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Resumen: objetivo. Evaluar en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva cronica respecto a
pacientes con cancer epidermoide de pulmon en estadio inicial (CP I-11) si en el metaboloma del

sudor existen diferencias en los compuestos.

Metodologia: Se incluyeron 11 pacientes con EPOC y 9 pacientes con CP I-11. El sudor se recogio
siguiendo una técnica estandarizada y la muestra fué congelada a -80°C hasta el andlisis
metabolomico, para lo que se utiliz6 un cromatografo de liquidos acoplado a un espectrometro de
masas de alta resolucién (LC-QTOF) con ionizacion por electrospray. Se realiz6 un analisis de
cambio (AC) para detectar las diferencias de concentracion relativa de metabolitos entre grupos.
Resultados. Las caracteristicas basales de los sujetos incluidos en los dos grupos fueron similares.
En la clinica destaca que un 67% de los enfermos con CP I-1l (67%) no manifestaron sintomas
atribuibles al tumor. El analisis metabolomico mostro que en el analisis de cambio una tetrahexosa
presentd diferencias entre el grupo de enfermos con EPOC y con CP I-1l (AC: — 4,021), igual
tendencia se observo en un trisacarido fosfato (AC: -1,741) y en un lipido sulfénico (AC: —1,920).
Conclusion: En muestras de sudor, el analisis de cambio muestra metabolitos con potencialidad
para diferenciar entre pacientes EPOC y con CP I-11. Este resultado puede tener aplicabilidad en el

cribado del cancer de pulmon.
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INTRODUCCION
La principal causa de muerte por neoplasia en los paises desarrollados es el cancer de pulmon
(CP). El consumo de tabaco ha incrementado la incidencia del CP, sobre todo en la mujer, y esta

influyendo negativamente en la expectativa de vida®.

En la supervivencia del CP influye, principalmente, el estadio tumoral en el momento del
diagndstico. En mas de la mitad de los enfermos el diagndstico se realiza en estadios avanzados
cuando existen escasa probabilidad de curacion®, de tal forma que a los cinco afios la tasa de

supervivencia continda siendo inferior al 15%.

Los programas de cribado han mejorado la supervivencia del cancer de mama, préstata y colon®
Sin embargo, en el CP el cribado mediante estudio del esputo y radiografia de térax no han
disminuido la mortalidad”®. En los Gltimos afios destaca la aportacién de programas basados en la
tomografia axial computarizada de torax (TAC) de baja radiacion frente a la radiografia de torax

que han demostrado un descenso de mortalidad relativa del 20%°. No obstante, es controvertida la



aplicabilidad clinica debido a la alta tasa de falsos positivos y al elevado coste de la TAC. Por
tanto, es importante lograr un modelo de prediccién que favorezca la viabilidad de esta técnica®
7 La supervivencia del CP, como se ha comentado anteriormente, depende del estadio y las pautas
terapéuticas estan asociadas a la clasificacion TNM (tumor, nimero de adenopatias y metastasis),
aunque es indudable el valor que afiade la biologia molecular para dirigir nuevas lineas

terapéuticas®.

Las células cancerosas necesitan una cantidad mayor de energia que las células normales, siendo el
sistema para la produccion y consumo de energia también diferentes®. Por consiguiente, entre las
células neoplasicas y no tumorales existen diferencias metabdlicas que pueden ser detectadas
mediante estudio metabolémico para conseguir biomarcadores diagnésticos'® **.En el cribado de
enfermedades existe un importante desarrollo de métodos basados en el estudio de muestras no
invasivas. El sudor es un biofluido de facil obtencién y cuya aplicacion en el area tumoral ha sido
descrita por nuestro grupo®* *2. El tabaco es la principal causa de cancer de cancer de pulmén y de
enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Se han descrito estudios que relacionan la existencia de
EPOC y CP™. Se haobservado una mayor incidencia de CP en pacientes con EPOC y el fenotipo
enfisema se relaciond de forma independiente con el riesgo para desarrollar CP™. En este contexto,
se postula gque en los pacientes con EPOC la excrecion de metabolitos en el sudor puede identificar
compuestos diferenciales respecto a los pacientes con CP. Para evitar una variabilidad debido a
distintas estirpes cito-histologicas, en el presente estudio se incluirdn a pacientes con CP
epidermoide. En esta linea, se disefia un estudio con el objetivo de evaluar si en un modelo
metabolémico se observan diferencias en la concentracion relativa de los compuestos entre

pacientes con EPOC y CP epidermoide en estadio inicial (CP I-II).

