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A-CEHC, Alfa-
carboxietilhidrocromano

(d)MRM, Monitoreo de
reacciones multiples
(dinamico)

5-HIA, Acido 5-
hidroxiindolacético

ACN, Acetonitrilo
ADC, Adenocarcinoma

ADN, Acido
desoxirribonucleico

ADP, Adenosina difosfato

AEDT, Acido
etilendiaminotetraacético

AHT, Antihipertensivo

AICAR, Ribonucleétido de
amino imidazol carboxamida

Ala, Alanina

AMP, Adenosina
monofosfato

APAP, Paracetamol
APT, Antiplaguetario
Arg, Arginina

ARNm, Acido ribonucleotido
mensajero

ARNt o tRNA, Acido
ribonucleétido de
transferencia

ASAP, Analisis de sélidos a
presion atmosférica

Asp, Asparagina

ASS1, Argininosucinato
sintasa 1

ATP, Adenosin trifosfato
AUC, Area bajo la curva
BC, Cancer de vejiga

BCAA, Aminoéacidos de
cadena ramificada

BD, Donador de sangre,
control

BGE, Electrolito de fondo
BRC, Cancer de pecho

BSTFA, O-bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamida

BTT, Tumor de tiroides
benigno

BTN, Nédulo tiroideo
benigno

CA, Antigeno carbohidrato
CAR, Carnitina

CC, Cancer de cuello uterino
CCA, Colangiocarcinoma

CDKN1B, Inhibidor 1B de
quinasa dependiente de
ciclina

CE, Electroforesis capilar

CEA, Antigeno
carcinoembrionario

CE-MS, Electroforesis
capilar acoplado a la
espectrometria de masas

Cer, Ceramida
CgA, Cromogranina A

CID, Disociacién inducida
por colision

CMF, Fragmentacion por
migracion de carga

CML, Leucemia mieloide
croénica

CMM, Ceu Mass Mediator
COX, Ciclooxigenasa

CR, Respuesta completa
CRC, Cancer colorrectal
CRE, Creatinina

CRF, Fragmentacion por
retencion de carga

CV, Coeficiente de variacion
Cys, Cisteina

CZE, Electroforesis de zona
capilar

DA, Acidos dicarboxilicos
DB, Base de datos

DBS, del inglés dried blood
spot, micromuestreo de
sangre seca

DC, Enfermedad-control.
DG, Diacilglicérido

DHAP, Dihidroxiacetona
fosfato

DIA, Andlisis de datos
independiente

DIU, Diurético
DMA, Dietilamina
E4P, Eritrosa 4-fosfato

EAC, Adenocarcinoma
esofagico

EC, Céancer de endometrio

ECOG, Grupo de Oncologia
Cooperativa del Este

EFA, Acido graso
esterificado

EHBC, Cancer del conducto
biliar extrahepatico

El, Impacto electrénico

EIC,
Cromatograma/electroferogr
ama de iones extraidos

EOC, Céancer epitelial de
ovario

EPOC, Enfermedad
pulmonar obstructiva crénica

ESCC, Carcinoma de células
escamosas esofagicas

ESD, Displasia de células
escamosas

ESI, lonizacion electrospray
EtOH, Etanol

F1,6BP, Fructosa 1,6-
difosfato

FA, Acido graso

FAME, Esteres metilicos de
acidos grasos

FbF, Filtrar compuestos por
férmula

Fbl, Filtrado por i6n

FC, del inglés fold-change,
razén entre medias

FDR, Tasa de
descubrimientos de falsos
positivos

FFA, Acido graso libre

FIA, Andlisis de inyeccion
directa

FTICR, Espectrometria de
resonancia ciclotrénica por
transformada de Fourier

G1, Grado histopatoldgico 1
G2, Grado histopatoldgico 2
G6P, Glucosa 6-fosfato
GCa, Cancer gastrico

GC, Cromatografia de gases

GCA, Acido glicocolico




GCDCA, Acido
glucoquenodesoxicolico

GC-MS, Cromatografia de
gases acoplado a la
espectrometria de masas

GDCA, Acido
glicodesoxicolico

Glu, Glutamato
GLUC, Glucemia
Gly, Glicina

GNM, Cancer de
glioblastoma multiforme

GPL, Glicerofosfolipidos
GSH, Glutatién

GSSG, Glutation disulfuro
HC, Controles sanos

HCC, Carcinoma
hepatocelular

HETE, Acido
hidroxieicosatetraenoico

HG, Grado alto

HILIC, Cromatografia de
interaccion hidroéfila

HMDB, Base de datos del
metaboloma humano

HPV, Virus del papiloma
humano

HR-MAS, Espectroscopia de
giro de angulo mégico de
alta resolucion

Hyp, Hidroxiprolina

IC, Intervalo de confianza
ID, Identificacion

IDP, Inosina difosfato

IP, Via de administracion
intraperitoneal

iPrOH, Isopropanol
IS, Patrén interno

ISF, Fragmentacion en
fuente de ionizacion

JK, Intervalo de confianza
Jackknife

KC, Céancer de rifién

kNN, del inglés, k-nearest
neighbors, “vecinos mas
cercanos”

LCa, Cancer de pulmén

LC, Cromatografia de
liquidos

LCC, Carcinoma de células
grandes

LCF, Fragmento selectivo de
clase lipidica

LCMD, Base de datos del
metaboloma de cancer de
pulmén

LC-MS, Cromatografia de
liquidos acoplado a la
espectrometria de masas

LC-QqQ/MS, Cromatografia
liquida acoplado con
espectrometria de masas de
triple cuadrupolo

Leu, Leucina
LG, Grado bajo
LIT, Trampa lineal de iones

LLA, Leucemia linfoblastica
aguda

LMSD, Base de datos de
LIPID MAPS®

LOX, Lipooxigenasa

LPA, Acido
lisoglicerofosfatidico

LPC,
Lisoglicerofosfatidilcolina

LPE,
Lisoglicerofosfatidiletanolami
na

LPI,
Lisoglicerofosfatidilinositol

LPS,
Lisoglicerofosfatidilserina

LRM, Modelos de regresion
logistica

Lys, Lisina
m/z, Relacién masa-carga

MEN, Neoplasia endocrina
multiple

MeOH, Metanol

MES, Acido 2-(N-morfolino)
etanosulfénico

MetS, Metionina sulfona

MFE, Extraccién de
caracteristicas moleculares

MG, Monoacilglicérido

Abreviaturas y acréonimos

MLF, Fragmento especifico
de lipidos moleculares

MPA, Analisis de la ruta del
metabolito

MS, Espectrometria de
masas

MS/MS, Espectrometria de
masas en tandem

MSEA, Andlisis de
enriquecimiento del conjunto
de metabolitos

MT, Tiempo de migracion
MTBE, Metil-terc-butileter

MTC, Cancer de tiroides
maligno

MVA, Analisis estadistico
multivariante

MW, Masa molecular
NA, No aplica

NEN, Neoplasias
neuroendocrinas

NET, Tumores de origen
neuroendocrino

NF1, Gen neurofibromatosis
tipo 1

NIST, Instituto Nacional de
Normas y Tecnologia

NMR, Resonancia magnética
nuclear

NP, No procede
NS, No especificado

NSAIDs, Antiinflamatorio no
esteroideo.

NSCLC, Cancer de pulmon
de células no pequefias

OC, Cancer de ovario

ONJ, Osteonecrosis de la
mandibula

OPLS-DA, Andlisis
discriminante ortogonal por
minimos cuadrados parciales

Orn, Ornitina

OSCC, Carcinoma oral de
células escamosas

oxFA, Acidos grasos
oxidados

oxPC(s),
Glicerofosfatidilcolina(s)
oxidada(s)
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PaC, Céancer de pancreas

