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Prevencion del Tabaquismo
Diagndstico precoz

Nuevos tratamientos




Inicio Biolégico ~ Tumor detectable Tumor detectado  Tumor detectado

por TACAR baja por TACAR baja por clinica
dosis... dosis...
Fase no Fase Preclinica Fase clinica
detectable
Tiempo de latencia ]
¢, BM? ¢, BM? Ganancia
ﬁ

- Frecuente diagndstico tardio

- Depende del tlpO hIStOloglCO Modificado de Feia et al 10058



e Previos

— Rx de torax, citologia de esputos,
biomarcadores, TAC térax...

e Actuales:

— Nuevas tecnicas endoscopicas
— TAC de baja dosis

e ;Futuras?

— Nuevos biomarcadores (basados en las
tecnicas omicas)



BIOMARCADORES



GRUPO

Oncogén,
sobre
expresado

Proteinas
relacionadas
con la
respuesta
inmune

o inflamatoria

Otros sobre
expresados

NOMBRE

Bcl-2

CEA

Cyfra 21.1

CA-125

Pro-GRP
SCC

NSE

KLKB1

hnRNP
A2/B1

c-erbB-2

BIOMARCADORES en sangre

FRECUENCIA

10-25% CPNCP

23-70% CPNCP

CPNCP (Adenosa)

CPNCP
47-86% CPCP

74% CPCP

87% en AdenoCA

30, —40% CPNCP

ESPECIFICACION

Integrante de membrana celular:
inhibe apoptosis

Proteina oncofetal

Deteccion del fragmento 19 de
cytokeratins

Producto del gen MUC16

Neuropéptido con actividad
hormonal

Enzima glicolitica

Glicoproteina que interviene

en la coagulacion. El fragmento
17kDa es una proteina especifica
encontrada en CP

Proteina de 31kDa

Receptor EGF: diana terapéutica
de inhibidores de tirosin- kinasa

MUESTRA

Esputo,
Tejido celular
y BAL

Suero

Suero

Suero

Suero

Suero

suero

Esputo,
tejido y BAL

7,38 £ 0,84

SENSIBILIDAD

33% para
Adenocarcino
ma

72% en el CA
epidermoide

90% en
Células
Pequenas



Caracteristicas que debe tener un
BM “screening” ideal:

— Alta Sensibilidad y Especificidad.

— Buenos Valores Predictivos (VPP y VPN).
— Prueba no cruenta.

— Reproducible.

— $ bajo: Coste/efectiva.

— Avalada por estudios clinicos.



;. Por donde empezamos?

Disefio de estudio @ cuestiones ‘3@

Aumentado
el valor .

predictivo Descubrimiento Deteccién de maltiples candidatos

mﬂnﬁﬁﬂﬂﬁiﬁﬁ FLII'iﬁCEIEi_fIﬂ e identificacion de
' biomarcadores
A Seleccian de posibles biomarcadores
Validacion con mayor valor predictivo
Y

Desarrollo de ensayos diandsticos




NUEVOS
BIOMARCADORES
(Omica)



Estudio de ARN a traves de

Estudio de los genes L GENOMICA
expresion genetica en el L

organismo

Analisisdel conjunto total ‘
de las proteinas

expresadas

NMedidade |la respuesta >
metabdlica frente a un L METABOLOMICA J
estimulo determinado

CASCADA “OMICA”

-

TRANSCRIPTOMICA

-

PROTEOMICA

~

S — P /



GENOMICA

Mutacion de genes

 Particulas ltores'de DNA
(celuias mmaﬂantes del tumor)

* Marcadores epigenéticos

Bl

PROTEOMICA

Perfiles protedmicos

-
-
i
L3

RN.mensajero

[ ]
MicroARN

ometria de masas
ografia de liquidos y gases




Coupling of HPLC and CE with ESI-MS Techniques

Separation

HPLC
Solvents

Injector

Pre-column

.

Pump HPLC-column

Crptional

Pest-colum

= cidliBeation Mixing Tee

Acid Pump

Capillary CE

i
= _..

