanece en pacientes con
EPOC a pesar de haber dejado de fumar, lo que explicaria la persistencia y progresién de
la enfermedad a posteriori (224), (222). Este mecanismo de inflamaciéon conduce a la
aparicion de neoplasias, como también se observa en otros érganos: Esofagitis por
reflujo, inflamacion gastrica por Helicobacter pylori, hepatitis viral, colitis ulcerosa... (225).

Desde el punto de vista metabolémico, recientemente se estan abriendo vias de
estudio que pretenden establecer la relacién entre pacientes con EPOC y aquellos que
presentan CP como herramienta Util para mejor conocimiento de la patogenia de ambas
enfermedades. En el estudio de Deja et al. publicado en 2014 (211), se compara mediante
el uso de técnicas metabolémicas basadas en RMN en muestras de suero, tres grupos de
pacientes: 1. EPOC; 2. Cancer de pulmén de células no pequefias (CPNCP) en estadios
precoces (estadio | y Il) y tardios (estadios Ill y IV); y 3. CPNCP asociado a EPOC.

En el primer grupo, observaron una diminucién de lipoproteinas y N,N-
dimetilglicina, junto con el incremento de glutamina, fenilalanina, 3-metilhistidina y
cuerpos ceténicos en todos los pacientes con EPOC. Por otro lado, los aminoacidos de
cadena ramificada estaban alterados (disminuidos) sélo en pacientes con EPOC en estadio
IV de la GOLD (226). Estos resultados coinciden con lo publicado por otros autores en los
gue existe una reduccion de los niveles de valina, alanina e isoleucina en pacientes con
EPOC comparados con sanos (227). Por otro lado los perfiles metabolémicos de los
pacientes con CP y EPOC de forma simultdnea presentaron diferencias significativas al
comparar con el grupo de pacientes que solo padecen EPOC. Los niveles de acetato,
citrato y metanol estan reducidos en pacientes con CPNCP comparado con pacientes con

EPOC. En el estudio de Rocha et al. (228) los resultados son similares al comparar CP con
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sujetos sanos: niveles disminuidos de citrato en tejido tumoral, en comparacién con
tejido sano (lo que sugiere una mayor actividad del ciclo de Krebs en el tejido tumoral)
(35). Ademas de niveles disminuidos de citrato, los niveles de glucosa, formiato, acetato,
varios aminodacidos (alanina, glutamina, histidina, tirosina, valina), y metanol también

estaban alterados. Los niveles de piruvato y lactato, sin embargo, estaban aumentados.

En conclusién, Deja et al. (211) mencionan 6 metabolitos utiles para diferenciacién
entre estadios de CP. Tres de ellos aparecen cuando la EPOC es considerada como posible
sustrato para CP: dos sefiales de acetil glicoproteinas (NAC1 y NAC2) y glicerol. Otros
biomarcadores encontrados incluyen isoleucina, acetoacetato y creatina, sin embargo
estos metabolitos solo se correlacionan con los estadios de CP y no con la EPOC.

El hecho de comparar los perfiles metaboldmicos de pacientes con CP y/o EPOC,
supone una interesante via para la deteccion de biomarcadores precoces, enfocados a un

grupo de especial riesgo para el desarrollo de CP, como se ha mencionado anteriormente.

6.4.2. Perspectivas de futuro y nuevas lineas de investigacion

abiertas

Las PERSPECTIVAS DE FUTURO y NUEVAS LINEAS DE INVESTIGACION de nuestro

grupo, atendiendo a lo mencionado anteriormente son las siguientes:

e Comparar los perfiles metabolédmicos y metabolitos causales de posibles
diferencias entre perfiles entre CS, CP y poblacién de riesgo especial para
padecer CP (principalmente pacientes con EPOC tipo enfisema y tabaquismo >
20 paquetes afio). Para este fin ya se ha solicitado para su financiacién una

Beca, ofertada por el Sistema Andaluz de Salud.
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El drea sanitaria de Huelva incluye zona industrial con diversos alérgenos
ambientales no bien catalogados en cuanto a su relacién con la patologia
tratada en nuestro estudio. Seria una cuestion a considerar en futuros estudios,
con mayor tamano muestral y diversidad poblacional (por la influencia en el

metaboloma de las condiciones ambientales).

Detectar diferencias en los perfiles metabolémicos y metabolitos causantes de
las posibles diferencias entre pacientes con CP en estadios precoces (estadios |
y IlI) y estadios tardios (lll y IV). Ademas, pretendemos tras aumento del
numero muestral, continuar con la busqueda de diferencias en los perfiles

metaboldmicos entre los diferentes tipos histolégicos de CP.

Estudios metaboldémicos comparativos entre muestras de suero, orinay LBA. En
la actualidad, ademds de los resultados presentados en este estudio, existen
datos preliminares de estudios pilotos tanto en orina como en LBA, pendientes

de validar.

Posibles analisis comparativos sobre la correlacién entre muestras de biopsia
bronquial (tejido) y LBA. Este ultimo, con poca representacion en los estudios
metaboldmicos dirigidos al CP, dado que su obtencién es mas facil y menos
invasiva que biopsias de tejido pulmonar, puede aportar informacién

importante del lecho tumoral con menos riesgos para el paciente.
Profundizar en las vias metabdlicas del CP.

Mejorar el proceso pre-analitico y, especialmente, el analitico en el uso de la

metaboldmica en el CP en distintas muestras bioldgicas (suero, orina, LBA...).
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Una vez se establezcan posibles BIOMARCADORES de CP, plantearemos
estudios de COHORTES dirigidos al control evolutivo en los biomarcadores
obtenidos, su estabilidad y capacidad de deteccion precoz para esta

enfermedad.

Una vez establecida la utilidad de Biomarcadores para su uso en el
DIAGNOSTICO PRECOZ de CP, plantearemos su utilidad en la DETECCION de la
respuesta a diversos tratamientos aplicados en el CP (Cirugia de térax, QT o RT)
y valorar si los metabolitos se modifican ante un tratamiento efectivo. Para
ello, realizaremos controles evolutivos en pacientes con CP sometidos a un
determinado tratamiento y contemplar segun resultados y evolucién, la

posibilidad de su uso para DIAGNOSTICO PRECOZ de RECIDIVAS.

Una vez logrados los puntos anteriores, valorar la utilidad de la metaboldmica
(con el uso de uno o varios biomarcadores especificos) dentro del protocolo
global de diagnodstico precoz del CP, y su papel como paso previo para
seleccionar a los sujetos que podrian beneficiarse del TAC de BAJA DOSIS de

radiacion.

Posibilidad del uso y estudio de la relacion entre resultados de la utilizacién de
distintas TECNICAS OMICAS en el CP: a) Posible uso de la Gendmica
(Colaboracion con el laboratorio del Centro de Investigacién de Corrales); b)
Protedmica (estudios previos que relacionan niveles disminuidos de bilirrubina

con el desarrollo de CP o otros estudios futuros).
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DISCUSION SOBRE METODOLOGIA

Nuestro estudio pretende establecer los perfiles metabolémicos en pacientes con

CP y sujetos sanos como primer paso para la posterior identificacién de biomarcadores

precoces del cancer de pulmén. En relacion a lo publicado en la actualidad, como

FORTALEZAS del estudio:

Una mejora en las técnicas de andlisis metabolémico de ultima generacion en la
discriminacion de los diferentes metabolitos (1.200 metabolitos frente a 400-

600).

Hemos analizado la influencia de la hemalisis en un estudio metabolémico en

muestras de suero de pacientes con CP.

En la parte metodoldgica hemos conseguido una estandarizacién en la toma de

muestras (técnica y sistemas de recogida) para evitar sesgos como la hemolisis.

A pesar del tamaifio muestral de nuestro estudio, hemos establecido los perfiles
metaboldmicos entre los grupos incluidos en el estudio y determinado cuales
son los metabolitos causantes de la diferenciacién entre ellos, encontrando

significacidn en nuestros resultados.

Hemos conseguido una discriminaciéon en funcidn de sus perfiles

metaboldmicos entre los diferentes tipos histolégicos de CP.

Existen escasas publicaciones que evalien la asociacion entre el habito
tabdquico y cancer de pulmdn segun sus perfiles metabdlicos en muestras de
suero. En este estudio, se han descrito cuales son aquellos metabolitos

implicados.
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Sin embargo, el estudio realizado presenta LIMITACIONES:

B El limitado numero de pacientes estudiados, aunque equiparable o superior al
descrito por otros estudios similares. Un mayor tamafio muestral hubiera
permitido una mayor precision para la deteccion de biomarcadores. Es preciso
comprobar la reproductibilidad de los resultados obtenidos, aumentando el

tamafio muestral.

B Aunque con las muestras analizadas hemos podido responder a los objetivos
planteados, el aumento del nimero muestral nos permitiria confirmar los
resultados y responder a otros interrogantes (por ejemplo, los diferentes

perfiles metaboldmicos entre diferentes tipos de CP) con mayor potencia.