PACIENTES Y METODOS
Sujetos:
Estudio prospectivo de pacientes estudiados en el Servicio de Neumologia del Hospital

Universitario Reina Sofia.

El grupo con CP epidermoide fue diagnosticado mediante las pruebas complementarias
establecidas en las gufas de practica clinica®®. En el grupo con EPOC fueron incluidos sujetos en
seguimiento en la consulta monografica de EPOC, todos fueron fumadores o exfumadores de
menos de 15 afios, un consumo acumulado de 30 0 mas paquetes/afio, en estabilidad clinica, sin
sintomatologia sugestiva de proceso neoplasico ni lesiones sospechosas de malignidad en la
radiografia de térax, y un seguimiento clinico y radiol6gico de al menos 1 afio. En caso contrario

se realizo TAC para despistaje de CP.



En ambos grupos fueron excluidos los sujetos con edad mayor a 75 afios pacientes, antecedente de
neoplasia en los Gltimos 5 afios, diagnostico de enfermedad grave con pronoéstico vital inferior a 6

meses y aquellos sujetos en los que el volumen de muestra de sudor fue inferior a 15 pL.

Recoleccion de la muestra:
El sudor se recogi6 en ayunas utilizando la técnica de Gibson y Cooke con discos de Pilogel ™ y la

recoleccion mediante el dispositivo Macroduct® (Wescor, Utah, USA) durante 15 min,

posteriormente se transfirio a un micro-Eppendorfy se almacend a —-80°Chasta su anélisis.

Instrumentosy aparatos:
Se utilizaron como reactivos el acido formico y acetonitrilo (ACN) para espectrometria de masas
(Scharlab, Barcelona,Espafia) y agua desionizada (18 mQ ¢ cm) producida por un sistema de

purificacion de agua MilliporeMilli-Q utilizadas para las fases modviles cromatograficas.

Se empled un cromatdgrafo de liquidos de alta presion Agilent 1200 LC Series acoplado a un
espectrometro de masas hibrido de alta resolucion Agilent 6540 UHD QTOF equipado con una
fuente de ionizacion por electrospray (Santa Clara, CA, EEUU). Las muestrasde sudor (10 pL) se
diluyeronl:2(v/v) con &cidoférmico al 0.1%. La mezclase agitd en un vortexdurante 1miny se
colocdenel inyector automético del LCpara su analisis. Todas las muestras se prepararon

porduplicado.
Anélisis LC-QTOF MS/MS:

La separacion cromatografica se realizd usando una columna analitica C18 de fase inversa
(Teknokroma, Barcelona), termostatizada a 25 °C. La fuente de ionizacién se utiliz6 en modo
negativo y positivo. El instrumento se calibr6 y ajusté de acuerdo con los procedimientos
recomendados por el fabricante. La adquisicion de datos en modos MS y MS/MS se realizo en
ambas polaridades. Posteriormente se realiz6 la calibracion interna continua durante los analisis en
polaridad positiva y en polaridad negativa. Inicialmente las muestras se inyectaron en modo de
adquisicion de barrido completo (2 réplicas/muestra), posteriormente en modo de adquisicién auto
MS/MS con una listapreferente de 16 compuestos identificados en un estudio previo °. El nimero
deprecursoresseleccionadospor ciclo fue 2, conuna ventana deexclusion de0,3mindespués de

2seleccionesconsecutivas del mismoprecursor.
Procesamiento de datos y analisis estadistico:

Se utilizd el software MassHunter Workstation (version 3.01, Qualitative Analysis, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EEUU) para procesar todos los datos obtenidos por LC-QTOF en
modo barrido completo. Los archivos de datos se crearon en formato .cef para cada muestra y se



exportaron al paquete de software Mass Profiler Professional para su procesado (version 2.2,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.). Para el alineamiento se compararon
iterativamente m/z y tiempo de retencion para todas los MFs de cada muestra con las muestras
restantes, previa normalizacion por transformacion logaritmica y escalado de cada variable
restando a cada valor su mediana. Finalmente, la representatividad de la matriz de datos se asegurd
aplicando un filtro por frecuencia para retener en la matriz de datos solo las MFs detectadas en un
porcentaje de muestras de cada grupo del 75%. Para detectar diferencias de concentracion relativa
de los metabolitos entre el grupo con EPOC y grupo con CP I-11 se realiz6 un analisis de cambio
(AC).