=

Wl

Zample Buffer

i Formation of
chargeddroplets g explosion

lonisation
Electrospray

eﬁ@fﬁ

3. Coulomb-

Detection
Triple-Quadrupole- MS
e ) ——
=E=
Q1 Q2 Q3 Detector
CollisionCell

ector
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i
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LU
LLLLL

Qq TOF-M$ Drift Tube
lon Mirrori= =1
Ring Electrode
lon Trap-M3 =
lon Grids ' Detectar
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Vias de mayor relevancia implicadas en la
produccion de energia en procesos tumorales
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Estudios metabolomicos en cancer de pulmoén

Compaaciin Metbditos identificados Wias memhalicas: Técnka | Comparacon Referancia
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Madama et al. Metabolomic Profilig in Lung Cancer: A Systematic Review. Metabolites 2021;11:630-655.




Revision bibliografica:
Cancer de Pulmon y Metabolitos, Metales, Selenoproteinas y Microbiota

METABOLITES METALS

Alanine ne n
Lactic oric
Acid Se
Glutamic c ‘
h

T4
SEFLENOPROTEINS MICROBIOTA
i .

Fig. 1 Most altered metabolites, metals, selenoproteins and microbiota in LC patients
according to literature,

Dialister

Prevotella

Bacillales

Belén Callejon et al. Adv. Clinical Chemistry. 2021; 100: 91-137.



Proceso de busqueda de BM
mediante tecnicas

METABOLOMICAS

- Metaboldmica global (comparacion entre grupos).

- Metaboldmica dirigida (variacion de un metabolito concreto).



METABOLOMICA GLOBAL

- Comparacion entre grupos:

- Sanos y CP.

- Sanos, EPOC y CP.
- Tipos de CP.

- Carga tabaquica.



PERFILES METABOLOMICOS (fingerprint
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Sujetos SANOS vy pacientes con CANCER de PULMON
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Analisis discriminante con minimos cuadrados parciales (DAPLS), cuya representacion. Grafica de “scores”
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10

Sujetos SANOS, con RIESGO de CP y pacientes con CP

DATADTOSISAPOLAR M7 (PLS-DA) . Class 1

1[Comp. 1}1[Comp. 2) . Class 2

Colored according to classes in M7 . Class 3
L]

L
_ﬁ___—____-\
5 *
. . " s . .
. . -
10 0 10
1)
BEN[L) » 0,0049138 BIXIZ) = 0,08840108 Eilspre: Motelling 12 (0,35)

Cada una de las sefiales corresponde con un sujeto determinado, ubicado cada uno de ellos en la grafica seglin su perfil metabolico.
Existe una clara discriminacion entre los tres grupos.
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Diferente carga tabaquica

121

data M2 (PLS-DA) " Class 1
t[Cormp. 1JA[Comp. 2] . Chass 2
+ Class 3

Colored according to classes in M2

[}

RIX[1] = 0,0783053

11

B2X2) = 0,0856774

Ellipse: Hotelling T2 (0,35)
SMCAP+ 105 TBAZA014 19.20.00

Rev Esp Patol Torac 2016; 28 (1): 38-46.



Busqueda de los METABOLITOS causales

Analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA), pero empleando la grafica de “loading”

0,08

0,06

0,02

0,00

w'cl[2]

0,02

-0,06

-0,08

009 .008 007 .08 005 -004 003 .002 001 000 001 002 003 004 005 006 007 008 009

w'elt)

Perfiles metabolémicos de sujetos sanos y con cancer de pulmoén. Influencia de la carga tabaquica.
Vazquez Gandullo, E. Rev Esp Patol Torac. 2016.



|dentificacion de los metabolitos y se introduce en una
BASE de DATOS de rutas metabolicas (METPA)

Metabolito % Cambio

Identificacion m/z CP>70vs CS CP <35 vs 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 23,61 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.

Metabolitos encontrados en el estudio con su m/z correspondiente en el espectro de masa

Perfiles metabolomicos de sujetos sanos y con cancer de pulmon. Influencia de la carga tabaquica.
Vazquez Gandullo, E. 2016. Rev Esp Patol Torac.



Curvas ROC de cada uno de los metabolitos alterados

Fig. 7. ROC curveswith AUC values NO.75 related to potential biomarkers of lung cancer. The red point
corresponds to the cutoff point of the curve where themetabolite ismore sensitive and specific.
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Relacion de los metabolitos encontrados con la
Via Metabolica
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Pathway Impact

Los metabolitos obtenidos se
introducen en una BASE de DATOS
de rutas metabdlicas (METPA):
http://metpa.metabolomics.ca.