A pesar de tratarse de un proyecto inicial y de los analisis parciales para evitar
sesgos (controles por edad, sexo, tabaquismo, enfermedades previas, farmacos,...), hay
otros posibles factores (como la dieta o el peso) que pueden influir en el perfil
metabolémico y en los metabolitos especificos detectados. Estos son factores muy

dificiles de controlar.
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7. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en la presente investigacion, se pueden

establecer las siguientes conclusiones, ajustadas a nuestros objetivos iniciales:

170

B Con la aplicacion de tecnologia analitica en el campo de la metaboldmica de

Ultima generacion (espectrometria de masas en tandem utilizando el hibrido
QqQ-TOF triple cuadruplo) es posible la discriminacion de unos 1.200
metabolitos por muestra analizada (habitualmente los datos publicados

discriminan entre 400 y 600 metabolitos maximo).

Los resultados obtenidos en muestras de suero demuestran la utilidad del
empleo de este fluido en el estudio metabolémico del CP, ya que permiten
investigar distintas rutas bioquimicas y asi ampliar el nimero de potenciales

BM.

La hemodlisis es un factor perturbador en estudios metabolémicos relacionados
con el cdncer de pulmdn, y debe evitarse en los disefios metodoldgicos para la
toma de muestras de sangre. La capacidad de discriminacién disminuye con el

aumento de las concentraciones de hemoglobina.

Los grupos de estudio (CP, CE y CS) presentan perfiles metabolémicos

diferentes que permiten su discriminacion estadistica.

Se han identificado posibles biomarcadores para el diagnéstico de CP, los
cuales pueden relacionarse con distintos mecanismos patoldgicos propios de

esta enfermedad.
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B Ha sido posible la diferenciacidon entre los diferentes tipos histoldgicos del
cancer de pulmoén partiendo de sus perfiles metabolémicos. La separacion
entre diferentes estadios de la enfermedad se valorara en posteriores estudios
de nuestro grupo, con mayor numero muestral, para la identificacion de
aquellos metabolitos causantes de la discriminacidn observada en el estudio

actual.

B Las alteraciones metaboldmicas detectadas en el estudio se vieron
influenciadas por la carga tabaquica de los pacientes incluidos, lo que subraya
la importancia del tabaquismo como factor de riesgo primario en el desarrollo

del CP.

B Es preciso la realizacion de estudios prospectivos con amplia base poblacional
para confirmar los resultados obtenidos y aportar mayor fuerza a los

biomarcadores obtenidos.

Resulta muy interesante la aplicacién de técnicas metabolémicas en aquellos
grupos de pacientes con riesgo elevado de desarrollo de cancer de pulmén (EPOC,
enfisema, tabaquismo...) para el estudio de patrones metabolémicos, con el fin de
facilitar el proceso diagndstico en estadios iniciales del CP. Asi mismo, como se ha
mencionado de forma detallada en nuestras perspectivas de futuro, estamos

desarrollando en la actualidad un estudio dirigido en muestras de orina y LBA.
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ANEXO-1. Hoja informativa de participacion en el estudio: Estudio de
los patrones metabolémicos en muestras de sangre de pacientes con
cancer de pulmoén y sin cancer de pulmoén

Hoja de informacion al paciente.

TITULO DEL ESTUDIO:

Busqueda de biomarcadores metabolomicos para la deteccion precoz de Cancer
de Pulmoén en poblacién de riesgo.

Linea de investigacion: Diagndstico precoz de cancer de pulmon

Nuestro fin es identificar posibles sustancias que sean caracteristicas del cancer
de pulmén y que puedan utilizarse, en un futuro, para diagnosticar precozmente los
canceres de pulmén y de esa forma, detectar y tratar antes los casos de cancer y mejorar
su supervivencia.

El diagndstico precoz del cdncer de pulmdn requiere una serie de pasos en su
investigacion. En primer lugar, es preciso comprobar si el metabolismo en general de los
pacientes con cdncer de pulmoén es diferente de las personas que no tienen cancer de
pulmén en las sustancias que produce, lo que podriamos llamar el "patrén
metaboldmico", que se puede estudiar en muestras de sangre. Si se comprueban esas
diferencias, el segundo paso consistiria en intentar identificar cuales son las sustancias
responsables de esas diferencias generales, y comprobar que esas sustancias individuales
diferencian claramente entre personas con y sin cancer de pulmdn. De esta forma, su
determinacién en una persona podria usarse como marcador biolégico de mayor riesgo
de cancer de pulmodn, y concentrar en ella los medios diagndsticos para descartarlo o
diagnosticarlo precozmente. En este sentido, seria especialmente importante observar si
esto ocurre también entre pacientes con cancer de pulmon y otros con alto riesgo de
padecerlo pero que no lo tienen.

Las muestras de sangre se obtendran mediante una puncién de una vena del
brazo. Es la técnica habitual de extraccidn sanguinea, siendo sus posibles complicaciones
unas ligeras molestias locales. Tras informarle, se le solicitard que firme usted un
consentimiento.

En base a lo anterior, realizaremos el andlisis de las muestras con fines
exclusivamente cientificos relacionados con el objetivo del estudio. Las muestras de
sangre seran identificadas con un cédigo (manteniendo asi el anonimato del paciente).
Todo el material que no sea utilizado inmediatamente serd conservado para su posible
utilizacion en otros proyectos dentro de la linea de investigacion diagndstico precoz de
cancer de pulmon formando parte de una coleccidn inscrita en el Biobanco Andaluz.
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En un futuro, en cualquier momento, usted puede solicitar a los investigadores que
sus datos y muestras sean retirados del estudio. En caso de que usted retire su
consentimiento, sus muestras de sangre seran destruidas.

Confidencialidad:

La informacion obtenida en el estudio sera confidencial, de acuerdo con lo que
establece la Ley Orgénica 15/99 de Proteccidon de datos de Caracter Personal (LOPD), la
declaracién de Helsinki, BCP y la Ley 14/07 de Investigacion biomédica. Nadie, excepto los
miembros del estudio y el Comité Etico de Investigacién Clinica, tendrd acceso a su
informacion. Los resultados obtenidos sélo se podran publicar de forma andnima y nunca de

forma individual.

e Confirmo que he leido y entiendo la informacién correspondiente al estudio
mencionado anteriormente en este documento y que he tenido oportunidad de

realizar preguntas sobre el mismo.

e Comprendo que mi participacién es voluntaria y que tengo total libertad para
retirarme en cualquier momento, sin necesidad de aducir ninguna razén y sin que

ello afecte a la atencion sanitaria que me corresponde ni a mis derechos legales

e Comprendo que se almacenard una cierta cantidad de suero de forma andnima e
indefinida para su uso en futuros andlisis y estoy de acuerdo con que se utilice para

investigaciones relativas al diagndstico precoz de cancer de pulmaén.

e Consiento en que los investigadores que realizan el estudio almacenen las muestras
sanguineas y lo analicen de forma anénima nuevamente en fecha posterior para

fines relacionados con la linea de investigacion propuesta.

e Accedo a que cualquier muestra residual de sangre sea utilizada de forma andénima

en estudios futuros en torno al cancer de pulmoén y otras patologias pulmonares.

e (Cabe la posibilidad de que los investigadores deseen ponerse en contacto conmigo
de nuevo a fin de comprobar si mi estado de salud ha variado. Accedo a que los

investigadores sanitarios se vuelvan a poner en contacto conmigo.

e Accedo a que los investigadores que deseen ponerse en contacto conmigo soliciten

a mi médico de cabecera permiso para conocer mi nueva direccién (en caso de

haberme mudado).
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ANEXO-2. Consentimiento informado.

Consentimiento informado

TITULO DEL ESTUDIO:

Busqueda de biomarcadores metaboldomicos para la deteccion precoz de

Cancer de Pulmon en poblacién de riesgo.

He leido la hoja de informacidn al paciente, he hecho todas las preguntas
que creia necesarias y estoy de acuerdo en participar en las siguientes partes del

estudio:

S| NO

Entrevista

Cuestionarios especificos

Medidas antropométricas

Recogida de muestra de sangre

Nombre y apellidos del participante: Fecha: Firma:

Nombre y apellidos del investigador: Fecha: Firma

Apreciamos sinceramente su cooperacion en este proyecto de investigacion. Si
tiene alguna pregunta sobre el estudio, puede llamar al coordinador del estudio: Dr.

Pereira Vega (+34 959016060).
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ANEXO-3. Protocolo de extraccion de muestras sanguineas.

Protocolo de extraccion de sangre

1. Preparar el material de extraccién (los tubos caducados aumentan la incidencia de
hemdlisis). Realizar la extraccién directa al tubo de vacio mediante el
correspondiente adaptador o porta tubos. Dos causas muy importantes de

Hemdlisis, son:
a. Laextraccion con jeringa y posterior paso al tubo.
b. La extraccidn directa desde catéter.

2. ldentificar el paciente y comprobar que esté en ayunas de 12 horas.

3. Colocar el paciente en posicién correcta con el brazo completamente extendido.

4. Palpar las venas para elegir el lugar de puncidn. Intentar utilizar las venas de la

fosa antecubital que presentan un calibre de vena adecuado.

5. Aplicar el torniquete, 7-10 cm. por encima de la flexura del codo. Pedir al paciente
cierre el puiio. Mantener el torniguete como maximo 1 minuto, aplicando una

presidn suficiente pero gue permita palpar el pulso.

6. Ponerse los guantes.

7. Desinfectar el lugar de puncidn alcohol 70%. Dejar secar al aire. No volver a tocar

con el dedo.