RESULTADOS

Se incluyeron 21 muestras de sudor en este estudio, 12 de ellas procedentes de sujetos con EPOC y
9 de pacientes con CP I-Il. En la tabla 1 se muestran las caracteristicas basales de los dos grupos,
siendo los resultados similares en ambos grupos. Hay que subrayar que 6 de los 9 pacientes con
CP (67%) el estudio se inicié por un hallazgo casual en la radiologia simple o TAC realizados por

otros motivos y en ausencia de sintomatologia asociada a CP.

Las diferencias entre los metabolitos de los pacientes con EPOC y CP I-1l mediante el analisis de
cambio se exponen en la tabla 2. En tres compuestos se observaron diferencias de cambio entre
sujetos con EPOC respecto a pacientes con CP I-1l. Como se observa en la figura 1, el compuesto
con mayor diferencia en concentracion relativa fue una tetrahexosa que presentd (AC: —4,021),
igual comportamiento se objetivd, en menor medida, con un lipido sulfénico, con identificacion no
confirmada (AC: —1,920) y en un trisacarido fosfato (AC: -1,741).

DISCUSION

La metabolémica de Ultima generacion se esta convirtiendo en una tecnologia emergente para
estudiar la biologia de sistemas y la expresién metabdlica en presencia de enfermedad °. El
resultado de nuestro estudio muestra que la concentracién relativa de un conjunto de metabolitos
fue diferente en pacientes con EPOC y CP en estadios precoces, Y la tetrahexosa es el metabolito
con mayor potencial de discriminacion. Otros metabolitos con diferencias fueron compuestos
aminoacidos, azlcares, acidos carboxilicos y acidos grasos. Este hallazgo podria relacionarse con
la influencia en el metabolismo de las células cancerigenas, respuesta inmune a las células
neoplasicas o a la inflamacion subyacente, aunque este aspecto no fue estudiado en nuestra
investigacion. No obstante, las células tumorales emplean diversas vias metabdlicas para obtener
energia lo que podria explicar las diferencias en la concentracion de compuestos relacionados con

la glicélisis y el ciclo del cido tricarboxilico®.



El estudio de biomarcadores en aire exhalado estd siendo ampliamente utilizada debido a la
potencial aplicabilidad en la préactica clinica’’. El condensado de aire exhalado (EBC, exhaled
breath condensate) ofrece un perfil de componentes, tanto volatiles como no volatiles, que
presenta un alto valor para el desarrollo de modelos de cribado®, y que ha demostrado la existencia
de diferencias en la expresién de los metabolitos en el EBC segln el hébito tabaquico®. En la
EPOC los metabolitos representan la mayor parte de las sustancias observadas en el condensado
del aire exhalado®, asi como en la sangre periférica®’. Por tanto, existen conocimiento suficiente
para realizar un perfil de pacientes con EPOC basado en la metabolomica. En este sentido, se ha
demostrado su potencial utilidad para distinguir entre sujetos con cancer de pulmon respecto a dos
grupos, uno formado por sujetos fumadores activos y exfumadores y otro formado por sujetos no
fumadores y sin patologia respiratoria’’. Por tanto,los componentes volatiles y no volatiles del
condensado de aire exhalado (EBC) son cada vez més (tiles en la investigacion de la EPOC %, y
para distinguir entre EPOC y otras enfermedades respiratorias®®. En esta linea,nuestro grupo ha
descrito la potencialidad del sudor para diferenciar entre sujetos con CP y un grupo control. En 41
pacientes con CP y un grupo control de 55 sujetos sanos, un modelo basado en la discriminacién
mediante PLS-DA clasifico a los pacientes con CP de los individuos control y demostrd que los
metabolitos identificados pueden ser validos para construir un modelo de prediccion con una
especificidad del 80% y una sensibilidad del 79%; por tanto una tasa de falsos positivos y
negativos alrededor de 20%*2.

La aplicacién de la metabolémica en muestras de sudor es un campo emergente®®, aunque
escasamente utilizado en patologia respiratoria. Recientemente el sudor ha sido estudiado en 32
pacientes con tuberculosis activa, 27 con enfermedades distintas de la tuberculosis y 24 sujetos
sanos. Se detectaron veintiséis proteinas exclusivamente en el sudor de enfermos con TB activa
demostrando que puede ser un método viable en la identificacion de biomarcadores para detectar

TB activa®®.