- Se relaciona cada metabolito con
una via metabdlica.

- Hemos comprobado que los
metabolitos obtenidos se relacionan
con vias metabdlicas previamente
relacionadas con el CP.

B. Calleidon Leblic et al. / Biochimie 157 (2019). 111-122.




METABOLOMICA DIRIGIDA

- Variacion de un metabolito concreto (valor cuantitativo):
- Posible BM de CP.

- Ano del diagnostico de CP (basal) y afos previos a su diagnostico
clinico: (1-3 anos previos y 4-7 anos previos).

- Antes de la Cirugia con intencion curativa y al mes de la cirugia.

- Seguimiento tras la cirugia.



¢ En qué punto estamos?

Diseno de estudio

Aumentado
el valor
predictivo Descubrimiento
Identificacion
Validacién
v

Definir cuestiones clinicas

Deteccion de multiples candidatos

Purificacion e identificacion de
biomarcadores

Seleccion de posibles biomarcadores
con mayor valor predictivo

Desarrollo de ensayos diandsticos




Estudios Transversales (HJRJ. HVR, FJD y CUN)

1.- Perfiles metaboldmicos de personas sanas y pacientes con CP.
- Comparacion entre grupos:
- Sanos / CP y tipos de CP.

- Metabolitos causantes de las diferencias encontradas (posibles BM de CP).

2.- Perfiles metaboldmicos de personas sanas, pacientes con EPOC y pacientes con CP.
- Comparacion entre grupos: Sanos, pacientes con riesgo de CP (EPOC-PP) y CP.

- Metabolitos causantes de las diferencias encontradas.

3.- Otros:

- Tipo de muestras: Sangre, Orina y LBA.

- Carga tabaquica.

- Metales (Metallomic 2018 y Rev Esp Patol Toracica 2020) y Lipidos como BM precoces de CP.



Posibles BM de diagnodstico precoz de CP
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Rev Esp Patol Torac 2021; 33 (1) 35 — 45.




Posibles BM de diagnostico precoz de CP

- Metabolitos que diferencian CP y EPOC con AUC > 0,7: (treonina, creatinina,
ornitina, glutamato, fenilalanina, arginina, tirosina, pentoilcarnitina, acido
palmitoleico, LPC (18:2), LPC (18:1) y LPC (20:4).

Pentoil-carmitina Tirosin:s

i4 1] b

Farvg pastem salm Fahun pansdion rafe

LPC({18:1) Glutamato

Rev Esp Patol Torac 2021; 33 (1) 35 — 45.



Principales rutas metabdlicas alteradas en CP, respecto al grupo de EPOC

METABOLISMO DE LOS GLICEROFOSFOLIFIDGS

Glucosa #— Pirmato  * Acido aspartico e EPOC
METABOLISMO  secndad
BE LA GLUCTS,

ASPARTATO ¥ GLUTAMATO
R T

Via de la Glicina-Serina-Treonina, la via del ciclo de Krebs y la Glicolisis, la via de la
Glutamina-Glutamato y la via de los Glicerofosfolipidos

Rev Esp Patol Torac 2021; 33 (1) 35 — 45.



¢ En qué punto estamos?

Diseno de estudio

Aumentado
el valor
predictivo Descubrimiento
Identificacion
Validacién
v

Definir cuestiones clinicas

Deteccion de multiples candidatos

Purificacion e identificacion de
biomarcadores

Seleccion de posibles biomarcadores
con mayor valor predictivo

Desarrollo de ensayos diandsticos



Estudios longitudinales

1.- Retrospectivos: Cohorte CHAIN

- Beca FIS 2016 (IP: German Peces-Barba).

- Becas Neumosur 2018 y 2020 (IP: Antonio Pereira).
- SEPAR 2018 y 2020 (IP: Antonio Pereira).

. Beca FEDER 2021 (IP: Tamara Garcia Barrera).

2.- Prospectivos:
2.1- Estudio PROMOTER

- Becas Neumosur 2018 y 2020 (IP: Antonio Pereira).