8. Pinchar. Cuando empieza a fluir la sangre en el tubo, pedir al paciente que abra la

mano y retirar el torniquete.

9. Llenar los tubos en el correcto orden (en nuestro caso, primero el de suero y luego
el de anticoagulante) y en la cantidad adecuada. Una menor cantidad de sangre da

lugar:
a. Auna menor cantidad de muestra disponible en todos los casos

b. A una proporcién inadecuada de anticoagulante/sangre en el caso de los

tubos de EDTA y Heparina Litio.

10. Retirar la aguja. Activar el mecanismo de seguridad. Desechar el dispositivo entero

(aguja o palometa y porta tubo).
11. Aplicar presion en el lugar de puncidn con una gasa durante unos minutos.
12. Etiquetar los tubos y registrar la hora de la extraccion.

13. Homogenizar los tubos suavemente por inversién.

a. El tubo de suero debe dejarse a Temperatura Ambiente y en posicidn

vertical durante 30 minutos (maximo 2 horas).

b. Eltubo de plasma (EDTA o Heparina Litio) se mete en bafio de hielo hasta

su centrifugacion (maximo 2 horas)
14. Transporte cuidadoso evitando movimientos bruscos.
15. Centrifugar antes de las 2 horas a las revoluciones adecuadas y a 42 C.
16. Separacion de 4 alicuotas de 0.5 mL en tubo identificado con tapdn de rosca.

17. Congelar a -809 C. Evitar congelaciones y descongelaciones sucesivas.

pulmon
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ANEXO0-4. Comunicaciones a congresos internacionales.

4.1. Congreso Internacional ERS (European Respiratory Society), Viena 2012.
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4.2. Congreso Internacional ERS (European Respiratory Society), Munich 2014.
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4.3. Congreso Internacional ERS (European Respiratory Society), Amsterdam 2015.
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ANEXO-5. Comunicaciones a congresos nacionales.

A. Comunicaciones a congresos Regionales

1.- XXXVIII CONGRESO NEUMOSUR, GRANADA 2012.

CANCER DE PULMON Y METABOLOMICA.
ESTUDIO PILOTO

E. Vazquez Gandullo', R. Castilla Quintero?, R.
Gonzilez Dominguez?, J. Gravalos Guzman!, T.
Garcia Barrera?, J. L. Gomez Ariza%, J. A. Maldo-
nado Pérez', A. Pereira Vega'

" Secain de Neumologia. Hospital Juan Ramin Jiménez;
Huelva.” Dpto. de Quinmica y CCMM. Fac. de CC Experi-
mentales. Campus of Excellence International ceiA3. Univer-
sidad. Huelva.

Introduccion: El cancer de pulmén (CP) es la
neoplasia més frecuente en varones y presenta una
alta morbimortalidad. Es importante la identificacion
de factores que incrementen el riesgo de padecer esta
enfermedad y la busqueda de marcadores que orien-
ten en su deteccion. En los altimos afos se han rea-
lizado multiples estudios enfocados a la busqueda de
biomarcadores, entendiendo estos como parametros
biolégicos medibles y cuantificables. Menos frecuente
son los que emplean la metabolémica, que consiste
en la medida de la respuesta metabdlica frente a un
estimulo determinado. Resultados previos del anilisis
metabolémico sobre suero se han presentado previa-
mente.

Objetivo: Presentar los datos preliminares de la
utilizacion de técnicas merabolomicas para detectar
patrones diferenciados entre pacientes con CP y pa-
cientes sin esa enfermedad en muestras de orina, que
puedan ser utiles para su deteccion precoz.

Metodologia: A un grupo de pacientes sometidos
a broncoscopia se les extrajeron muestras de sangre,
orina y liquido broncoalveolar (BAL) para su poste-
ror analisis mediante espectrometria de masas en tin-
dem (QqQ-TOF-MS); esta técnica proporciona per-
files metabolémicos (metabolic fingerprinting), con
una alta sensibilidad y versatilidad, permitiendo llevar
a cabo andlisis en diferentes modalidades (+ y -), y cu-
brir asi un mayor rango de metabolitos implicados en
el proceso. Presentamos en este momento los resulta-
dos de la aplicacién de esta técnica sobre orina diluida.
Se realizé la cuantificacion e identificacion mediante
experimentos de fragmentacion masas-masas (MS-
MS). A partir del espectro de masas, los resultados
fueron procesados mediante analisis estadistico con
“Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-

Rev Esp Patol Torac 2012; 24 (1): 92-143

XXXV CONG

DA)” y comparados con el diagnéstico histologico

obtenido.

Resultados: Inicialmente hemos incluido muestras
de orina de 3 pacientes diagnosticados de CP (edad
media 60 anos) y 10 controles (media de edad 37,6
anos). En el andlisis de las muestras mediante QqQ-
TOF-MS se han observado diferencias en cuanto a la
intensidad de algunas de las senales presentes. En el
analisis estadistico de los resultados anteriores se ob-
serva una clara discriminacion entre los casos de CP y
los controles. Finalmente esta técnica permite identi-
ficar potenciales marcadores sobreexpresados en CP
en modo positivo como son la colina, la fosfocolina
y carnitina; y en modo negativo el 4cido urico y dcido
hipurico.

Conclusiones:

1.- Los dos grupos de estudio presentan perfiles me-
tabolémicos diferentes, que permiten su discrimi-
nacion estadistica.

2.- Se han identficado los metabolitos que causan
esta discriminacion y se han correlacionado con
rutas previamente asociadas a procesos neoplasi-
cos.

3.- Estos datos preliminares plantean la posibilidad
de ampliar estudios que permitan la obtencion de
marcadores precoces en la deteccion de CP.
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2.- 392 CONGRESO NEUMOSUR, BADAJOZ 2013.

Commnicaciones

BIOMARCADORES DE CANCER DE PUL-
MON EN DISTINTAS MUESTRAS BIOLO-
GICAS

E. Vazquez Gandullo !, R. Castilla Quintero % R.
Gonzdlez Dominguez % J. Gravalos Guzmadn !, T.
Garcia Barrera ?, J. L. Gémez Ariza?, J. A. Maldo-
nado Pérez !, A. Pereira Vega '

! Seccidn de Neumologia. H. Juan Ramén Jiménes, Huelva,
2 Dpto. de Quimica y CC.MM. Fac. de CC Experimentales.
Campus de Excelencia Internacional celd3. Universidad de
Huelva

Introduccién: Dada la alta mortalidad que pre-
senta el cancer de pulmén (CP) en la actualidad, v con
el fin de su diagnodstico precoz, se esta potenciando
el estidio mediante técnicas metabolomicas de dife-
rentes muestras biologicas como sangre, orina, aire
exhalado o biopsias, entre otras, para la obtencion de
biomarcadores (BM) itiles para este proposito. Hasta
el momento, el analisis complementario de distintas
muestras bioldgicas en una misma poblacidn no se
habia considerado ann.

Objetivo: Analizar comparativamente mediante el
uso de herramientas metabolomicas basadas en es-
pectrometria de masas de alta resolucion, los perfiles
metabolomicos obtenidos en suero sanguineo y orina
de una poblacién con CP v sujetos controles.

Metodologia: Obtencion de muestras de sangre,
orina v liquido broncoalveolar (BAL) para su poste-
rior andlisis metabolémico, de un grupo de pacien-
tes sometidos a broncoscopia (por sospecha de CP
v otras enfermedades pulmonares no neoplisicas).
Mediante el nso de espectrometria de masas en tan-
dem (QqQ-TOF-MS), que permite estudiar 1n gran
mimero de metabolitos en cada una de las muestras
consideradas, se han obtenido perfiles metabolomi-
cos pata los dos grupos de estudio. Posteriormente
estos perfiles son comparados estadisticamente me-
diante analisis discriminante de minimos cuadrados
parciales (PLS-DA), con el fin de encontrar los meta-
bolitos alterados a cansa de la enfermedad, v emplear-
los como potenciales BM. Los resultados mostrados
proceden de muestras de suero sanguineo v orna de
un estudio piloto constitudo por 7 pacientes diag-
nosticados de CP v 7 controles. Para las muestras de
BAL, ann se estan desarrollando los procedimientos
de analisis.

Resultados: Observamos una clara discrimina-
ci6n metabolomica entre los casos CP y los controles,
con la obtencién de distintos metabolitos sobreex-
presados en los fluidos bioldgicos procedentes de
enfermos de CP, que pueden relacionarse con distin-

tas anomalias bioquimicas asociadas al cancer, v que
por lo tanto podrian ser usados como BM. En suero
sanguineo encontramos marcadores como la colina,
la fosfocolina v componentes de la familia de las gli-
cerofosfocolinas (integrantes de las membranas celu-
lares): los dcidos malico v lictico (implicados en el
metabolismo energético) v la tanrina. Por otro lado,
en orina, los metabolitos sobreexpresados fueron la
colina v fosfocolina, la carnitina (relacionada con el
metabolismo de lipidos); v los dcidos tirico e hiptirico
(metabolismo de las purinas).
Conclusiones:

.- Los grupos de estudio (CP v no CP) presentan
petfiles metabolomicos diferentes, que permiten
su discriminacion estadistica.

2.- Se han identificado los metabolitos que causan
esta discriminacion v se han relacionado con rutas
previamente asociadas a procesos neoplasicos.