PBM, Malfuncionamiento
pancreaticobiliar

PC, Glicerofosfatidilcolina

PCA, Andlisis de
componentes principales

PCa, Cancer de préstata
PCr, Pancreatitis cronica

PD, Progresion de la
enfermedad

PDAC, Adenocarcinoma
ductal pancreético

PE,
Glicerofosfatidiletanolamina

PG, Glicerofosfatidilglicerol

PGD, Disfuncién primaria del
injerto

Phe, Fenilalanina
PL, Fosfolipidos

PLS-DA, Analisis
discriminante por minimos
cuadrados parciales

PPI, Inhibidor de la bomba
de protones

PR, Respuesta parcial
Pro, Prolina
PS, Glicerofosfatidilserina

PTC, Carcinoma papilar de
tiroides

PVA, Alcohol polivinilico
Q, Cuadrupolo

Q?, Bondad de prediccion del
modelo

QA, Garantia de calidad
QC, Control de calidad

QC-SVRC, Control de
calidad y correccion de
regresion de vectores de
soporte

QIT, Cuadrupolo-trampa de
iones

QgQ, Analizador de masas
de triple cuadrupolo

QTOF, Analizador de masas
cuadrupolo-tiempo de vuelo

R?, Bondad de ajuste del
modelo

r2, Coeficientes de
correlacion

RAN, Ranitidina

RCC, Carcinoma de células
renales

RFE, Extraccion de
caracteristicas recursiva

RI, indice de retencién

rMT, Tiempo de migracion
relativo

RNS, Especies reactivas de
nitrégeno

ROC, Caracteristicas
operativas del receptor

ROS, Especies reactivas de
oxigeno

RSD, Desviacion estandar
relativa

RSM, Método de superficie
de respuesta

RT, Tiempo de retencion

RTL, del inglés retencion
time loking, bloqueo del
tiempo de retencion

Ru5P, Ribulosa 5-fosfato
S/N, Relacién sefial-ruido
S1P, Esfingosina 1-fosfato

SCC, Carcinoma de células
escamosas

SCLC, Cancer de pulmén de
células pequefias

SD, Enfermedad estable

SEOM, Sociedad espafiola
de oncologia médica

Ser, Serina
SL, Liquido auxiliar
SM, Esfingomielina

SMART, Analisis del
subconjunto de puntos de
tiempo repetidos
coincidentes

SMPD, Base de datos de
rutas de moléculas pequefas

SPB, Base esfingoidea
SQ, Cuadrupolo sencillo
STAT, Estatinas

STD, Desviacién estandar
STE, Esteroides

TC, Céancer de tiroides

TCA, Ciclo del citrato o ciclo
de los acidos tricarboxilicos

TCAc, Acido taurocélico

TCDCA, Acido
tauroquenodesoxicolico

TDCA, Acido
taurodesoxicolico

TFA, Acido trifluoroacético

TFE, Extraccion de
caracteristicas dirigida o
target

THF, Tetrahidrofolato
Thr, Treonina

TIC,
Cromatograma/electroferogr
ama de iones totales

TKI, Inhibidor de tirosina
quinasa

TMCS, Trimetilclorosilano

TOF, Analizador de tiempo
de vuelo

TSC, Proteina de esclerosis
tuberosa

Tyr, Tirosina
UDC, Acido ursodesoxicélico

UHPLC, Cromatografia
liquida de ultra alta eficacia

ULN, Limite superior de
normalidad

UVA, Andlisis estadistico
univariante

Val, Valina

VCC, Compuesto carbonilico
volatil

VEGF, Factor de crecimiento
endotelial vascular

VIP, Importancia de la
variable en la proyeccion

VOC, Compuesto organico
volatil
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El término cancer engloba un numeroso grupo de enfermedades que se localiza
dentro de las enfermedades humanas mas devastadora que se conoce, responsable de
un gran nimero de muertes cada afo. Nos encontramos ante una enfermedad de la que
se conocen mas de 100 tipos y se definen, la mayor parte, por el nombre del 6rgano
donde comienza el cancer, aunque también se pueden identificar por el tipo de célula
gue los forma. Segun los datos de incidencia, prevalencia y mortalidad de cancer en
nuestro pais recogidos en el Ultimo informe anual por la Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica (SEOM, https://seom.org/) se estima una prevision de 27 millones de
casos para el afio 2040, siendo los tumores mas frecuentes a nivel mundial los de

pulmdn, mama, colorrectal, préstata, estbmago e higado.

La ciencia encargada del estudio del metaboloma de un sistema, la
metabolémica, Ultima pieza de las principales plataformas 6micas, ofrece una visiéon
instantanea del estado biolégico. Los cambios en el metaboloma generan un rastro Gnico
de los procesos celulares que estan teniendo lugar tanto en fluidos como en tejidos
biolégicos, por lo que aplicado a una enfermedad como la planteada en la presente tesis
doctoral, permite informar sobre las bases moleculares del cancer. Ademas, el enfoque
intensivo que ofrece la metabolémica permite su uso para la identificacion de
caracteristicas metabdlicas especificas como potenciales biomarcadores mejorando el
diagnostico o la posible respuesta a un tratamiento, definiendo el término “biomarcador”
como la caracteristica medible que actia como indicador de procesos biolégicos,
patogénicos o farmacolégicos.

En la presente tesis se ha perseguido el desarrollo de nuevas metodologias o
mejora de los métodos ya existentes para el analisis de distintas matrices biolégicas que
permitan obtener métodos analiticos optimizados, a través de las plataformas de
electroforesis capilar (CE), cromatografia de liquidos (LC) y cromatografia de gases
(GC) acopladas todas ellas a la espectrometria de masas (MS). Esta metodologia se ha
aplicado a diferentes estudios de cancer abarcando una gran variedad de metabolitos
gue nos informan del estado alterado en esta enfermedad y nos han permitido establecer
y validar, en algunas ocasiones, un potencial panel biomarcador.

En la ‘“Introduccion General” se recoge una descripcion general de los
diferentes estudios metabolémicos llevados a cabo en muestras biolégicas basados en
la busqueda de biomarcadores validados en cancer en los ultimos, casi, diez afios (2013
a enero 2022), resultado de una amplia revision bibliografica. La informacion obtenida
ha sido clasificada en funcién del tipo de cancer u érgano afectado, las cohortes de

pacientes utilizadas tanto en la fase de descubrimiento como de validacion, el tipo de




Resumen

muestra biolégica o la/s plataforma/s de analisis empleadas. A la hora de reportar estos
resultados, debemos asegurarnos de que se cumplan unos criterios minimos de validez,
por lo que utilizar cohortes relativamente grandes e independientes o plataformas de
analisis distintas para la validacion de los resultados obtenidos ha sido uno de los
criterios de seleccion. Por ello, en el siguiente capitulo, capitulo 1, se ha llevado a cabo
el estudio del perfil metabolbmico plasmatico de pacientes con tumores
neuroendocrinos avanzados (NET). Con el objetivo de comprender mejor la
desregulacion metabdlica en estos tumores e identificar biomarcadores para un posible
uso clinico, se realizaron los analisis multiplataforma (GC-MS, LC-MS y CE-MS) no
dirigidos de una cohorte extensa de pacientes con NET e individuos sin cancer (control).
Ademas, se evalu6 el potencial diagnéstico y la relevancia biolégica de los metabolitos
diferenciales encontrados con la exploracion de las vias desreguladas. Finalmente se
realizé el analisis dirigido de los metabolitos discriminantes de NET seleccionados a
través de una plataforma de andlisis diferente a la empleada en los andlisis iniciales. Los
resultados han revelado la significancia funcional de los metabolitos seleccionados con
varias vias alteradas por oncogénesis, y algunas, mas concretamente, en el desarrollo
especifico de NET como la angiogénesis, la via mTOR, el metabolismo del triptéfano, el
estrés oxidativo o el ciclo de la urea, entre otros.

La correcta asignacion de la identidad de esas posibles caracteristicas que
discriminen individuos caso de control es una etapa fundamental en el flujo de trabajo
planteado en la mayoria de los estudios no dirigidos de metabolémica. Es por ello por lo
gue el capitulo 2, recoge los ecos de la existente preocupacién por una anotacion
satisfactoria para la multitud de “nuevos” compuestos derivados de otros ya conocidos,
muchos de ellos por ligeras modificaciones y, ofrece un flujo de trabajo optimizado para
la asignacién de identidades correctas de lipidos oxidados que no dispone de una
identidad correcta en las bases de datos disponibles actualmente. Con la aplicacion de
este flujo ha sido posible la identificacion de diferentes formas isoméricas de derivados
hidroxilados del &cido araquidonico (HETE) y de tres formas oxidadas de
lisoglicerofosfaticilcolinas (LPC) significativas en muestras de plasma de pacientes con
NET. Asimismo, se ha trabajado en el desarrollo de una metodologia aplicada al analisis
de los diferentes productos de oxidacién de estandares de lipidos comerciales que
permitan caracterizar cada forma con su tiempo de retencion y fragmentos
caracteristicos procedentes del analisis MS/MS. La informacién recolectada ha
permitido la creacion de una base de datos que ayude al investigador en la identificacién

de estas modificaciones lipidicas. Complementariamente, se ha explorado las
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consecuencias bioldgicas de la aparicion de diferentes formas oxidadas producto de las
principales glicerofosfatidilcolinas (PC) en datos procedentes de un estudio de cancer
de pulmén empleando muestras de plasma y tejido de pacientes pertenecientes a
distintos tipos y distintos estadios de la enfermedad. De los subtipos de cancer de
pulmén de células no pequefnias (NSCLC), ha sido posible discriminar adenocarcinoma
(ADC) y cancer de pulmén de células escamosas (SCC) de individuos control,
respectivamente, a partir de glicerofosfatidilcolinas oxidadas (oxPC) encontradas tanto
en plasma como en tejido. Se ha podido observar tendencias preliminares para
derivados oxidados de cadena larga en plasma, y derivados oxidados de cadena
truncada en tejido pulmonar, ademas de una marcada disminucion en la abundancia de
estos derivados oxidados a medida que aumenta la enfermedad, posiblemente
explicado por la apoptosis generada en estadios avanzados de la misma.

La seleccion del tipo de muestra empleada para el estudio de la consecuente
cascada de alteraciones metabdlicas en cancer es otro de los puntos criticos en la
metabolémica no dirigida. Las matrices bioldégicas empleadas en estudios de
metabolémica son muy diversas y van desde fluidos facilmente accesibles como la orina,
sangre o heces hasta 6rganos, tejidos o células. A la hora de elegir el tipo de matriz
bioldgica empleada para el estudio de cualquier patologia es importante conocer el tipo
de informacion que vamos a obtener de su andlisis. El capitulo 3 aborda el empleo de
muestras de bilis para el estudio de un tipo de cancer que surge del epitelio de los
conductos biliares, el colangiocarcinoma (CCA), y que, a pesar del caracter mas
invasivo de este tipo de muestra, los resultados han demostrado que las bilis son una
rica fuente de biomarcadores especificos de cancer de higado, vias biliares, vesicular
biliar y pancreas. Como nos encontramos ante una matriz biolégica menos explorada,
ha sido necesario el desarrollo de un protocolo de andlisis a través de CE-MS que ha
permitido caracterizar el perfil metabdlico de la bilis a través de esta plataforma y que,
junto con el analisis de las muestras por LC-MS, ha permitido establecer la importancia
del metabolismo alterado de acidos biliares, fosfatidilcolinas y aminoacidos en individuos
con CCA, y la representacion del estado redox celular a través de la semicuantificacién
de varios de los compuestos responsables.