- Beca SEPAR 2020 (IP: Antonio Pereira).
. Beca FEDER 2021 (IP: Tamara Garcia Barrera)

2.2.- Estudio EBUS-PAAF

- Aplicacion de la metaboldmica en la busqueda de BM de CP en muestras
de tejido obtenidas por EBUS. Beca SEPAR (IP: Luis Padron Fraysser).



Estudio CHA

Poblacion de
riesgo de CP

35 hospitales

> 1500 sujetos

Paciente 1

Paciente 2

suero/plasma.

- > 5 afnos de seguimiento.

N (Cohortes retrospectivo)

- Controles anuales con muestras de

- Estudios metabolomicos “globales” (fingerprints) y
“dirigidos” (analisis de los posibles BM encontrados).

Paciente 3

Tiempo

 Muestra) G . Casos que

amn ' gepsarrol:an
ene

 Muestra »| seguimiento

inicial

» Tiempo final



Cohorte CHAIN: Casos que han desarrollado CP

ANOO |ARO-1 |ano -2 |ano -3 |aRo -2

[Total
|Muestras 10 16 9 13 10
Total
Fe MUESTRA ANO 0 lANo -1 ];\IO -2 FNO -3
1 |AD_012 FID_012
}2 """ ‘FJD_313
|3 FmD_320 FID_329
4 |FID_351 FJD_351
5 |FID_408 FID_408
6 FID_669 FID_669
7 FID_726 FID_726
8 [FID_842  FID_842
9 FID_854 FID_854
10 \ FID_896 FID_896
|11 'FID_923 FID_923
}127 @019257 | FID_925 ‘
13 |FID_os9 FJD_959
14 FID_1062 FID_1062 ‘
15 (CHAIN_557 12-013-2 12-013-1 ‘
rlg ‘CHAIN_582 15-15-1-X ‘
17 | CHAIN_880 4-38-1-x
18 |CHAIN_1147 120-15-5-1 20-15-3-1 ‘
‘71’9 ~ CHAIN_677 1 11-14-3-x 11-14-1-x \
}29” ‘CHAIN_611 /20-01-9-1 20-01-7-1 20-01-5-1 |
21 | CHAIN_634 20-04-3-1 20-04-1-1
|22 | CHAIN_762 15-29-2-X 15-29-1-X
‘72”3' CHAIN_843 09-66-3-X 09-66-2-x 09-66-1-x
24 |CHAIN_1071 15-48-1-X
l25 ‘CHAIN_1186 33-41-5-1 33-41-3-1 33-41-1-1
26 | CHAIN_222 33-11-5-5 33-11-3-6 33-11-1-2
27 |CHAIN_545 44-07-2-1 44-07-1-1
28 CHAIN_1081 | 15-52-1-X
29 ‘CHAIN_432 | 44-05-3-1 44-05-2-1 44-05-1-6
130 CHAIN_767 |25-21-5-6 25-21-4-1 25.21.3.1 25.21.2.1 25-21-1-1
31 ‘CHAIN_1049 | 12-046-3 12-046-2
32 |CHAIN_871 18-61-3-1 18-61-2-1
133 ‘CHAIN_315 \ 33-13-5-4 33-13-3-3
134 |CHAIN_515 7‘ 11-06-3-x 11-06-2-x
35 |CHAIN_1093 18-70-3-1
36 CHAIN_ 308 | 18-45-1-1
37 CHAIN 566 18-51-1-1

38 |CHAIN_881 | 4-39-1x



Cohorte CHAIN: Estudios a plantear

Metabolodmica global:

1.- Comparacion entre pacientes con cancer de pulmén en el momento del diagndstico
(Basal) y sujetos sanos:

- Comparacion entre grupos.
- Posibles BM.
2.- Comparaciones entre:
- Basal (afio del diagndstico) y dos afos previos al diagndstico clinico.
- Comparacion entre grupos.
- Posibles BM.
- Basal (afio del diagndstico) y tres afios previos al diagnostico clinico.
- Basal (ano del diagnostico) y del 4 a7 anos previos al diagndstico clinico.
Metaboldmica dirigida

- Variacién de cada metabolito (posible BM) en diferentes momentos.



Estudio PROMOTER (estudio longitudinal prospectivo)

Tabla resumen de pacientes participantes CP y recogida de muestras de suero.