3.- Los resultados obtenidos con ambos fluidos biclo-
gicos (suero v orina) demuestran la utilidad del em-
pleo de distintas muestras en el estadio del CP, ya
que permiten mvestigar distintas rutas bioquimicas
v asi ampliar el nimero de potenciales BM.

TRATAMIENTO QUIRURGICO DEL CARCI-
NOMA BRONCOGENICO (CB): SUPERVI-
VENCIA EN FUNCION DEL TIPO DE RE-
SECCION REALIZADA

M. Garcia Sdez, J. F. Galdn Jiménez, R. A. Fer-
nandez Anzules, R. Risco Rojas, D. leén Medina,
C. Lopez Garcia, S. Garcia Barajas

Servicio de Cirugia Tordcica. H. Infanta Cristina. Badajog;

Introduccién: La cirugia es el tratamiento de
eleccion en los casos de carcinoma broncogénico con
enfermedad localizada en el momento del diagnosti-
co. El objetivo de mmestro esmdio es analizar en qué
medida influye el tipo de resecciéon pulmonar sobre
la supervivencia de los pacientes como posible factor
pronostico de la enfermedad.

Metodologia: Estudio descriptivo v retrospectivo
realizado sobre 283 casos de CB mterverndos quinirgl-
camente entre Mayo de 2001 v Diciembre de 2010. Se
han exclnido las toracotomias exploradoras, los casos
de morrtalidad postoperatoria v los fallecimientos por
causas no relacionadas con progresion de la enferme-
dad. Descubimos la estirpe tumoral, el tpo de cirugia
realizada en cada caso v la supervivencia de los pacien-
tes en funcion del tipo de reseccidn con nn periodo de
segnimiento minimo de 2 aflos postoperatorio.

Resultados: De los 283 pacientes intervenidos

82
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3.- 402 CONGRESO NEUMOSUR, JEREZ DE LA FRONTERA, CADIZ 2014.

Cominmicaciones

te establecio que la edad (OR: 1,02; IC 95%: 1-1,05),

sexo masculino (OR: 1,6; IC 95%: 1,03-2,6), numero

de mgresos previos (OR: 1,1; IC 95%: 1,03-1,20), m-

dicacion mcorrecta (OR: 1,9; IC 95%: 1,29-2.8), no

tratamiento con BIPAP (OR: 4,5; IC 95%: 1,1-19,2),
cancer de pulmon (OR:3,3; IC 95%:1,1 -10,1), presen-

cia de enfermedad renal (OR:1,4; IC 95%: 0,9-2,3) v

hematocrito en el seguimiento (OR:0,95; IC 95%0:0,91

-0,99) se asociaron independientements 4 10a Mayor

mortalidad. La curva COR del modelo tuvo nn AUC

de (0,60; IC 95%: 0,54-0,66), por lo que su capacidad
predictiva no fue buena.

Conclusiones:

1. La OD en pacientes no EPOC inchiye 1n gri-
po heterogéneo de patologias, sobre todo de
origen cardioldgico.

2. La supervivencia de estos pacientes fue inferior

ala de pacientes con EPOC.

Las principales causas de mortalidad fueron

de origen cardiologico (53,7%) v oncologico

(13,9%).

4. Fueron predictores independientes de morta-
lidad la edad, sexo masculino, n° de ingresos
previos, indicacién incorrecta, ausencia de tra-
tamiento con BIPAP, cancer de pulmoén, enfer-
medad renal y hematocrito en el segnimiento.

[S5]

ANALISIS METABOLOMICO EN MUESTRAS
DE SUERO DE PACIENTES CON CANCER
DE PULMON

E. Vizquez Gandullo’, M. Gonzdlez Ferndndez?,
J-A. Maldonado Pérez ', T. Garcia Barrera %, J.
Grdvalos Guzmdn ', J.L. Gémez Ariza %, A.J. Ruiz
Reina !, J.L. Sdanchez Ramos ?, M.C. Huertas Cifre-
do %, R. Aguilar Pérez-Grovas ', R. Ayerbe Garcia !,
J. Fernéandez de Cérdoba’, A. Pereira Vega ™.

! Seccidn de Neumologia del H. Juan Ranidn Jiménez, Huelva,
* Departamento de Quimica y Ciencia de los Materiales, U. de
Huelva (UHU). ® Departaments de Enfermeria de la UHU.

Introduccion: A través de un procedimiento me-
tabolomico, basado en el uso de espectrometria de
masas, se han detectado posibles biomarcadores (BM)
que permitirian diferenciar entre pacientes con can-
cer de pulmén (CP) v sujetos sanos, posibilitando un
diagnéstico precoz de esta enfermedad. Asimismo se
investiga la identificacion de BM especificos de deter-
minados tpos de CP.

Metodologia: A un grupo de 30 pacientes diagnos-
ticados de CP, v a 30 controles sanos, se les extrajeron

mmestras de sangre para su posterior analisis. Se obtu-
vieron los metabolitos del suero, mediante precipitacion
de proteinas, v se analizaron mediante mfusion directa
en espectrometro de masas de trple cuadmpolo tiem-
po de vuelo (utilizando modo de ionizacion positiva v
negativa). Esta técnica junto a sistemas de masas de alta
resolicion (QqQ-TOFE-MS), permite el analisis de un
gran mimero de mmestras en poco tiempo, con la ob-
tencion de nn gran mimero de metabolitos. Los perfiles
metabolomicos obtenidos para ambos, fueron compa-
rados estadisticamente mediante analisis discriminante
de minimos cuadrados parciales (PLS-DA), con el fin
de encontrar los metabolitos alterados a causa de la en-
fermedad, v emplearlos como potenciales BM. Aplica-
mos, ignalmente, la metodologia descrita para obtener
perfiles metabolicos de los distintos tipos de CP.

Resultados: El registro de la espectrometria de

masas muestra una clara discriminacion metabolémica
entre los casos de CP v los controles sanos. Se han ob-
servado distintos metabolitos sobreexpresados en pa-
cientes con CP, tales como la carnitina v sus dervados
(butiril-carnitina v oleil-carnitina), que reflejan altera-
ciones en el metabolismo energetico celular, v la fenila-
lanina y dopamina, relacionados con la regnlacion de la
funeién inmune. Se observd también nna dismunmicion
de los niveles de fosfolipidos (derivados de colina e
inositol), probablemente como consecuencia de alte-
raciones lipidicas de las membranas celulares, v de las
lisofosfatidilcolinas, involucradas en la regulacion de la
proliferacion celular e invasion de células cancerigenas.
El registro de la espectrometria, segiin los distintos ti-
pos de CP (epidermoide, células grandes, adenocarci-
noma v célilas pequenias), también permitio una clara
diferenciacién entre ellos.

Conclusiones:

1. Los giupos de esmdio (CP v controles sanos)
presentan perfiles metabolémicos diferentes,
que permiten su discriminacion estadistica. Se
han identificado los metabolitos que causan esta
discriminacion, v se han relacionado con ruras
previamente asociadas a procesos neoplasicos.

2. Los distuntos tipos de CP también presentan
perfiles metabolémicos diferentes entre si, 7
permiten su diferenciacion estadistica. Estos re-
sultados preliminares son mmy alentadores, una
vez confirmados en mayor nimero de casos,
con el fin de la obtencion de BM especificos
para los distintos tipos de CI.

3. Los resultados obtemidos sugieren la utilidad
del empleo de esta técnica en muestras de sue-
[0, Va que permuten mvestigar distintas rutas
bioquimicas v asi ampliar el nimero de poten-
ciales BM de CP.

38
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4.- 412 CONGRESO NEUMOSUR, CORDOBA 2015.

Conunicaciones

cia global fue pobre (5,5%), con supervivencias al
afo, 3% afo v 5% ado del 37%, 10% y 7%, respecti-

vamente.

62

Estos hechos se relacionan con la situacion avan-
zada de la neoplasia al diagndstico en la mayor par-
te de los pacientes (estadio III-IV: 81,4%).

Encontramos predictores de mortalidad relaciona-

L&
T

dos con la sintomatologia v los estudios de exten-
sién realizados al diagndstico.

PERFILES METABOLOMICOS DE SUJE-
TOS SANOS Y CON CANCER DE PULMON.
INFLUENCIA DE LA CARGA TABAQUICA

E. Vizquez Gandullo!, B. Callején Leblic’, M.
Gonzdlez Fernindez?, T. Garcia Barrera®, J.L.
Sanchez Ramos?, J.A. Maldonado Pérez?, J.L.
Goémez Ariza’, A, Pereira Vega®,

'Servicio de Neumologia, Hospital Punta de Enropa. Algeci-
ras. “Seccion de Neumologia, Hospital [nan Ramidn [iménez,
Hielva. ’Dpto. de y CCMM. Fac. de CC Experimentales,
Campuis de Excelencia Internacional ceid3, Universidad
de Huelva. *Departamento de Enfermeria, Universidad de
Huelva.

Introduccién: la aplicacion de técnicas metabo-
lémicas presenta un gran potencial para la busqueda
de posibles biomarcadores de diagndstico en nume-
rosas enfermedades. En este estudio, se ha empleado
un procedimiento metabolémico basado en espec-
trometria de masas para estudiar las modificaciones
metabdlicas subyacentes al cancer de pulmén (CP) v
la influencia de la carga tabaquica (CT) en paquetes/
afio en los correspondientes perfiles metabélicos.