En la dltima década, ha sido ampliamente utilizada la CE-MS para el estudio
metabolémico de compuestos polares catidnicos, siendo minoritarios los estudios que
reportan compuestos polares anidnicos. La experiencia nos ha demostrado que los
capilares empleados hasta la fecha con este fin presentan algunas desventajas, por lo
que consideramos que hay, aun, cabida para implantar un método optimizado para el
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analisis de compuestos anidnicos. Es asi como, en el capitulo 4, se recoge el trabajo
realizado durante estos afios de investigacion para el desarrollo e implementacion de un
método CE-MS para compuestos anidnicos en matrices biolégicas. En él se estudia
un nuevo capilar de polivinil alcohol (PVA) con el fin de ampliar las posibilidades de esta
técnica y se compara con otros capilares mas comunes. La optimizacion y desarrollo de
esta metodologia ha permitido la confeccién de una base de datos de mas de doscientos
metabolitos que se empled para la caracterizacion del plasma sanguineo de NSCLC
y, el estudio comparativo de los dos subtipos méas frecuentes, ADC y SCC versus
controles. Los resultados obtenidos indican que los grupos estudiados pueden ser
discriminados en funcién del perfil aniénico y se han encontrado cambios significativos
en nuevos metabolitos relacionados con el cdncer que no se conocian previamente,

como ciertos derivados de aminoacidos y acidos dicarboxilicos.

Consideramos que tanto las metodologias desarrolladas en la presente tesis
como su aplicacion en diferentes estudios de cancer han contribuido al avance del

conocimiento en los campos analitico y biogquimico.
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Durante la Gltima década, los avances en metabolémica se han focalizado en la
identificacion de las caracteristicas especificas de una enfermedad. La identificacion y
cuantificacién de estos potenciales biomarcadores es una poderosa herramienta para el
diagnéstico precoz de enfermedades y/o indicadores de la respuesta ante un
tratamiento. Validar un potencial panel de biomarcadores puede implicar el analisis no
dirigido, con todo el disefio que este conlleva, hasta la obtencién de un escenario
discriminante entre los grupos de analisis, seguido de la evaluacion de ese panel,
estableciendo los margenes que ofrecen resultados de mayor eficacia, sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad. Esto podria simplificarse en validacién analitica,
validacion clinica y validacion con ensayos clinicos. La simple combinacion de una lista
corta de candidatos tiene como obijetivo ofrecer un resultado predictivo efectivo y, debe
estudiarse su utilidad clinica para asegurar que el ensayo tenga como objetivo final la
mejora de resultados para los pacientes.

Sin embargo, este es un proceso largo, complejo y costoso, que debido a la gran
diversidad fisicoquimica ante la que nos encontramos en el andlisis en el caso de los
metabolitos, a menudo es necesario mejorar las herramientas con las que nos
aproximamos al estudio de las distintas muestras.

Los objetivos globales de esta tesis son el desarrollo y aplicacién de diferentes
herramientas analiticas para el estudio metabolémico de distintos tipos de cancer,
utilizando diversas matrices biolégicas y empleando tres plataformas analiticas
acopladas a la espectrometria de masas: CE-MS, LC-MS y GC-MS, con el objetivo de
establecer posibles candidatos a biomarcadores.

Para el desarrollo del objetivo general de esta tesis, se han propuesto diferentes

objetivos especificos:

1. Optimizar las condiciones de trabajo para estudios con muestras de bilis
y evaluar la huella metabdlica del colangiocarcinoma. Se estableceran las
condiciones adecuadas para el estudio metaboldémico no dirigido incluyendo las etapas
del método analitico y se aplicaran en el estudio metabolémico basado en CE-MS y
LC-MS. A partir de los datos obtenidos, se tratara de esclarecer los procesos
metabdlicos alterados intentando obtener el méximo de informacion posible para, en
futuros estudios, continuar en la busqueda de un potencial panel biomarcador que ayude
en la deteccién precoz de este tipo de cancer.

2. Realizar el estudio metabolémico de tumores de origen neuroendocrino
y la busqueda de potenciales biomarcadores. Se realizara el analisis no dirigido

multiplataforma para el estudio de la huella metabdlica en muestras de plasma de
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pacientes con tumores de origen neuroendocrino (NET). Se realizara la interpretaciéon
biolégica de los resultados obtenidos y se intentara establecer un panel de
biomarcadores de la enfermedad, realizando su validaciéon analitica a través de otra
técnica.

3. Establecer un flujo de trabajo para la identificacion de lipidos oxidados
sin correspondencia en las bases de datos disponibles actualmente y aplicarlo en
diversos estudios de muestras de cancer. Dada la creciente importancia de estos
compuestos en relacion con el diagnéstico y/o estratificacion del cancer, se realizara el
estudio exhaustivo de las modificaciones lipidicas oxidadas por LC-MS para su
identificacion a través de coincidencia espectral, elucidacion estructural y comparacion
con sus correspondientes formas nativas y, se optimizara un método de analisis de los
productos de oxidacion de los principales fosfolipidos. También, se creara una libreria
con sus tiempos de retencion y fragmentos caracteristicos procedentes del analisis
MS/MS, aplicando esta metodologia en el reprocesado de datos de los estudios de
cancer llevados a cabo. Finalmente se llevara a cabo el estudio de los productos de
oxidacion de las principales glicerofosfocolinas en datos procedentes del andlisis de
muestras de plasma y tejido de cancer de pulmon.

4. Desarrollar un método de CE-MS para la determinacién de compuestos
aniénicos en muestras bioldgicas. El acoplamiento de la electroforesis capilar con el
electrospray en condiciones que permitan medir compuestos anidnicos, con frecuencia
de gran relevancia en el metabolismo del cancer, ha probado tener diversas dificultades.
Para resolverlas se estudiaran las condiciones de analisis que influyen tanto en la
separacion electroforética como en la espectrometria de masas. Ademas, se aplicard la
metodologia a un estudio de cancer de pulmén con muestras de plasma. Este punto
tiene el objetivo fundamental de establecer un método de analisis optimizado para
compuestos anionicos mediante CE-MS que puede ser aplicado a los futuros estudios

metabolémicos multiplataforma que se realicen.
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1. Introduccion

La metabolomica nos ofrece un enfoque intensivo que permite la identificacion
de caracteristicas metabdlicas especificas de una enfermedad como biomarcadores
potenciales, debido a que un cambio menor en los niveles de expresién de genes o
proteinas genera un cambio significativo a nivel de metabolitos. La identificacion y
cuantificacién de estos metabolitos son poderosas herramientas para el diagnéstico
precoz de enfermedades, y estos metabolitos pueden actuar como indicadores de la
respuesta a un tratamiento.

En esta introduccion se describen los principales aspectos relacionados con la
metabolémica para la busqueda de biomarcadores enfocando los resultados en la
enfermedad que engloba el objetivo de este trabajo de investigacion, el cancer. En ella
se describen las estrategias metodoldgicas y hallazgos, repasando los principales
articulos publicados en los ultimos diez afios, acotando los resultados a estudios que
reporten biomarcadores validados para esta patologia. Toda esta recopilacion de
informacion resultara de gran utilidad para los investigadores centrados en los cambios
metabdlicos originados por el cancer, restringiendo a aquellos metabolitos que hayan
resultado con mayor peso y hayan sido evaluados para ofrecer el mayor rendimiento,
ademas de sensibilidad, especificidad y reproducibilidad.

Las principales metodologias utilizadas en metabol6mica incluyen: i) andlisis no
dirigido: la medicién de la mas amplia gama de metabolitos extraidos de una muestra
biolégica sin una hipétesis a priori y ii) metabolémica dirigida, centrada en una ruta
bioguimica o un conjunto especifico de metabolitos que proporciona una mayor
sensibilidad y selectividad, pero requiere informacion inicial para desarrollar y optimizar
los métodos selectivos de analisis. Esta metodologia es clave en la validacion de
biomarcadores para su traduccion a la clinica (1). Ambos tipos de analisis se realizan
siempre de modo diferencial, definiendo un grupo de prueba de la condicion investigada
y un grupo control con individuos que no presentan la condicion investigada. La
seleccidén adecuada de las muestras a comparar es uno de los puntos criticos para el
éxito de todo estudio.

En el area de investigacion biomédica, la metabolémica no dirigida se centra en
la busqueda de biomarcadores para mejorar el diagndstico de enfermedades. Sin
embargo, los hallazgos pueden utilizarse para comprender sus mecanismos
fisiopatoldgicos. Entre las plataformas analiticas empleadas en metabolémica destacan

la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) y la espectrometria de masas
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(MS). La NMR es una técnica rapida, no invasiva y no destructiva para la identificacion
de metabolitos en una muestra, que requiere una preparacion minima de la muestra
para obtener resultados altamente reproducibles. La NMR genera informacién sobre la
identidad y cantidad de un alto nimero de metabolitos en un solo experimento, pero
tiene la desventaja, inherente a su falta de sensibilidad, de perder informacién
relacionada con los metabolitos presentes a bajas concentraciones, ademas de una
importante superposicién de sefiales en algunas regiones que impiden la identificacion
de ciertos metabolitos.

La espectrometria de masas, por su lado, es una técnica analitica con alta
sensibilidad, pero con menor robustez. Para mejorar la informacion obtenida, se suele
combinar con una técnica de separacién como la cromatografia de liquidos (LC), la
cromatografia de gases (GC) y/o la electroforesis capilar (CE). En general, el nimero y
tipo de metabolitos que se pueden detectar difiere segun la plataforma elegida (2).