Sin embargo, en nuestro conocimiento, nuestro trabajo es el primero que compara compuestos
metabolicos en sudor entre pacientes con EPOC y CP. Las diferencias encontradas apuntan a la
existencia de distintos mecanismos subyacentes, diferentes entre ambas enfermedades y, por tanto,
en la expresion metabolica. Los compuestos metabolicos detectados en el sudor podrian ser de
utilidad para distinguir un subgrupo de pacientes con EPOC con mayor riesgo para padecer CP y
priorizar la realizacion de una TAC de torax. El sudor tiene una caracteristica importante debido a
que existen un menor nimero de metabolitos y facilita el hallazgo de compuestos que expresen
huellas metabélicas con capacidad predictiva asociadas al CP'* *2. Este aspecto es relevante ya que
mas de la mitad de los enfermos con CP en estadios I-1l (67%) no tuvieron sintomatologia

atribuible al tumor; lo que pone de manifiesto la potencialidad de algunos metabolitos



(tetrahexosa, trisacarido-fosfato y lipido sulfonico) para discriminar entre sujetos EPOC con riesgo

de padecer CP y pacientes con CP en estadio inicial.

Nuestra investigacion tiene actualmente las siguientes limitaciones. (i) ES una primera
aproximacion con un numero de muestras pequefio y, por tanto, la comparacion del AC entre
grupos debe realizarse con cautela, aunque es evidente la diferencia en el metaboloma de los dos
grupos; (ii) Unicamente se incluyeron pacientes con CP de tipo epidermoide, ya que es una de las
estirpes histologicas mas frecuente en nuestro medio; (iii) Los datos presentados proceden de un

anico hospital y podrian no ser totalmente reproducibles en otros centros.

En conclusion, el presente estudio aporta mayor conocimiento sobre la importancia del
metaboloma del sudor para discriminar entre un grupo de pacientes con EPOC y otro con CP en
estadios iniciales. Los hallazgos podrian ser Gtiles para seleccionar la indicacion de la TAC en
programas de cribado. No obstante, son datos preliminares que implica la necesidad de realizar un

estudio con mayor nimero de muestras para validar estos resultados.
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Tabla 1.
Caracteristicas de los sujetos incluidos en el estudio. Datos expresados como mediana y rango

intercuartilico y comparacién estadistica mediante U Mann-Witney o Chi cuadrado.

Variables EPOC Céancer Pulmon I-11 | Valor p
Edad, afos 61 (55-69) 64 (61-70) 0,377
IMC, Kg/m® 31 (26-35) 25 (22-30) 0,091
Hombres, n (%) 9 (75) 7 (78) 0,903
Tabaquismo, 35 (26-45) 40 (30-80) 0,101
paquetes/afio

FEV1/FVC 0,63 (0,58-0,66) 0,64 (0,57-0,78) 0,742
FEV1, (%) 66 (49-74) 65 (39-80) 0,871
SpO; (Fi0, =0,21 94 /93-96) 94 (92-96) 0,891
(%)

PaO,, mm Hg 70 (62-82) 68 (55-86) 0,771
PaCO,, mm Hg 42 (38-45) 41 (36-43) 0,694

IMC: indice de masas corporal; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica; FEV1: Flujo
espiratorio forzado en el primer segundo, FVC: Capacidad vital Forzada.



Tabla 2.
Resultados obtenidos mediante analisis de cambio para comparar la concentracion relativa de los

metabolitos de interés en los dos grupos del estudio.

Compuestos Pacientes con
EPOC
vs CP- I-11
Fenilalanina 1,050
Citrulina 1017
Histidina 1191
Taurina 1,052
Trisacérido-fosfato 1741
Acido nonanodioico 1.564
Lipido sulfénico 1,920
Trihexosa 1161
I\'/IG(22:2) 1980
écido suberico 1301
Acido urocanico 1,490

Acido mucénico

-1,501




Gluval 1122
gamma-GluLeu 1529
Triptofano 1134
Tetrahexosa 4,021

En negrita se expresan los cambios més importantes en concentracion relativa estableciendo el

limite de cambio en 1,7.

FIGURAS.

Figura 1.

Metabolitos que presentaron mayores diferencias entre los pacientes con enfermedad pulmonar
obstructiva crénica y cancer de pulmon.
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0 = Grupo con enfermedad pulmonar obstructiva crénica; 1 = Grupo con cancer de pulmén en

estadio precoz (I-11).