Metodologia: se obtuvieron muestras de suero
de 9 controles sanos (no fumadores), 6 enfermos de
CP (4 adenocarcinomas, 1 epidermoide, 1 carcinoma
de células grandes) con carga tabaquica moderada
(CT <33) v 6 enfermos de CP (2 adenocarcinomas,
3 epidermoides, 1 carcinoma de células pequeas)
con elevada carga tabaquica (CT >70). Se analiza-
ron los metabolitos mediante infusion directa en un
espectrometro de masas de alta resolucién (DI-ESI-
QTOEF-MS). Los perfiles metabolicos obtenidos se
sometieron a analisis estadistico multivariante (PCA,
PLS-DA).

Resultados: los tres grupos de estudio mostraron
unos perfiles metabolicos claramente diferentes, lo
que permitié identificar algunos posibles biomarca-
dores. Los niveles de glutatidon se encontraron dis-
minuidos en muestras de suero de pacientes con CP

(23,61 % en CT <35y 74,05 % en CT >70), indicati-

vo de una situacidn de estrés oxidativo, mientras que
el contenido de distintos fosfolipidos de membrana
(PL) se incremento en estas muestras (con aumentos
del 56,78 % en CT <35 y 142,62 % en CT =70),
probablemente como consecuencia de alteraciones
en los procesos de regulacién de la proliferacién ce-
lular e invasién de células cancerigenas. La mayoria
de estas anormalidades metabélicas, se acentuaron
en pacientes con una CT elevada, lo que sugiere la
mfluencia de la carga tabaquica en la aparicion de es-
tos procesos metabélicos en CP.

Conclusiones: el analisis metabolomico de mues-
tras de suero permitié diferenciar claramente entre
sanos v pacientes con CP. Asimismo, se identificaron
posibles biomarcadores para el diagnostico del CP,
los cnales pueden relacionarse con distintos mecanis-
mos patologicos propios de esta enfermedad. Ade-
mas, estas alteraciones se vieron influenciadas por la
carga tabaquica de los pacientes incluidos en el es-
tudio, lo que remarca la importancia del tabaquismo
como factor de riesgo primario en el desarrollo del
CP.

Prayecto financiado con Beca Neumaosur 8 /2012 'y Beca SE-
PAR 124/ 2012.

FACTORES DEPENDIENTES DE 1A NE-
CESIDAD DE USO DE VENTILACION ME-
CANICA NO INVASIVA EN NEUMONIA
ADQUIRIDA EN LA COMUNIDAD

G.E. Gonzdlez Angulo, E. Rodriguez Posadas,
M.C. Morillo Dominguez, M. Arroyo Varela, P.
Gutiérrez Castaiio, J.L. de la Cruz Rios.

Servicio de Neumologia, Hospital Regional Universitario de
Medlaga.

Introduccién: la aplicacion precoz de ventilacion
mecanica no invasiva en la neumonia aguda grave
disminuye la tasa de mtubacién, asi como las compli-
caciones asociadas a la ventilacion invasiva y dismi-
nuye la estancia hospitalaria, asi como la mortalidad.
El efecto beneficioso es debido al reclutamiento de
areas alveolares colapsadas por la inflamacion pul-
monar.

Metodologia: estudio observacional, transversal,
multidimensional de un grupo de 159 pacientes con
neumonia adquirida en la comunidad (NAC), ingre-
sados en el Hospital Regional de Malaga desde el 1
de enero al 31 de dicitembre del 2013, de los cuales 26
precisaron ventilacidn mecanica no mvasiva (VMNI).
Edades entre los 28 y los 91 anos, media de 71 anos,

con un 64,78% de varones v 35,22% de mujeres.
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0,46 v 0,85 para las AMN. El 54,1 % de las AMNN noéstico  anatomopatoldgico concluyente, siendo

mostraron SUVr <0,5. Se demostro una correlacion
negativa entre el tamario y el SUV en las AMNN (r
= -0,43, p = 0,03) y una correlacion positiva en las
AMN (r = 0,41, p = 0,02). El vinico hallazgo en la
EBUS relacionado con benignidad fue la presencia
de estructura hiliar central, pero conun 28 % de sen-
sibilidad en las ADNN.

Conclusiones: en la valoracion de las AMNN
preTBNA guiada por EBUS para estadificacién del
CP, la presentacion de las AMNN en el CP es he-
terogénea, sin mostrar correlacion entre las técnicas
morfologicas, metabolicas v de EBUS. La falta de
concordancia entre estos parémet[os es, por tanto,
sugestiva de un origen no neoplasico.

RESULTADOS DE LOS CASOS DE ECO-
BRONCOSCOPIA LINEAL REALIZADOS
EN EL HOSPITAL QUIRON DE MARBELLA

C.M. Merinas Lopez !, M. Martin Benavides %, V.
Moreno Ramirez °, E. Rodriguez Posadas ’, R.
Aguilar Pérez %, J.M. Ignacio Garcia %, E. Rodri-
guez Ruiz %, C. Moreno Giraldez 2,

" Hospita! Quiron Campo de Gibraitar. Servicio de Neumo-
logéa. ° Hospital Ouirdn Marbella. Servicio de Newmologia.
? Quirdn Salud Mdlaga y Marbella. Servicio de Anatomia
Patologica.

Introduccion: analizar los resultados de las
ecobroncospias lineales realizadas en el Hospital
Quiron de Marbella, desde el 01/10/2014 hasta el
31/10/2015.

Metodologia: se
sos de ecobroncoscopia lineal realizados desde el
01/10/2014 al 31/04/2015 v se analizaron los re-
sultados reportados desde el laboratorio de anatomia
patolégica con el que trabaja el Hospital, asi como
los del laboratorio de microbiologia. Para el analisis
de los datos, se utilizaron los programas IBM SPSS
Stadistres 19. Se calcularon frecuencias absolutas y re-

recogieron todos los ca-

lativas para variables cualitativas y la media v desvia-
c16n tipica para las numéricas.

Resultados: se realizaron un total de 16 casos.
La mayoria de ellos (un 29,4%) fueron indicados por
sospecha de carcinoma broncogénico, que no pudo
diagnosticarse por otras técnicas (fibrobroncoscopia
flexible). En un 23,5% de los casos, la indicacion cli-
nica fue para la realizacidén de estadificacién en un
carcinoma broncogénico ya conocido. Otro 23,5%
de ellos fueron indicados por sospecha clinica de
sarcoidosis. En todos los casos se obtuvo un diag-

los diagnosticos mas frecuente los de metdstasis de

adenocarcinoma de pulmon (17,6% de los casos) y

sarcoidosis (17,6%). Se diagnosticé un carcinoma de

pulmon de células grandes en el 11,8% de los casos

v se halléd materal compatible con tumor neuroen-

docrino en un 11,8% de ellos. Como metastasis de

carcinoma epidermoide, se mnformo el 5,9% de los
casos. El estudio microbiolégico reporto el diagnos-
tico de 1 caso de tuberculosis.

Conclusiones:

1: la indicacion clinica mas frecuente por la que se
realizaron las ecobroncoscopias lineales fue la sos-
pecha de un carcinoma broncogénico.

: otras mdicaciones fueron la estadificacion de un

%]

carcinoma conocido v la sospecha de sarcoidosis.

3: los resultados del estidio anatomopatoldgico die-
ron un diagnostico en todos los casos, siendo el
mds frecuente el de metastasis de adenocarcinoma
v sarcoidosis.

EXPRESION METABOLICA EN SUERO Y
TL.AVADO BRONCOALVEOLAR EN PACIEN-
TES CON CANCER DE PULMON Y EN
OTRAS ENFERMEDADES PULMONARES

P. Mufioz Zara ', B, Callejon Leblic %, T. Garcia
Barrera °, E. Vizquez Gandullo ’, J. Gravalos
Guzman ', J.L. Gémez Ariza %, A. Pereira Vega .
" Complejo Hospitalarie Universitario de Huelpa. # De-
partment of Chemistry. Faenlty of Experimental Science.
University of Huelva. Spain. > Seccidn de Neumologia. Hos-
pital de Algeciras.

Introduccion: el cancer de pulmén (CP) es una
de las patologias de mayor incidencia v mortalidad,
fundamentalmente por su diagnoéstico tardio, de ahi
la necesidad de su diagnéstico precoz. Con este pro-
posito, la metabolomica se ha empleado en muestras
de suero v lavado broncoalveolar (LBA), estas ulti-
mas, nunca empleadas previamente en relacion a esta
dolencia. En el presente trabajo se han analizado las
diferencias de expresion metabolémica del suero y
LBA de enfermos con CP y pacientes con otras en-
fermedades respiratorias no cancerosas (controles),
con los OBJETIVOS de: 1, comprobar si ambos ti-
pos de perfiles metabdlicos discriminan entre ambos
tipos de muestra; 2, identificar los metabolitos que
clasifican los casos empleando suero v LBA; 3, esta-
blecer coincidencias y diferencias entre los metaboli-
tos obtenidos en los dos tipos de muestras.