En cualquier estudio metabdlico no dirigido, la biusqueda de biomarcadores
diagnodstico consta de una serie de etapas que deben disefiarse en funcién del objetivo
del estudio, el cual debe estar claramente definido desde el inicio. Estas son: la
seleccion de grupos adecuados para comparar; el tipo de muestra bioldgica y
tratamiento adecuado; seleccién de la técnica y metodologia analitica; adquisicion de
los datos; su tratamiento, incluyendo andlisis estadisticos e identificacion de
metabolitos; e interpretacion bioldgica de los resultados. Actualmente, uno de los cuellos
de botella en este proceso es la identificacion de metabolitos; por lo tanto, muchos
articulos publican listas de metabolitos con solo una identificacion tentativa, que muy a
menudo no se puede confirmar. Este hecho, junto con el uso de pequefos grupos donde
las correlaciones pueden aparecer por casualidad, debilita la credibilidad de las
herramientas de metabolémica. Por lo tanto, la revision bibliografica se ha llevado a
cabo solo con estudios que incluyan "biomarcadores validados". Ademas, en el capitulo
2 nos centraremos en el gran desafio que supone para el investigador la identificacion
correcta de las sefales significativas, mas concretamente de los lipidos oxidados, un
grupo grande y heterogéneo de metabolitos modificados que ha despertado creciente
interés en la ultima década por su relacién con el estrés oxidativo, estrechamente ligado

a patologias como el cancer, y la limitada disponibilidad de informacién sobre ellos.
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1.1. Biomarcadores y validacion en un estudio no dirigido

La definicion mas genérica de biomarcador es "caracteristica que se mide y
evalla objetivamente como un indicador de procesos biolégicos normales, procesos
patogénicos o respuestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica” (3).

El gran crecimiento experimentado en el campo de la metabolomica se ha
centrado en la mejora del diagnéstico y la prevencién de enfermedades humanas con el
descubrimiento de numerosos potenciales biomarcadores. Con la identificacién de estos
biomarcadores, y su posterior estudio y validacion, se deberia mejorar la clasificacion
de enfermedades con alta especificidad y sensibilidad. Por lo tanto, existe la
preocupacion de que, sin una atencién cuidadosa al proceso completo de validacion de
un biomarcador, estos avances no puedan llegar a convertirse en pronésticos o
tratamientos efectivos para los pacientes. Sin embargo, este escenario es el estado
actual, con obstaculos que superar. Aunque el exitoso avance en el desarrollo de
biomarcadores y criterios de valoracion sustitutos, tiene el potencial de acercar la
innovacion cientifica a la aplicacién clinica mas deseada, todavia hay poco acuerdo
sobre los pasos necesarios para validar estas nuevas entidades y conseguir la
evaluacién clinica adecuada (4).

La validacién implica el proceso para evaluar un determinado biomarcador y
establecer el margen de las condiciones bajo las cuales ofrece resultados con el mayor
rendimiento, sensibilidad, especificidad y reproducibilidad (3). Este procedimiento
conlleva mucho trabajo en el laboratorio y requiere un nimero elevado de participantes
en el estudio, idealmente con diferente origen, aunque la investigacion se debe
comenzar con la necesidad de validar los marcadores en una cohorte externa o bajo
otra plataforma analitica, distinta a la empleada para su descubrimiento, y no solo con
la diferencia entre pacientes y controles en un grupo de muestra pequefio.

Una vez seleccionado un biomarcador potencial en un estudio de metabolomica,
el proceso de validacion incluye lo siguiente: i) validacion analitica, ii) validacion clinica
y iii) validaciéon en ensayos clinicos que proporcionan evidencia de que los métodos
utilizados para un analito en particular respaldan el uso del marcador con poder
estadistico suficiente para ser aprobado antes de ingresar al mercado. Dentro de cada

etapa principal existen diferentes fases de evaluacion (5, 6).
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1.2. Validaciéon analitica

Clasicamente, la validacién analitica se define como la capacidad de la prueba
para medir con precision y fiabilidad los metabolitos seleccionados en muestras
representativas de la poblacion de interés.

Primero, se debe validar la metodologia para el estudio de metabolémica. Para
una vision completa y exhaustiva de la metodologia a seguir para la validacion analitica,
revision de D. Dudzik y C. Barbas-Bernardos (7). En segundo lugar, cuando el
metabolito o conjunto de metabolitos se haya seleccionado en un experimento de
metabolémica no dirigido, la validacion analitica incluird la confirmacion de la identidad
y la concentracion del marcador potencial con una técnica diferente.

La metodologia utilizada en la fase de descubrimiento (generalmente con un
gradiente amplio a través LC-QTOF/MS) no es necesariamente la que se utilizara para
confirmar la identidad, donde un método selectivo en LC-QQQ/MS es la opcion mas
comun y también, debe ser validado.

1.3. Validacién clinica y validacién de utilidad clinica

Después de la validacion analitica, se debe evaluar el rendimiento del andlisis
tanto para la capacidad de prediccion clinica como para la utilidad clinica basada en la
mejora de los resultados del paciente.

Un primer paso fundamental debe ser la seleccién de posibles biomarcadores,
gue representa solo el punto inicial desde el descubrimiento en el laboratorio hasta el
diagnéstico clinico. La mayoria de las publicaciones informan sobre el desarrollo de un
ensayo basado en una lista corta, de no mas de 10 candidatos, ya que es mas probable
que genere un modelo mucho mas sélido que tratar de ajustar el modelo con cientos de
caracteristicas moleculares.

Esta seleccion se basa en la busqueda de una combinacion simple de
metabolitos que ofrezcan un resultado predictivo efectivo, tratando de reducir el nUmero
de falsos positivos, evaluando la precision de los modelos multivariantes y, optimizando
individualmente cada candidato en dichos modelos estructurales validados (8).

La validacién de un biomarcador esta intimamente ligada a su uso propuesto;
por tanto, los mayores esfuerzos se centran en garantizar que dichos biomarcadores

sean adecuados para el fin (fit-for-purpose).
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Para llegar a la etapa final en el desarrollo de un biomarcador para su validacion
clinica, descubrimiento y prevalidacién, los modelos se fijan con conjuntos de datos de
entrenamiento y validacién interna.

Como se menciond anteriormente, un punto importante y limitante en la
validacién de un biomarcador corresponde a la temprana fase preanalitica en relacién
con la muestra. Otro factor limitante, el nUmero de muestras en cada conjunto, suele ser
muy pequefio y, por lo tanto, aumenta el efecto de las diferencias sutiles, como la edad,
el sexo o la dieta. Otra practica habitual que limita esta etapa es la de no trabajar con
escenarios completamente independientes. Por lo tanto, para la validacion completa de
los biomarcadores debidamente identificados y prevalidados, se deben involucrar
grandes cohortes de muestras de diferentes grupos de pacientes (9). La Figura 1
muestra un potencial diagrama de flujo para este proceso.

Finalmente, mientras que la validez clinica se enfoca en definir el desempefio
del biomarcador con precisién para predecir el objetivo clinico, la utilidad clinica esta
relacionada con que el ensayo tenga como objetivo mejorar los resultados de los
pacientes. Por lo que, respaldar la toma de decisiones y mejorar los resultados de los

pacientes son los principales propésitos de la utilidad clinica.

5 Number of
samples

LC-QTOF based Multivariate Univariate Biomarkers 10s 1000s
Untargeted analysis analysis analysis candidates

| 100s | | 1005 |
N~1000 from LC-QqQ based Univariate Binary logistic Potential
different Targeted analysis analysis regression biomarkers
centres I

Model 1000 1-10s
LC-QqQ based establishment

Targeted
analysis Model
K application

Figura 1. Disefio de las etapas de validacion de un biomarcador con aplicacion diagndstica en un estudio

Number of
metabolites

metabolémico. Se indica el tamafio aproximado de muestras y metabolitos.
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1.4. Cancer

El cancer es una enfermedad metabdlica, y un diagnostico temprano es crucial
para la supervivencia. Las tecnologias de metabolémica han permitido una visibn mas
profunda del metabolismo del cancer. Actualmente, la investigacién en metabolémica
se esté utilizando para descubrir biomarcadores de cancer de diagndstico en la clinica
para comprender mejor su compleja naturaleza heterogénea y estadificacion, descubrir
vias involucradas en el cancer que podrian usarse para nuevos objetivos y monitorear
biomarcadores metabdlicos durante la intervencion terapéutica (10).

El desafio que engloba este trabajo de investigacion es la aplicacién de la
metabolémica para la busqueda de biomarcadores en cancer, una de las principales
causas de morbi-mortalidad del mundo. Por ello, esta introduccién recoge una revision
bibliografica que se centrara en resumir los estudios de metabolomica en cancer para la
busqueda de biomarcadores en humanos que han aplicado un cierto grado de validacion
mas alla de la validacion matematica del modelo multivariante, publicados entre 2013 y
enero del 2022.

2. Materiales y métodos

En la literatura se han publicado varios articulos para identificar biomarcadores
en cancer. Sin embargo, al considerar estudios con validacién externa, este nimero
disminuye considerablemente. El criterio de busqueda utilizado consistié en utilizar las
palabras clave ‘metabolomic* OR ‘metabonomic* AND ‘biomarker’ AND ‘validat® AND
‘cancer’ en las bases de datos Web of Science (https://www.webofscience.com/) y
Pubmed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/) donde se encontraron 574 articulos.

A continuacion, se realizé un filtrado manual, articulo por articulo, para confirmar
el resultado con el objetivo propuesto: estudios validados para el descubrimiento de
biomarcadores en cancer aplicados a muestras humanas, aunque la fase de
descubrimiento y establecimiento del modelo podria incluir muestras de otras fuentes
(112).