Pre- 1 3 6 9 12 15 18 21
cirugia mes meses meses meses meses meses meses meses
Centro A B C D E F G H I
CUN 1 2 2 1 4 1 1 0
FJD 7 1 0 0 0 0 0 0
HVR 5 5 1 1 0 2 1 0 0
JRJ 14 10 5 4 3 2 2 1 1
Total 37 15 9 7 4 8 4 2 1

Metaboldmica global:
Comparacion entre grupos: Pre/Post cirugia y durante el seguimiento).

Metabolomica dirigida:
Variacion de cada BM (valor cuantitativo) en diferentes momentos.

Total
22

15
42

87



Estudio PROMOTER : Estudios a plantear

1.- Comparacion Pre / Post cirugia:
- Variacion de los perfiles metaboldmicos globales.
- Metabolitos causante de las posibles diferencias encontradas.
- Cambios en los posible BM de CP.
- ¢ Predictor de cirugia curativa?
- Estudio de la fisiopatogenia del CP.
- Metabolomica global y metabolémica dirigida.
2.- Seguimiento de 3 afos con controles cada 3 meses:
- Deteccion precoz de posibles recidivas.

- Metabolomica dirigida de los posibles BM de CP seleccionados.



RESUMEN: Proyectos en marcha y futuros (l)

1.- Cohorte CHAIN: Becas FIS 2016, Neumosur 2018, SEPAR 2016 y 2020.

- Buscar metabolitos (BM) que puedan diagnosticar el CP varios afios antes de su posible
diagndstico clinico. (Metabolito y su valor cuantitativo discriminante).

2.- Estudio PROMOTER: Becas Neumosur y SEPAR 2018 y 2020.

- Estudio Pre / Post cirugia: Estudiar la variacion del perfil metabolémico global y determinados
metabolitos relacionados con el CP pre/post CT y aportar datos sobre la posible Cirugia
Radical realizada y sobre la Fisiopatologia del CP.

- Estudio de Seguimiento: Predecir posibles recidivas.

3.- Estudio EBUS: Beca Neumosur 2020.

- Ver el aporte de la metaboldmica al diagndstico de tejido obtenido por EBUS y su posible
implicacion en la clinica y manejo diagnostico terapéutico.

4.- Estudio de la Microbiota intestinal y CP: Beca de Excelencia 2021 (Ministerio y FEDER).
- Estudiar la relaciéon entre la microbiota y el CP.

5.- Estudio de comparacion de pruebas diagnosticas: (MB, CDT-Early / REFINE y 6 BM de
Molina).

; » Kit de BM metabolomicos y posibles patentes.



RESUMEN: Proyectos en marcha y futuros (ll)

1.- Obtener posibles BM segun tipo de CP y segun estadio precoz (estadios |
y Il) o tardio (estadios Il y IV).

2.- Seqguir desarrollando avances tecnoldgicos en Quimica Analitica:
Espectrometria de Masas de ultima generacion y acoplamento de
Cromatografia de gases y liquidos y precipitacion de proteinas.

3.- Estudiar Metales como BM de cancer de pulmdn. Selenoproteinas.

4.- Analizar la relacion entre Metabolomica, Metaldmica y Lipiddmica en la
busqueda de BM de diagndsico precoz del CP.

5.- Seqguir aplicando las diversas técnicas de quimica analitica en muestras de
sangre / suero, orina, LBA y tejido (adenopatias / EBUS) para estudios de
CP.

6.- ...



CONCLUSIONES



1.- Para disminuir la mortalidad del cancer de pulmon (CP) es necesaria su
prevencion, su diagnoéstico precoz y los nuevos tratamientos (Objetivo UE
2030).

2.- Hemos aplicado técnicas METABOLOMICAS para la busqueda de
BIOMARCADORES (BM) para el diagnostico precoz de CP, que pueden
variar en un futuro proximo el algoritmo diagnostico del CP. (seleccion para
TAC de baja dosis).

3.- En los estudios trasversales realizados hemos obtenido una serie de
metabolitos que podrian ser utilizados como posibles BM de CP.

4.- Los estudios longitudinales iniciados nos permitiran VALIDAR nuestros
resultados.

5.- La aplicacion de BIG DATA permitira integrar los resultados de los
diferentes estudios realizados con BM obtenidos por técnicas dmicas.

6.- El diagndstico precoz de CP es un OBJETIVO para la ERS (2030) y para
el proyecto CASANDRA.
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