Metodologia: se han analizado sueros de 15 en-
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tabaquismo y EPOC, incluidos como casos de referencia; 30 volunta-
rios sanos (no-fumadores). La presencia de MICA soluble (sMICA) fue
confirmada en 42% del total de pacientes (rango 1-42.415 pg/ml).
Conclusiones: La deteccion de sMICA circulante es anormal e identi-
fica un grupo de riesgo para progresion de la enfermedad. Como un
nuevo biomarcador, SMICA puede ser complementaria a la estadifica-
cion de TNM normalizada, y representativa de la inmunovigilancia
antitumoral en pacientes con cancer de pulmén.

CANCER DE PULMON EN EL SEXO FEMENINO:
ESTUDIO COMPARATIVO

N.J. Martinez Hernandez, A. Arnau Obrer, J. Martinez Bafios,
E. Garcia del Olmo, S. Figueroa Almdnzar y R. Guijarro Jorge

Hospital General Universitario de Valencia.

Introduccion: El cincer de pulmén ha sido clasicamente mds fre-
cuente en hombres que en mujeres, si bien la proporcidn tiende
actualmente a la paridad. En el presente trabajo pretendemos estudiar
las diferencias que esta enfermedad presenta en pacientes resecados
entre las el sexo femenino y masculino.

Material y métodos: Estudio analitico retrospectivo. Se incluyeron los
1420 canceres consecutivos tratados quirtirgicamente en nuestro ser-
vicio entre 1990 y 2010. En analisis estadistico se realizo mediante
SIGMA (Horus Hardware), utilizando chi-cuadrado para la compara-
cion de variables cualitativas, y log-rank para comparacion de super-
vivencias.

Resultados: Del total de los 1.420 canceres tratados, 144 fueron mujeres
(10,14%). Edad media: Hombres (H) 62,36 (27-85); Mujeres (M) 59 (20~
82). Habito tabaquico: H 98%; M 43,6% (p=0,011). Los estadios hasta [I-B
suponen el 62,06% en M y 72,87% en H, y mayores de [[I-A, 34,74% en M
y 27,12% M (p < 0,001). En lo que respecta a la supervivencia (S), los datos
arrojados son como siguen: la S en H es a 1 aflo, 68%, 3 aflos, 42% y 5
anos, 32%, con una mediana de 750 dias. En M, al afio es del 77%, 3 aiios,
51%, 5 afios, 36%, con una mediana de 1.120 dias. Estas diferencias no son
estadisticamente significativas (p = 0,051). Segiin histologia, en Epider-
moide, 1a S mediana en H es 710 dias y en M, 2600 (p = 0,45). Adenocar-
cinoma, H, 870 dias; M 1.145 (p = 0,46). Segtin estadio, en aquéllos hasta
1I-B, S mediana en H es 972 dias y en M, 1.150 (p = 0,0025). En III-A, S
mediana en H es 365 y en M, 425 (p = 0,46).

Conclusiones: El cancer de pulman representa un espectra patologi-
co diferente en la mujer, con una menor influencia del tabaco y esta-
dios mds avanzados al diagndstico, pero una mayor supervivencia en
aquéllos que son detectados en estadios precoces.

CANCER DE PULMON Y METABOLOMICA. ESTUDIO PILOTO

E. Vazquez Gandullo!, R. Castilla Quintero?, R. Gonzalez Dominguez?,
J. Gravalos Guzman', ].L. Gémez Ariza’, J.A. Maldonado Pérez’,

M. Alwakil Olbah', AJ. Ruiz Reina’, R.I. Aguilar Pérez-Grovas',

T. Garcia Barrera’ y A. Pereira Vega'

1UGC Neumologia y Alergia. Area Hospitalaria Juan Ramon Jiménez.
“Departamento de Quimica y CCMM. Facultad de Ciencias Experimen-
tales; Campus of Excellence Intemational ceiA3. Research Center of
Health and Environment (CYSMA). Universidad de Huelva.

Introduccion: El cancer de pulmon (CP), neoplasia mas frecuente en
varones, presenta una alta morbimortalidad. Es importante la identi-
ficacion de factores que incrementen el riesgo de padecer esta enfer-
medad y la blisqueda de marcadores que orienten en su deteccion. En
los dltimos afos se han realizado miiltiples estudios enfocados a la
biisqueda de biomarcadores. Menos frecuente son los que emplean la
metabolémica: medida de la respuesta metabélica frente a un es-
timulo determinado.

Objetivo: Presentar datos preliminares de la utilizacion de técnicas
metabolomicas para detectar patrones diferenciados entre pacientes
con CP y pacientes sin esa enfermedad.

Material y métodos: A un grupo de pacientes sometidos a broncos-
copia se les extrajeron muestras de sangre, orina y liquido broncoal-
veolar (BAL) para su posterior andlisis mediante espectrometria de
masas en tandem (QqQ-TOF-MS); que proporciona perfiles metabo-
lémicos (metabolic fingerprinting), con una alta sensibilidad y versa-
tilidad, permitiendo llevar a cabo analisis en diferentes modalidades
(+y -), y cubrir asi un mayor rango de metabolitos implicados en el
proceso. Posteriormente se realizo la cuantificacién e identificacion
mediante experimentos de fragmentacion masas-masas (MS-MS). Los
resultados fueron procesados mediante analisis estadistico con “Par-
tial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA)" y comparados con
el diagnéstico histolégico obtenido.

Resultados: Hemos incluido suero sanguineo de 3 pacientes diagnos-
ticados de CP (edad media 60 afios) y 19 controles (media de edad
68,15 afios). Para las muestras: orina y BAL, atin se estan desarrollan-
do los procedimientos de analisis. En el andlisis de las muestras
mediante QqQ-TOF-MS se han observado diferencias en la intensidad
de algunas de las sefales presentes, que tras analisis estadistico mos-
tro una clara discriminacién entre los casos de CPy los controles. La
identificacion de los potenciales marcadores sobreexpresados ha sido
de colina, fosfocolina, componentes de la familia de las fosfocolinas y
de acido mélico en modo positivo; y en modo negativo el acido lacti-
coy la taurina.

Conclusiones: Los dos grupos de estudio presentan perfiles metabo-
lémicos diferentes, que permiten su discriminacion estadistica. Se han
identificado los metabolitos que causan esta discriminacion y se han
correlacionado con rutas previamente asociadas a procesos neoplasi-
cos. Estos datos preliminares plantean la posibilidad de ampliar estu-
dios que permitan la obtencion de marcadores precoces en el CP.

CANCER DE VEJIGA EN PACIENTES DIAGNOSTICADOS
DE CANCER DE PULMON

M.J. Pavon Fernandez, S. Florez Martin, R. Lopez Vime,
A. Encabo Motifo, D. Vazquez Giiil, A. Perpifia Ferri,
P. Alba Garcia Baquero y N. Abad Santamaria

Hospital Severo Ochoa.

Introduccion: El cancer de pulmén y el de vejiga comparten factores
etiopatogénicos como son el humo del tabaco y alteraciones genéticas
(mutaciones en el P53 y polimorfismos en las enzimas GST M1y GST
T1). En Espaiia representan la 1*y la 5% causa de muerte por neoplasia
en varones respectivamente. El tipo histologico mas frecuente en el
cancer broncogénico es el epidermoide aunque se advierte una ten-
dencia en aumento del adenocarcinoma. Respecto al cancer de vejiga,
el tipo histologico predominante (93%) es el de células transicionales.
Ambos tumores se diagnostican con frecuencia en estadios avanza-
dos, pero seria deseable el diagnostico en estadios mas precoces.
Objetivo: Evaluar la existencia de cancer de vejiga en pacientes diag-
nosticados de cancer de pulmén.

Material y métodos: Estudio retrospectivo y descriptivo de pacientes
diagnosticados de cancer de pulmon entre mayo/2008 y sep/2011 en
una consulta especifica hospitalaria. Se analizaron las siguientes
variables: edad, sexo, habito tabaquico e IPA (indice paquetes/aiio),
histologia y estadio del cancer de pulmén, diagndstico de cancer de
vejiga previo o posterior al diagnéstico de cancer de pulmoén e histo-
logia del cancer de vejiga. Los datos se registraron en una base de
datos de ACCESS y se analizaron con el programa SPSS 15.0.
Resultados: Se estudiaron 162 casos de los cuales 138 eran varones
(85%). La edad media era de 67,8 (DE 8,9). El 93,8% eran fumadores
con un IPA medio de 47,7 (minimo de 7 y maximo de 120). El porcen-
taje segin el tipo histolégico era el siguiente: epidermoide: 33,3%;
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Estadificacién carcinoma no microcitico

Fig.2

microcitico. La mayoria de los pacientes se encontraba en estadio IV,
lo que condiciona que el tratamiento empelado, en la mayoria de los
casos, haya sido la quimioterapia.

ESTUDIO METABOLOMICO DEL CANCER DE PULMON
MEDIANTE EL ANALISIS COMPARATIVO DE DISTINTAS
MUESTRAS BIOLOGICAS

E.Vazquez Gandullo', R. Castilla Quitero?, R. Gonzalez Dominguez?,
J. Gravalos Guzman', T. Garcia Barrera?, J.L. Gomez Ariza?,

J.A. Maldonado Pérez', AJ. Ruiz Reina’, R.I. Aguilar Pérez-Grovas',
M.C. Huertas Cifredo', R.Ayerbe Garcia',

J. Fernandez de Cérdoba Gamera' y A. Pereira Vega'

1Seccidn de Neumologia. Hospital Juan Ramaén Jiménez. “Departamento
de Quimica. Facultad de Ciencias Experimentales. Centro de
Investigacion en Salud y Medioambiente (CYSMA). Universidad

de Huelva.