Se excluyeron las publicaciones donde el término validacion se referia
Unicamente a los modelos mateméticos del analisis multivariante. Una parte importante
del cribado se centr6 en encontrar la cohorte de individuos utilizada para la validacion
externa y, posteriormente, los articulos fueron clasificados, segun la aplicacion de los
biomarcadores o tipo de cancer u 6rgano afectado. La Figura 2 resume el nUmero de

articulos totales encontrados y aquellos que se incluyeron en la revision.
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Figura 2. Representacion gréfica del nimero de articulos publicados por afio que cumplian nuestros

requisitos, y de ellos, en color sélido, el porcentaje de articulos que, tras el cribado manual, se han

utilizado para esta revision. La leyenda indica el afio asignado a cada color.

3. Resultados

De los 574 articulos que cumplian los criterios de inclusion establecidos para la
busqueda de publicaciones en las bases de datos, la revision manual de todos ellos, vio
reducido el nimero de publicaciones validas a 108. De esta revision manual fueron
excluidas todas aquellas publicaciones que consistian en: la revision bibliografica sobre
el tema; aquellos que no incluian muestras humanas, al menos para validar los
resultados; todos aquellos que su objetivo no fuese la busqueda y posterior validacion
externa de biomarcadores de céncer y, por ultimo, se descartaron aquellos que
Unicamente se centraban en la validacion del modelo multivariante. Tras esto, los
articulos fueron agrupados por tipo de cancer u 6rgano afectado por el tumor, y a
continuacion, ordenados por tipo de muestra empleada para el analisis.

La Tabla 1 retne la informacion recogida de la revision llevada a cabo desde

2013 a enero del 2022. Las publicaciones, como ya se ha comentado, estan agrupadas
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por tipo de cancer y ordenadas por tipo de muestra. La informacion recogida en la tabla
resume los puntos fundamentales del estudio realizado. Entre ellos se encuentra el
tamafio de la cohorte de estudio o descubrimiento y el de la cohorte de validacion,
detallando el numero de muestras por grupo siempre que fuese reportado por los
investigadores. Ademas, se incluye el resultado de la validacion, resumiendo el panel
de biomarcadores empleados y el tipo de instrumentacion utilizada, especificando la
técnica de separacion, si la hubiese, y la instrumentacién aplicada para la deteccién
(10). También se recoge si se ha empleado méas de una plataforma.

Durante los ultimos casi 10 afios (2013 a enero 2022) se han identificaron 108
articulos que han descrito estudios de busqueda de biomarcadores de diferentes tipos
de cancer con cierto nivel de validacion. Este proceso de validacion utilizo
principalmente dos conjuntos diferentes de muestras, uno para la deteccién y otro para

la confirmacion, o diferentes técnicas analiticas, 0 ambas estrategias.

Cancer de vejiga

BC del inglés bladder cancer.

Este tipo de cancer, el noveno tipo de cancer mas comun en todo el mundo se
forma en las células de la vejiga, y el mas frecuente es el carcinoma de células de
transicion o de células transaccionales, con un 90% de los casos segun la SEOM
(https://seom.org/) (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica).

Actualmente, la cistoscopia y la citologia son los procedimientos estandar para
la deteccion de BC. La cistoscopia es un procedimiento invasivo y costoso, mientras que
la citologia es un método no invasivo, que a menudo sirve como complemento de un
estudio de cistoscopia negativo.

Aunque la citologia tiene una alta especificidad, su sensibilidad no es
satisfactoria, particularmente para un tumor de grado bajo (12). De los once estudios de
BC seleccionados, ocho utilizan orina (13-20) que parece ser el tipo muestra ideal, por
el contacto directo con el tumor y, por ser minimamente invasiva, aunque sujeta a una
alta variabilidad.

Ademas, tres estudios utilizaron muestras de plasma o suero (21-23). Bansal y
colaboradores (21) y Tan y col. (23) se centraron en el estudio diferencial de BC de bajo
grado (LG) y alto grado (HG), aunque encontraron que podian también diferenciar los
controles sanos. Los marcadores potenciales encontrados en ambos estudios,
resumidos en la Tabla 1, fueron diferentes, probablemente debido al uso de técnicas

analiticas que detectan diferentes compuestos (*H NMR y LC-QTOF/MS). El otro de los
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estudios llevado a cabo con muestras de plasma (22), se centra en el descubrimiento
de un panel de biomarcadores que permita la diferenciacion entre BC y el carcinoma de
células renales (RCC del inglés Renal Cell Carcinoma). A la vista de los resultados, y
teniendo en cuenta la plataforma empleada, LC-MS, no es de extrafiar que el panel
obtenido se base fundamentalmente en lipidos, mas concretamente en acidos grasos
(FA) y fosfolipidos (PL). Liu y col.(22) reportaron un panel para la deteccion del cancer,
al establecer diferencias con los controles sanos (HC) en FA y sus derivados oxidados
(oxFA), y otro que diferencia BC de RCC a través de fosfolipidos como PS P-38:0 y
esfingolipidos como SPB 18:2;02, ademas de FA y oxFA.

En la diferenciacién entre BC y RCC, Wang y col. (20) utilizaron una plataforma
similar, pero en este caso con muestras de orina. Los resultados procedentes del estudio
de la enfermedad remarcan biomarcadores implicados en el metabolismo de lipidos y
purinas, sin embargo, para la discriminacion entre BC y RCC, destacan desordenes en
metabolismo de purinas y aminoacidos fundamentalmente, con muestras que

presentaban hematuria.

Metastasis dsea y caguexia

La metastasis dsea se produce cuando las células tumorales se propagan desde
su lugar de origen al hueso. La mayoria de los tipos de cancer pueden propagarse de
esta forma, pero, es cierto que, existen algunos tipos de cancer gue son mas propensos
a comportarse asi, como el cancer de mama o el de préstata. Apenas carente de
excepciones, el cancer que se propaga a los huesos no tiene cura y los tratamientos se
centran en ayudar a disminuir el dolor y otros sintomas de la metastasis 6sea.

La osteonecrosis de la mandibula (del inglés ONJ) es una interrupcién del
suministro vascular o necrosis avascular que conlleva la exposicion de los huesos de la
mandibula. Esto puede ser debido al tratamiento administrado a un paciente con
metastasis 6sea a través de la radiacion, la terapia en dosis elevadas con esteroides y
los medicamentos que interrumpen el suministro vascular o el recambio 6seo en la
mandibula. Yatsuoka y col. (24), a través de muestras de saliva, validaron niveles
elevados de hipotaurina como biomarcador clave para la deteccion precoz de la
osteonecrosis mandibular debida a la medicacién suministrada. Hasta la fecha, existen
escasos estudios que hayan investigado marcadores precoces para la deteccién de esta
patologia y, aun menos que utilicen saliva para llevarlo a cabo, debido a que la

recoleccién de este tipo de muestra en pacientes con cancer ha sido reportada como
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una ardua tarea por el hecho de que el dolor causado por la patologia probablemente
disminuye la produccién de saliva (25).

La caquexia es una complicacion tardia generada en cancer avanzado, entre
otros. El diagnédstico de la caquexia debida a cAncer depende de medidas objetivas de
sintomas clinicos y antecedentes de pérdida de peso, que no siguen la progresion de la
enfermedad y tienen una utilidad limitada para su diagnéstico precoz y el tratamiento
correspondiente. Quan-Jun Yang y col. (26) obtuvieron una ecuacion diagnostica que
incluye carnosina, leucina y acetato de fenilo, y que podria ser utilizada como una
herramienta diagndstica factible para identificar poblaciones en riesgo a través de la
deteccion de metabolitos séricos.

Cancer de mama

BRC del inglés breast cancer.

El cancer de mama es el tipo de cancer mas comunmente diagnosticado en
mujeres (mas del 99% segun la SEOM) y consiste en una acelerada e incontrolada
proliferacion de las células del epitelio glandular. Habitualmente, se usan la mamografia
y la ecografia para la deteccion de BRC; sin embargo, estan asociados con
inconvenientes tales como la exposicion a la radiacién y la dependencia del nivel de
habilidad de los operadores. Es por ello por lo que, la existencia de una prueba
minimamente invasiva, a través de plasma o suero, que pueda identificar con precisiéon
a los pacientes con BRC, aumentaria la tasa de deteccidon y provocaria como resultado
la deteccién en una etapa mas temprana.

En la tabla se recogen cinco estudios de BRC, de los cuales uno utiliza muestras
de suero (27) y el resto, plasma (28-31). Cabe destacar que todos ellos son posteriores
a 2018, lo que avanza una preocupacion creciente en la busqueda de biomarcadores
para BRC en los ultimos afios. Los resultados obtenidos de los distintos estudios son
heterogéneos, pero mas focalizados en aminoacidos y sus derivados, y en lipidos como
las carnitinas (CAR), FAy PL.

Con una gran cohorte de muestras, pero desproporcionada en cuanto al nimero
reclutado, Zhao y col. (29) comparan cohortes de casos y controles muy alejadas de
una posible semejanza a la poblacion, debido a que el nUmero de casos es muy elevado
en comparacion con el de controles, y los resultados obtenidos podrian verse sesgados
por esta diferencia.

Por su parte, el estudio llevado a cabo por Satomi Tomida y col. (31) utiliza una

cohorte de validacion que incluye muestras recogidas tras la extirpacion quirurgica del
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tumor. Esto provoca un efecto selectivo de restauracion de las especies con cadenas
18:2 tanto en glicerofosfoetanolaminas (PE) como en plasmalégenos de etanolamina.
Sin embargo, los niveles de especies poliinsaturadas FA 20:4 y FA 22:6 no se vieron

afectadas o se redujeron tras la cirugia.

Cancer de cuello uterino (CC)

CC del inglés cervical cancer.

El cancer de cuello uterino es una enfermedad maligna comudn en las mujeres y
su principal causa es la infeccion persistente por el virus del papiloma humano (HPV)
oncogénico. A menudo, en las primeras etapas, los pacientes diagnosticados con cancer
de cuello uterino no muestran signos o sintomas evidentes, que puede llevar a un
diagnostico erréneo vy, por lo tanto, una diagnosis en etapa avanzada. Hasta la fecha,
se utiliza el biomarcador antigeno del carcinoma de células escamosas (SCC-Ag) que
aparece elevado en los distintos estadios de la enfermedad y, aunque también son
conocidos otros anticuerpos circulantes, bien es cierto que su precision diagnostica y
rendimiento predictivo siguen siendo inciertos.

Los niveles de los metabolitos de un panel seleccionado, tras un primer estudio
de huella dactilar, en una cohorte de pacientes externa, fueron determinados mediante
UHPLC-QqQ/MS (32). Destacan una elevacion significativa de AMP en el grupo de
cancer de cuello uterino en comparacion con la neoplasia intraepitelial de grado 1y los
controles. El resto del panel lo completan metabolitos de pequefio tamafio como acidos
carboxilicos, aminoacidos y sus derivados, como son el acido aspartico y glutamico,
hipoxantina, lactato, prolina y piroglutamato. Una rapida proliferacién celular y un
metabolismo aumentado de las células tumorales requiere de una mayor cantidad de
aminoacidos y moléculas de pequefio tamafio para la sintesis de proteinas y acidos

nucleicos, lo que concuerda con estos resultados.

Colangiocarcinoma (CCA)

Nos encontramos ante un cancer del conducto biliar que es relativamente comun
en los paises del Este, pudiendo ser detectado por 21-desoxicortisol y bilirrubina con
alta precision (33).

Macias y col. (34) establecieron un panel serologico de metabolitos para el
diagndstico diferencial de adenocarcinomas pancreaticos, colangiocarcinoma distal y
adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC), compuesto de varios lipidos, en concreto,
CAR 16:0, Cer 42:1;02, LPC 20:0, PC 0-16:0/20:3, LPE P-18:2, SM 40:2;02 y SM
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41:2;02. De esta forma se sobrepone la falta de biomarcadores no invasivos para el
diagnéstico precoz de PDAC y dCCA, contribuyendo a mejorar el pésimo pronostico de

este tipo de tumores.

Leucemia

La leucemia mieloide crénica (CML) es un tipo de cancer que se origina en
determinadas células productoras de sangre de la médula ésea. En la tabla se recogen
dos estudios sobre la leucemia, uno de CML (35) y otro de leucemia linfoblastica aguda
(LLA) (36). En el primero de los estudios (35), se consideraron marcadores no solo para
el diagndstico sino también para evaluar la respuesta al tratamiento con inhibidores de
la tirosina quinasa, y se encontré que el glicerol y el &cido miristico son los mas
relevantes para monitorizar la eficacia terapéutica. Por su parte, a través de liquido
cefalorraquideo, se establecié el perfil metabolémico global para proporcionar
informacion sobre los mecanismos alterados en la fatiga en pacientes pediatricos con
LLA (36). Los biomarcadores validados asparagina y y-glutamilglutamina proporcionan
informacion sobre futuras terapias dirigidas a reducir la fatiga relacionada con el cancer

asociado a LLA.

Cancer colorrectal (CRC)

Se produce cuando los tumores se forman en el revestimiento del intestino
grueso y se han recogido nueve estudios para la busqueda de biomarcadores de cancer
colorrectal a través de diferentes técnicas y distintos tipos de muestra. Orina a través de
CE-MS se utiliz6 en dos estudios complementarios, puesto que Sakurai y colaboradores
(37) utilizaron los resultados obtenidos de las primeras investigaciones del grupo, para
llevar a cabo la validacién de los biomarcadores (38). En él, se establecen varios
paneles discriminativos segin CRC, adenoma o CRC + adenoma, todos ellos con Ns-
Acetilespermidina y N1,Ngs-Diacetilespermidina en comun.

Los niveles plasmaticos de metabolitos para el diagndstico en estadio temprano
(39) y el analisis de la respuesta a un posible tratamiento futil (40) fueron llevados a
cabo estableciendo paneles de 16 y 21 biomarcadores, respectivamente. En el trabajo
de Rattner y col. (40), se ofrece un novedoso enfoque con la obtencién de
biomarcadores para la evaluaciébn temprana de la eficacia de un tratamiento.
Continuando con plasma, Crotti y col. (41) utiizando GC-MS, encontraron que los

acidos grasos de cadena media entre 6 y 12 atomos de carbono (C6-C12) eran la clase
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de lipidos que mostraba los cambios mas marcados en el desarrollo de CRC, aunque
los pacientes no fueron estratificados.

Haihong Zha y col. (42) utilizaron una técnica diferente, SWATH MRM-QqQ/MS,
gue aumenta la sensibilidad al medir entre 1000 y 2000 metabolitos. Los resultados
procedentes del estudio a nivel tisular fueron validados en el plasma de pacientes con
CRC para evaluar el pronéstico tras la reseccién quirdrgica del tumor. Igualmente, en
un estudio con muestras de tejido y heces, se valido acetato fecal como biomarcador
diagnostico de CRC a través de *H NMR (43).

Por ultimo, cabe destacar las investigaciones realizadas en el suero de pacientes
con CRC (44, 45). Por su parte, Zha y col. (45) se basan en la derivatizacion para
obtener el perfil global del metaboloma de &acidos carboxilicos a través del andlisis de

sus fragmentos caracteristicos.

Cancer de endometrio (EC) y epitelial de ovario (EOC)

El cancer de endometrio (EC) es el cancer mas comun del aparato reproductor
femenino en los paises desarrollados y, actualmente, no se dispone de ningun sistema
de detecciodn eficaz. Dos estudios (46, 47) concluyeron que la firma metabol6mica sérica
del cancer de endometrio difiere de la de los controles sanos y de la de la enfermedad
endometrial benigna y otros canceres ginecolégicos (como el cancer de ovario). Sin
embargo, el 3-hidroxibutirato fue el inico marcador comin en ambos estudios.

Por otra parte, los metabolitos identificados y validados, fosfocolina, asparagina
y acido malico del liquido cervicovaginal se consideran prometedores biomarcadores
metabolémicos para la deteccion de EC mediante espectroscopia *H NMR (48).

Con respecto al cancer de ovario epitelial (EOC) (49, 50), la metabolémica del
suero basada en GC-MS permitié la construccion de dos modelos para la prediccién de
EOC en etapa temprana. Uno de ellos proporciona informacion atil sobre las
alteraciones metabdlicas de los acidos grasos, demostrando que biomarcadores de
acidos grasos saturados son Utiles para la deteccion y caracterizacion de pacientes con
EOC (50). Por su parte, Wang y col. (49) establecieron un modelo predictivo de EOC a
través del metabolismo de aminoacidos fundamentales, incluyendo metionina,
glutamina, asparagina, acido glutamico y acido glicélico.

Asimismo, se establecié un modelo de 12 biomarcadores asociados a la [3-
oxidacion anormal de FA y el metabolismo de PL y &cidos biliares en cancer de ovario
(OC) analizando suero con UHPLC-QTOF/MS; de los cuales, 2-piperidinonay LPE 17:0
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fueron validados con una cohorte externa, proporcionando una herramienta aplicable al

diagnéstico clinico y tratamiento de OC (51).

Cancer de esoéfago

Siete articulos describieron marcadores de cancer de eso6fago, el octavo cancer
mas comun en todo el mundo y uno de los mas letales. Hay dos tipos histoldgicos
principales de este tipo de cancer, el adenocarcinoma esofagico (EAC) (52, 53) y el
carcinoma de células escamosas esofagicas (ESCC) (54-58), que sigue siendo el tipo
mas prevalente de cancer esofagico en el mundo. Debido a que el prondstico y la
supervivencia de los pacientes con ambos tipos de cancer siguen siendo deficientes, se
necesita mas investigacion para lograr cualquier herramienta de deteccién temprana util
a partir de las muestras no invasivas analizadas por metabolémica.

La displasia de células escamosas (ESD) es una lesion histolégica confinada al
epitelio y que es considerada una lesion premaligna del ESCC. A través del suero de
pacientes con ESCC y ESD se establecieron diferentes paneles que, no solo permiten
la discriminacion de ESCC, sino que facilitan el reconocimiento de lesiones premalignas
para un diagndstico mas temprano, lo que mejora la supervivencia de los pacientes (55).

Xu y colaboradores (57) fueron un paso mas alla, utilizando HPLC-QTOF/MS
para validar un panel de biomarcadores cuyos niveles estan estrechamente
relacionados con el efecto del tratamiento, empleando el plasma de pacientes antes,
durante y después de la quimiorradioterapia (QRT), que es util para el diagnéstico asi

como para el control de las respuestas terapéuticas y prediccion de resultados de ESCC.