Introduccién: En la aplicacion de técnicas metabolémicas para la ca-
racterizacion de posibles biomarcadores (BM) de cancer de pulmén
(CP), que permitan su diagndstico precoz, se han propuesto distintas
muestras como sangre, orina, aire exhalado o biopsias, entre otras. Sin
embargo, el andlisis complementario de distintas matrices bioldgicas
en una misma poblacién no ha sido aun considerado. Aplicar herra-
mientas metabolémicas basadas en la espectrometria de masas para
el estudio del CP, analizando comparativamente los perfiles metabo-
l6micos obtenidos en suero sanguineo y orina de pacientes con CPy
sujetos controles.

Material y métodos: A un grupo de pacientes sometidos a bron-
coscopia (por sospecha de CP u otras enfermedades pulmonares no
neoplasicas) se les extrajeron muestras de sangre, orina y liquido
broncoalveolar (BAL), para posterior analisis metabolomico me-
diante espectrometria de masas en taindem (QqQ-TOF-MS), que
permite estudiar gran nimero de metabolitos en cada muestra.
Estos perfiles metaboldmicos obtenidos, en pacientes con CP y con-
troles sin CP, fueron comparados estadisticamente mediante ana-
lisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA), con
el fin de encontrar los metabolitos alterados a causa de la enferme-
dad, y que por lo tanto pudieran ser empleados como potenciales
BM. Los resultados mostrados proceden de un estudio piloto cons-
tituido por 7 pacientes diagnosticados de CP y 7 controles. Para las
muestras de BAL, atn se estan desarrollando los procedimientos de
analisis.

Resultados: Clara discriminaciéon metabolomica entre casos de CPy
controles. Se obtuvieron distintos metabolitos sobreexpresados en los

fluidos biologicos procedentes de enfermos de CP, que pueden rela-
cionarse con distintas anomalias bioquimicas asociadas al cancer, y
que podrian ser usados como BM. En suero sanguineo encontramos
la colina, la fosfocolina y componentes de la familia de las glicerofos-
focolinas; los dcidos malico y lactico y la taurina. Por otro lado, en
orina, la colina y fosfocolina, la carnitina; y los acidos drico e hipari-
co.

Conclusiones: Los grupos de estudio (CP y no CP) presentan perfiles
metabolomicos diferentes, que permiten su discriminacion estadisti-
ca. Se han identificado los metabolitos que causan esta discrimina-
cion, ya relacionados con rutas previamente asociadas a procesos
neopldsicos. Los resultados obtenidos con suero y orina demuestran
la utilidad del empleo de distintas muestras en el estudio del CP, per-
mitiendo investigar distintas rutas bioquimicas y ampliar el niimero
de potenciales BM.

EVOLUCION A CORTO Y LARGO PLAZO DE LOS PACIENTES
CON CANCER DE PULMON NO CELULA PEQUENA T1Y T2

R. Zapata Gonzalez, L. Romero Vielva, J. Solé Montserrat,
M. Deu Martin, . Lopez Sanz, . Pérez Vélez, A. Jauregui Aburalach,
M. Wong Jaen, 1. Bello Rodriguez y M. Canela Cardona

Hospital Vall d'Hebron,

Introduccion: El objetivo de nuestro trabajo es revisar las resecciones
pulmonares realizadas por cancer de pulmén no célula pequefa (CP-
NCP)y analizar su supervivencia a corto y largo plazo de forma global,
en relacion al tamaiio del tumor (T1y T2), los ganglios resecados y la
recidiva ganglionar mediastinica.

Material y métodos: Se realizd una revision retrospectiva secuencial
de las resecciones pulmonares mayores, lobectomia, bilobectomia y
neumonectomias, realizadas en el Hospital Vall d’'Hebron, entre octu-
bre de 1993 y diciembre de 2011, por CPNCP T1 y T2. La media de se-
guimiento fue de 50 meses (r: 0,3-210).

Resultados: Se analizaron un total de 755 pacientes, 646 hombres
(85,5%) y 109 mujeres (14,5%) con una edad media de 64 afios (r:
21-84). La histologia mas frecuente fue el escamoso (45%) seguido
por el adenocarcinoma (35%). Se realizaron 595 lobectomias, 119
neumonectomias y 41 bilobectomias. A mayor nimero de ganglios
resecados, mayor niimero de pacientes con ganglios positivos (p <
0,001). Se encontroé significativamente mas ganglios positivos en los
T2 (p < 0,001). Los estadios fueron I1A: 152 pacientes (20%), IB: 348
pacientes (46%), IIA: 24 pacientes (3%), IIB: 99 pacientes (13%), llIA:
113 pacientes (15%), IlIB: 1 paciente (0,1%), IV: 18 pacientes (2%), de
los cuales eran T1: 193 pacientes (25,6%) y T2: 562 pacientes (74,4%).
Al dltimo seguimiento 377 pacientes (49,9%) habian fallecido, de los
cuales 82 pacientes (22%) fallecieron a causa directa de la neoplasia.
La mortalidad postoperatoria fue de 22 pacientes (2,9%). 73 pacien-
tes (12,2%) presentaron recidiva ganglionar mediastinica, siendo
bilateral en el 89%. La media de tiempo entre la cirugia y la aparicion
de la recidiva fue 27 meses. La supervivencia media global fue de 7,6
afos (al ano: 85%, tres anos: 65%, cinco afos: 51%). La supervivencia
media segiin el tamafio, T1: 9 afios, T2: 7 afios (p = 0,006), segiin los
ganglios, negativos (N0O): 8,3 afios (p < 0,001), positivos: 5,8 afios:
N1: 6,9 afios, N2: 4,9 afios, N3: 1,7 afios (p < 0,001) y segiin la reci-
diva ganglionar mediastinica, presente: 3,8 afios, ausente: 8,7 afios
(p<0,001).

Conclusiones: En nuestra serie el tipo de neoplasia pulmonar mas
frecuente continua siendo el escamoso, siendo mds frecuente en
hombres. La supervivencia media global a 5 afios en nuestra serie es
del 51%, viéndose significativamente reducida por el tamafio del tu-
mor, la afectacion de los ganglios mediastinicos y la presencia de re-
cidiva.
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dermoide (38,8%, 71 casos) fue el mas frecuente, seguido del adeno-
carcinoma (36,6%, 67 casos). En las mujeres, el 73,9% (17) era adeno-
carcinoma. El carcinoma microcitico representd el 9,8% (18).
Estadificaciony cirugia: Al diagndstico el 48,6% (89) era estadio IV, El
24,6% (45) fue quirtrgico: (16% lobectomia 3,4% neumonectomia). El
71,06% (130) no fue resecable y el 4,37% (8) inoperable, La mortalidad
global fue al afio de 49,2% (90 casos).

Tabla 1. Estirpe histologica

conseguir su diagnostico precoz. Los estudios hasta ahora publicados
utilizan tamafios de muestra relativamente pequefios. El objetivo del
estudio es determinar los perfiles metabolémicos obtenidos en suero
sanguineo de una poblacion de pacientes con CP y sujetos controles
sanos.

Material y métodos: A un grupo de 30 pacientes diagnosticados de
CPy a 30 controles sanos se les extrajeron muestras de sangre, para
su posterior andlisis metabolomico. Para ello se hizo uso de la espec-

Hombres % Mujeres % Toral 2ol trometria de masas en tandem (QqQ-TOF-MS), técnica que permite
Adenocarcinoma 50 5% 17 701 67 3661% estudiar un gran nimero de metabolitos. Se realizé una extraccion de
C. epidermoide 59 8128 2 870% Tl 38.70% metabolitos del suero mediante precipitacion de proteinas con disol-
Microcitico 17 10632 1 434% 18 983% ventes organicos y andlisis mediante infusion directa en espectréme-
Celulas grandes 18 1,25% 2 870% 20 1093% tro de masas de alta resolucion (ionizacion positiva y negativa). Estos
;":u“r‘[:;rrzg';;'i:‘,f'r'ﬂms g 3'; 2 ']] gi o ? g‘ég perfiles metabolémicos obtenidos para los dos grupos de estudio (pa-
Total 160 23 ' 18 1002 cientes con CP, controles sanos) fueron comparados estadisticamente
mediante analisis discriminante de minimos cuadrados parciales
Tabla 2. Estadios clinicos y mortalidad (PLS-DA), con el fin de encontrar los metabolitos alterados a causa de
Foadio clinico No. ¥ Morcalidad a1 afio No ¥ la enfermedad, y que por lo tanto pudieran ser empleados como po-
tenciales biomarcadores.
lL]A ;3 ?555 ']] 2 3 Resultados: El registro de la espectrometria de masas (fig. 1) permitio
B 19 04 3 158 observar una clara discriminacion metabolomica entre los casos de
1A 4 22 1 25% cancer y los controles sanos (fig. 2). De este modo se pudieron diluci-
1B 5 27 1 20% dar distintos metabolitos sobreexpresados en el suero procedente de
I e ey - S enfermos de CP, como los derivados de carnitina (butiril-carnitina y
1B 18 98 8 44 . - . . ) L
W 89 136 67 753% oleil-carnitina) que reflejan alteraciones en el metabolismo energéti-
Total 183 100¥ 90 4027 co celular. Por otra parte, los fosfolipidos (derivados de colina e inosi-

Conclusiones: 1. La gran mayoria de los pacientes con CP eran fumadores
(89,6%). En las mujeres, el porcentaje de fumadoras fue menor (56,5%). 2.
El carcinoma epidermoide sigue siendo el mas frecuente, por poca dife-
rencia; en las mujeres el adenocarcinoma es el mas frecuente con dife-
rencia. 3. Casi la mitad se diagnostica en estadio IV, y s6lo el 24,29% fue
candidato a la cirugia. 4. La mortalidad global al afio fue del 49,2%.

tol) estaban disminuidos en las muestras de enfermos, probablemen-
te como consecuencia de alteraciones lipidicas de las membranas
celulares.