Cancer gastrico (GCa)

Yinan Chen y col. (59) estudiaron el diagnostico temprano de GCa en orina
mediante GC-MS y encontraron, ademas de un panel de marcadores, un conjunto de
ellos (prolina, p-cresol y &cido 4-hidroxibenzoico) para el valor de prediccién de
resultados mediante el andlisis de supervivencia. En un estudio mas amplio, Jeeyoun
Jung y col. (60) adquirieron perfiles metabdlicos urinarios y tisulares utilizando RMN y
espectroscopia de giro de angulo magico de alta resolucion (HR-MAS) respectivamente.
Esta es una herramienta que combina las ventajas de las técnicas de RMN para
muestras solidas y liquidas, y ofrece la oportunidad de medir tejidos intactos. Ademas,
se realiz6 el perfil metabdlico de la orina de pacientes con GCa después de la cirugia
curativa. Los niveles de 4-hidroxifenilacetato, alanina, fenilacetilglicina, manitol, glicolato

y arginina se correlacionaron significativamente con el estadio del cancer y, junto con el
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nivel de hipoxantina, mostraron una tendencia de recuperacion hacia los niveles de los
controles sanos en las muestras postoperatorias en comparacion con las muestras
preoperatorias.

Recientemente, el estudio de plasma a través de UHPLC-QTOF/MS (61)
encontré diferencias significativas que fueron posteriormente validadas en el perfil
lipidico de pacientes con lesion gastrica precancerigenas frente a GCa. El panel
compuesto por dos lisofosfatidilcolinas, LPC 18:3 y LPC 20:3, y cuatro acidos grasos,
FA 20:4, FA 18:3, FA 18:2, y FA 16:0, permite la discriminacion de una posible lesion
premaligna. Con el mismo objetivo, Corona y col. (62) utilizaron los niveles séricos de
SM 22:1;0H y CAR 16:0 para diferenciar familiares de primer grado con mayor riesgo
de desarrollar GCa.

Glioma

Segun Hua Zhao y col. (63) los biomarcadores moleculares basados en tumores
han redefinido la clasificacién de los gliomas. Sin embargo, ain no se ha explorado la
asociacion de la metabol6émica sistémica con el fenotipo de glioma. Sus hallazgos
identificaron metabolitos y vias metabdlicas que diferenciaron los fenotipos tumorales y
gue pueden ser Utiles como candidatos a biomarcadores del huésped para ayudar ain
mas a la clasificacion molecular del glioma. Con similar objetivo se ha utilizado el analisis
de subconjuntos de puntos de tiempo repetidos coincidentes (SMART), en un estudio
de metabolémica de muestras de sangre repetidas de futuros pacientes con glioma 'y
sus controles emparejados (64). Este estudio destaca los beneficios del analisis de
patrones de progresién y proporciona una herramienta para el descubrimiento de

marcadores tempranos de enfermedad.

Carcinoma hepatocelular (HCC)

Once articulos describen la busqueda de marcadores de hepatocarcinoma
(HCC), nueve de ellos en suero (65-70), tres combinan los resultados con tejido (9, 71,
72), uno en orina (73) y otro con muestras de plasma (74). Entre ellos, Ping Lou y col.
(9) realizaron un experimento modelo con un estudio multicentro, con 1448 sujetos, de
los cuales la mayoria eran controles normales y pacientes con infeccion crénica por el
virus de la hepatitis B, cirrosis hepatica y HCC. Ciento ocho se utilizaron como prueba
de descubrimiento, 648 como conjunto de prueba y 572 para evaluar el rendimiento del

panel. Finalmente, se encontr6 que fenilalanil-triptéfano y, a partir de otros estudios,

[ L




I VTI

Desafios analiticos en estudios metabolémicos de cancer: busqueda de biomarcadores

diferentes acilcarnitinas estaban potencialmente alterados, lo que concuerda con la ya
conocida relacion de la B-oxidacion de acidos grasos en cancer.

Existen otros estudios que reportan niveles alterados de acilcarnitinas en HCC
(66, 68, 71, 73), como el llevado a cabo en muestras de orina, que combina CAR 4.0y

acido hidantoina-5-propidnico para distinguir HCC de cirrosis (73).

Cancer de pulmén

LCa del inglés lung cancer

En los numerosos estudios de cancer de pulmén encontrados se puede justificar
la complejidad que este presenta ya que comprende no solo el cancer de pulmén de
células pequefias (SCLC) y no pequefias (NSCLC), sino también el adenocarcinoma de
pulmén y el carcinoma de pulmén de células escamosas, dos subtipos principales de
cancer de pulmon de células no pequefias.

SCLC y NSCLC presentan un crecimiento diferente y, por lo tanto, su tratamiento
se lleva a cabo de distinta manera. El diagnostico diferencial de SCLC frente a NSCLC
es, por tanto, esencial para garantizar la seleccién del tratamiento adecuado. El
micromuestreo de sangre, con su posterior secado y extraccién, (DBS) ha permitido
establecer dos modelos discriminantes multianalito, especificados en género, para
distinguir SCLC de NSCLC y controles (75).

Feng Pengy col. (76) centraron su investigacion en los marcadores de respuesta
basados en el tratamiento con platino. Al combinar el andlisis estadistico multivariante y
el analisis de vias alteradas con el analisis de correlacién, 8 biomarcadores potenciales
se asociaron significativamente con la respuesta a la quimioterapia con platino. De
manera similar, Yanhua Tian (77) y Xiaoqun Nie (78) encontraron siete y dos metabolitos
séricos, respectivamente, asociados con la respuesta al tratamiento oncolégico.

El origen de los biomarcadores validados para este tipo de cancer se ha centrado
mayoritariamente en el uso de muestras minimamente invasivas (suero, plasma, orina
y DBS), que facilita su diagnostico y seguimiento, evitando las posibles complicaciones

y molestias que supone para el paciente una biopsia tisular.

Carcinoma oral de células escamosas (OSCC)

Un pequefio estudio abordd el conflictivo tema del uso de la quimioterapia
personalizada de induccion en OSCC (79). Los autores encontraron acido lactico, acido

glutamico y acido aspartico como predictores serolégicos de la respuesta.
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Una alternativa novedosa con potencial para la deteccion precisa de metastasis
ganglionar en pacientes con OSCC es el estudio del perfil metabolémico de muestras
de saliva (80). Ademas, establece un modelo conformado por cuatro aminoacidos,

(glicina, prolina, citrulina y ornitina) asociados a OSCC en estadio temprano.

Cancer de pancreas (PaC) y Adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC)

Trece articulos describen marcadores de cancer de pancreas, una enfermedad
agresiva con altas tasas de mortalidad, pero de la que no se dispone de un andlisis de
sangre para su deteccion y diagnéstico tempranos, por lo que es imposible detectarlo
en etapas iniciales, que es cuando es mas curable.

Existen varios tipos de cancer de pancreas, pero el mas comin comienza en las
células que recubren los conductos que transportan las enzimas digestivas fuera del
pancreas (adenocarcinoma ductal pancreatico, PDAC). Sahni y col. (81) v,
posteriormente, Hipperson (82) utilizaron el andlisis de orina a través de *H NMR para
validar trigonelina, acido hipudrico y mioinositol. Por su parte, empleando UHPLC-
QTOF/MS, se establecieron diferencias discriminativas segun el estadio oncolégico de
PDAC en muestras de plasma (83) y, evidencias sustanciales a nivel metabdlico tras la
reseccion quirdrgica en suero para este tipo de cancer pancreatico (84).

Lindahl (85) y Mayerle (86) tuvieron como objetivo diferenciar el
adenocarcinoma ductal pancredtico y la pancreatitis cronica utilizando ambas muestras
de plasma y suero, pero empleando técnicas de andlisis diferentes, de ahi que no
encontremos resultados compartidos.

La histidina se validé en cuatro de los estudios (86-89) mientras que xilitol y 1,5-

anhidro-D-glucitol en dos de ellos (87, 89).

Cancer de tiroides (TC)

El cancer de la glandula tiroidea ocurre en las células de dicha glandula. Existen

varios tipos de este, algunos de crecimiento lento y otros muy agresivos, pero en casi
todos los casos es posible la curacién del paciente con tratamiento. En un estudio sobre
TC (90), se propuso el descubrimiento de nuevos biomarcadores séricos no invasivos
para diferenciar los nédulos tiroideos benignos de los malignos para el diagndstico del
cancer de tiroides. Asi, los autores encontraron un biomarcador en suero, la
fosfatidilcolina PC (34:1), con excelente valor diagndstico para discriminar el cancer de

tiroides maligno (MTC) del tumor benigno (BTT).
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Un estudio multicentro por HPLC-QTOF/MS llevado a cabo en muestras de
suero, plasma y tejido, validé un panel de biomarcadores tisular para la discriminacion

conjunta de carcinoma papilar de tiroides (PTC) y nddulo tiroideo benigno (BTN) (91).

Cancer de prostata (PCa)

Las técnicas de deteccion actuales para la deteccién de PCa se basan en la
medicion de los niveles séricos de antigeno prostéatico especifico (PSA) y el examen
rectal. Sin embargo, cada vez hay mas pruebas en contra del valor de la deteccién
basada en PSA por lo que son necesarios biomarcadores no invasivos para el
diagnéstico (92). En los ultimos 10 afios se han encontrado siete estudios de validacion
de biomarcadores de cancer de préstata en muestras no invasivas. De ellos, dos
investigaciones emplearon suero como muestra de estudio (93, 94), otros dos plasma
(95, 96) y tres orina (97-99).

A través de LC-MS se identifico citrato de 2-isopropilo, citidina y D-asparagina
en suero. Estos biomarcadores candidatos se validaron en una cohorte de pacientes
independientes de gran tamafo (n = 889). Potencialmente, el presente estudio
proporciona la herramienta de diagnostico para PCa en su etapa inicial con ese panel
de biomarcadores (96).