Conclusiones: 1. Los grupos de estudio (CPy controles sanos) presen-
tan perfiles metabolémicos diferentes, que permiten su discrimina-
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ADEMDUM

Los resultados preliminares del presente estudio han sido objeto de comunicacidn en
los siguientes congresos (anexos 4,5Y 6):

B Cancer de Pulmén y metaboldmica. Estudio Piloto. Autores: E. Vazquez Gandullo,

R. Castilla Quintero, R. Gonzdlez Dominguez, J. Gravalos Guzman, T. Garcia Barrera, JL.

Gémez Ariza, JA. Maldonado Pérez, A. Pereira Vega. 38 Congreso NEUMOSUR.

celebrado en Granada 2012.

B Cancer de pulmén y metaboldmica. Estudio piloto. Autores: E. Vazquez Gandullo,
R. Castilla Quintero, R. Gonzdlez Dominguez, J. Gravalos Guzman, T. Garcia Barrera, JL.
Gdémez Ariza, JA. Maldonado Pérez, A. Pereira Vega. 452 congreso SEPAR, celebrado en

Madrid 2012.

B Lung cancer metabolomics in plasma, urine and broncheoalveolar lavage. Pilot
Study. Autores: R. Aguilar Pérez-Grovas, E. Vazquez Gandullo, R. Castilla Quintero, R.
Gonzdlez Dominguez, J. Gravalos Guzman, T. Garcia Barrera, JL. Gdmez Ariza, JA.
Maldonado Pérez, A. Pereira Vega. European Respiratory Society Congress 2012,

celebrado en Viena en septiembre de 2012.

B Biomarcadores de cancer de pulmdn en distintas muestras biolégicas. Autores: E.
Vazquez Gandullo, R. Castilla Quintero, R. Gonzdlez Dominguez, J. Gravalos Guzman, T.
Garcia Barrera, JL. Gdmez Ariza, JA. Maldonado Pérez, A. Pereira Vega. 39 Congreso

NEUMOSUR celebrado en Badajoz, 2013.

B Estudio metaboldmico del cancer de pulmén mediante analisis comparativo de

distintas muestras bioldgicas. Autores: E. Vazquez Gandullo, R. Castilla Quintero, R.
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Gonzdlez Dominguez, J. Grdvalos Guzman, T. Garcia Barrera, JL. Gomez Ariza, JA.
Maldonado Pérez), Antonio José Ruiz Reina, Ricardo Ismael Aguilar Pérez-Grovas, MC.
Huertas Cifredo, Rut Ayerbe Garcia, Javier Ferndndez de Cérdoba Gamero, A. Pereira

Vega. 462 congreso SEPAR, celebrado en Barcelona 2013.

B Analisis metaboldmico en muestras de suero de pacientes con cancer de pulmdn.
Autores: E. Vazquez Gandullo, R. Castilla Quintero, R. Gonzalez Dominguez, J. Gravalos
Guzman, T. Garcia Barrera, JL. GOmez Ariza, JA. Maldonado Pérez, Antonio José Ruiz
Reina, J.L. Sdnchez-Ramos, Ricardo Ismael Aguilar Pérez-Grovas, MC. Huertas Cifredo,
Rut Ayerbe Garcia, Javier Fernandez de Cérdoba Gamero, A. Pereira Vega. 40 Congreso

Neumosur, celebrado en Jerez de |la Frontera 2014.
- Premiado con Beca Neumosur.

B Estudio metabolédmico en suero de pacientes con cancer de pulmén y controles
sanos. Autores: E. Vazquez Gandullo, M. Gonzalez-Fernandez, J.L. Sdnchez-Ramos, T.
Garcia Barrera, J. Gravalos Guzman, JA. Maldonado Pérez, MC. Huertas Cifredo,
Antonio José Ruiz Reina, Ricardo Ismael Aguilar Pérez-Grovas, JL. Godmez Ariza, A.

Pereira Vega. 472 Congreso SEPAR, celebrado en Bilbao 2014.

- Comunicacion oral en Sesion Oro

- Premiado con Publibeca 2014

B Metabolomic analysis of serum samples from patients with lung cancer. Autores: E.
Vazquez-Gandullo, M. Gonzdlez-Fernandez, AJ. Ruiz-Reina, T. Garcia-Barrena, R.

Aguilar-Pérez Grovas, J. Gravalos-Guzmadn, JL. Sanchez-Ramos, JL. Gémez-Ariza, JA.
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Maldonado-Pérez, A. Pereira-Vega. European Respiratory Society Congress 2014,

celebrado en Munich en septiembre de 2014.

B Perfiles metabolédmicos de sujetos sanos y con cancer de pulmdn. Influencia de la
carga tabaquica. E. Vazquez-Gandullo, B. Callején-Leblic, M. Gonzalez-Fernandez J.
Gravalos-Guzman, T. Garcia-Barrena, JL. Sanchez-Ramos, JA. Maldonado-Pérez, JL.

Gdémez-Ariza, A. Pereira-Vega. Congreso NEUMOSUR, celebrado en Cérdoba 2015.
- Premiado con Beca Neumosur.

B Influencia de la hemdlisis en estudios metabolémicos en muestras de suero de
pacientes con cancer de pulmdn. E. Vazquez-Gandullo, A. Pereira-Vega, JL. Sdnchez-
Ramos, |. Vazquez-Rico, M. Gonzdlez-Fernandez, AJ. Ruiz-Reina, T. Garcia-Barrera, J.
Gravalos-Guzman, JA. Maldonado-Pérez, RIl. Aguilar-Pérez Grovas, JL. Gémez-Ariza.

Congreso SEPAR, celebrado en Gran Canaria 2015.

B Metabolomic profiles in lung cancer subjects and healthy controls. Influence of
smoking tobacco exposure. R. Aguilar PerezGrovas, E. Vazquez-Gandullo, B. Callejon-
Leblic, M. Gonzéalez-Fernandez, J. Gravalos-Guzman, T. Garcia-Barrera, JL. Sanchez-
Ramos, JA. Maldonado-Pérez, MP. Munoz-Zara, JL. Gémez-Ariza, A. Pereira-Vega.

Congreso ERS, celebrado en Amsterdam 2015.

B Expresion metabolémica en suero y lavado broncoalveolar en pacientes con cancer
de pulmdn y en otras enfermedades pulmonares. MP. Mufioz-Zara, B. Callején-Leblic,
T. Garcia-Barrera, E. Vazquez-Gandullo, J. Gréavalos-Guzman, JL. GOmez-Ariza, A.

Pereira-Vega. Congreso Neumosur, celebrado en Huelva 2016.
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Los resultados preliminares del presente estudio han sido objeto de los siguientes

articulos publicados y pendiente de envio a revisidén y publicacion:

B ORIGINAL: Perfiles metaboldmicos de sujetos sanos y con cancer de pulmodn.
Influencia de la carga tabaquica. E. Vdzquez-Gandullo, B. Callejon-Leblic, M. Gonzalez-
Fernandez, J. Gravalos-Guzman, T. Garcia-Barrera, JL. Sdnchez-Ramos, JA. Maldonado-

Pérez, |. Vazquez-Rico, JL. Gdmez-Ariza), A. Pereira-Vega.

- Publicado recientemente: Rev Esp Patol Torac 2016; 28 (1).

B Metabolomic study of patterns in serum samples for diagnosis of lung cancer. E.
Vazquez-Gandullo, A. Pereira-Vega, JL. Gémez-Ariza, M. Gonzalez-Fernandez, JL.
Sdnchez-Ramos, Al. Ruiz-Reina, B. Callején-Leblic, J. Gravalos Guzman, JA. Maldonado-

Pérez, T. Garcia-Barrera.

- Pendiente de enviar a Lung Cancer. Pendiente de envio para revisién.

B Influence of hemolysis in metabolic signatures associated with lung cancer using
serum samples. A. Pereira-Vega, JL. Sanchez-Ramos, E. Vazquez-Gandullo, M.
Gonzdlez-Fernandez, |. Vazquez-Rico, AJ. Ruiz-Reina, T. Garcia-Barrer, J. Gravalos-

Guzman, JA. Maldonado-Pérez, Rl. Aguilar Pérez-Grovas, JL. Gdmez-Ariza.

- Pendiente de enviar a Clinical Chemistry. Pendiente de envio para revision.
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