En los estudios centrados en la busqueda de biomarcadores Uricos, aunque
todos ellos emplearon GC-MS como técnica de analisis, dos de ellos (97, 99) se
centraron en los compuestos organicos y carbonilicos volatiles (VOCs y VCCs). Por su
parte, en el estudio llevado a cabo por Lima y col. (98) se validé un panel compuesto de
21 metabolitos utilizando el conjunto de resultados obtenidos del analisis de orina de
pacientes con PCa a través de GC-MS y *H NMR. De los 21 metabolitos, trece fueron
reportados por primera vez como asociados a la enfermedad de PCa, los ocho restantes

corroboraron lo reportado en estudios anteriores.

Carcinoma de células renales (RCC)

Conocido también como céncer de rifion o adenocarcinoma renal, se trata del
tipo mas comun de cancer en adultos y se presenta con mayor frecuencia en hombres
de 60 a 70 afios segun la SEOM.

Como ya se comento anteriormente en el apartado de cancer de vejiga, Wang y
col. (20) establecieron a través de los niveles en orina de 4-etoximetilfenol,
prostaglandina F2B, tromboxano B3, CAR 4:0;0, 3-hidroxifloretina y N'-

formilquinurenina, el panel discriminante entre BC vs RCC.
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Ademas, en esta revision se han incluido dos estudios con el objetivo comun de
la busqueda de biomarcadores de RCC. Maria Elena Knott y col. (100) construyeron un
modelo celular in vitro que permitié la obtencién de metabolitos discriminantes, y que
posteriormente, fue validado en suero de pacientes con estadio avanzado de RCC. En
sus resultados remarcan, por primera vez, la asociacion entre N-lactoil-leucina y RCC.
Por otra parte, el analisis de orina estableci6é dos lineas diferenciadoras de RCC frente

a tumor benigno y RCC frente a control (101).

Estudios multicAncer

Asi pues, se han incluido también dos estudios llevados a cabo con el plasma
de pacientes que presentaban distintos tipos de cancer. El primero de ellos, identifica
en una cohorte inicial, y posteriormente valida en una cohorte externa, un acido
dicarboxilico de cadena larga que se encuentra regulado a la baja en CRC, PC y cancer
de rifion (KC). En BC y cancer de glioblastoma multiforme (GNM) no se presento
alteracion en los niveles de este acido dicarboxilico (102).

Segun ha sido reportado en los ultimos afios, los cambios dindmicos en el perfil
aminico estan estrechamente relacionados con el inicio y la progresion del cancer. El
submetaboloma de aminas incluye aminoacidos y aminas biogénicas, y el empleo de
una técnica mas sensible para su deteccion, ayudaria en el descubrimiento de posibles
biomarcadores, herramienta significativa para la deteccién del cancer. Zhang y col. (103)
llevaron a cabo un estudio en plasma de pacientes con LCa, BRC, CRC, GCa para
discriminar de los controles y distinguir los tipos de cancer entre si. Por ultimo, se validé
un panel aminico, incluyendo sarcosina, acido glutamico, citrulina, triptéfano, glutamina
e histidina, en pacientes con LCa anterior y posteriormente al tratamiento. Estos
resultados indicaban el desarrollo de un método adecuado para el estudio de

biomarcadores en cancer que podria ser aplicado al diagnéstico precoz.
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Tabla 1. Principales caracteristicas de los articulos revisados de biomarcadores validados en cancer.

Ref.

(21)

(23)

13)

(14)

(15)

(16)

Tipo cancer
ftratamiento

Bladder cancer (BC).

Bladder cancer (BC).

Bladder cancer (BC).

Bladder cancer (BC).

Bladder cancer (BC).

Bladder cancer (BC).

Cohorte de
descubrimiento
Low-grade BC (LGBC; n=
36), high-grade BC
(HGBC; n= 31) and
healthy controls (HC; n=
32).

LGBC (n = 34) and
HGBC (n = 34) BC and
HC (n = 30).

BC (n=38) and non-BC
(n=61).

BC (n=92) and HC (n =

81).

Two centers: BC (n = 66)
and non-BC (n = 266).

BC (n =50) and HC (n =
35).

Cohorte de
validacion

Internal (n= 99)
External validation: (n=
106).

LGBC (n = 26) and
HGBC (n = 26) and HC (n
= 22).

Model validation: BC (n =
7) and non-BC (n = 10)
External validation: 32
BC (n = 32) and non-BC
(n=31).

BC (n=46) and HC (n =
40).

BC (n = 29) and non-BC
(n=79).

BC (n=59) and HC (n =
37).

Biomarcadores/resultado de la
validacién

6 biomarkers (dimethylamine, malonate,
lactate, glutamine, histidine, and valine) of
BC cases when compared to HC.

3 biomarkers (DMA, glutamine, and
malonate) of cases of LG were able to
differentiate from HG.

3 serum metabolites (inosine, acetyl-N-
formyl-5-methoxykynuren-amine, and LPS
0-18:0 for HGBC when compared to LGBC
and for LGBC from HC.

External validation shows that levels of
tryptophan were lower in BC compared to
non-BC controls and levels of kynurenic acid
were higher in BC compared to controls.

Distinction between the BC and control with
12 differential metabolites including carnitine
and acylcarnitines, the last steps of
glycolysis, or the TCA cycle.

Palmitoyl sphingomyelin, lactate, adenosine,
and succinate provide the strongest
predictive power for differentiating cancer
from non-cancer urines.

A four-biomarker panel (5-hydroxyvaleric
acid, cholesterol, 3-phosphoglyceric acid,
and glycolic acid) that covered extensive
metabolic characteristics was defined as a
combinatorial biomarker for the
discrimination of BCs vs HCs.

Tipo de
muestra
Plasma

Serum

Urine

Urine

Urine

Urine

Técnica/Equipo

1H NMR

UHPLC-QTOF/MS

GCxGC-TOF/MS
UHPLC-QqQ/MS
(MRM)

HPLC-QTOF/MS

Training: UHPLC-
LIT/MS and GC-MS
Validation: UHPLC-
Orbitrap/MS
GC-MS



Ref. Tipo cancer Cohorte de Cohorte de Biomarcadores/resultado de la Tipo de Técnica/Equipo

/tratamiento descubrimiento validacion validacion muestra
a7 Bladder cancer (BC). LGBC (Low-grade BC; n BC (n = 20), controls BC panel: trans-2-dodecenoylcarnitine, Urine UHPLC-LIT
=18), high-grade BC (benign, n = 6) and serinyl-valine, feruloyl-2-hydroxyputrescine, Orbitrap/MS
(HGBC; n= 15) and healthy controls (HC; n= and CAR 9:0;0.
healthy controls (HC; n=  20). HGBC vs LGBC panel:
44). indolylacryloylglycine, N2-galacturonyl-L-
lysine, and aspartyl-glutamate.
(18) Bladder cancer (BC). NMIBC (non-muscle NMIBC (n = 26), controls NMIBC panel: dopamine 4-sulfate, MG 18:4, Urine UHPLC-LIT
invasive BC, n = 54), (n = 39). aspartyl-histidine, and tyrosyl-methionine. Orbitrap/MS
controls (n = 78).
(29) Early-stage bladder BC (n =51) and hernia (h BC (n = 12) and hernia (n Desaminotyrosine, erythritol, d-ribose, ribitol, Urine GC-MS
cancer (BC). = 49). =12). d-fructose, d-mannose, and d-galactose.
(20) Differentiate bladder Without hematuria: BC (n  Without hematuria: BC (n Cancer panel: a-CEHC, p-cortolone, Urine UHPLC-QIT/MS
cancer (BC) from =53), RCC (n=64)and =24),RCC (n=30)and deoxyinosine, flunisolide,11b,17a,21-
renal cell carcinoma HC (n =98). HC (n = 44). trinydroxypreg-nenolone and glycerol
(RCC). With hematuria: BC (n = tripropanoate.
69) and RCC (n = 21). BC vs RCC: 4-ethoxymethylphenol,

prostaglandin F2b, thromboxane B3,
CAR 4:0;0, 3-hydroxyphloretin and N'-
formylkynurenine.

(22) Discriminate Bladder BC (n = 42), RCC (n = BC (n =22), RCC (n = Cancer panel: FA 18:1;03(9,10,13), FA Plasma UHPLC-LIT
cancer (BC) and 53) and HC (n = 95). 21) and HC (n = 46). 20:1(112), FA 18:1;02(12,13), 6Z- Orbitrap/MS
Renal cell carcinoma Heneicosen-9-one, FA 18:3, FA 22:0, and
(RCC). FA 16:0;160H,100.

BC vs RCC panel: 7,8-Dihydropteroic acid,
PS P-38:0, FA 18:1;03(9,10,13), FA 18:2;0,
3,4-Dimethyl-5-pentyl-2-furanundecanoic
acid and SPB 18:2;02.

(24) Bone metastasis. MRONJ stage=1 (n=9) MRONJ stage=1 (n=8) Hypotaurine concentrations were Saliva CE-TOF/MS
MRONJ. and control (n = 9). and control (n = 9). significantly higher in the MRONJ.
(26) Cachexia. Cachexia (n = 46), pre- Cachexia (n = 38), pre- Creation a distinct diagnostic model based  Serum and 1H NMR

cachectic (n = 22), cancer cachectic (n = 11), cancer on three metabolites: carnosine, leucine and urine
(n=68) and HC (n =28). (n=37)and HC (n = 26). phenylacetate.



Ref.

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(36)

Tipo cancer
/tratamiento
Breast cancer
(BRC).

Breast cancer
(BRC).
Breast cancer
(BRC).

Breast cancer
(BRC).
Breast cancer
(BRC).

Cervical cancer
(CQ).

Cholangiocarcinoma
(CCA).

Distal
cholangiocarcinoma
(dCCA) and
pancreatic ductal
adenocarcinoma
(PDAC).
Cancer-related
fatigue reported
during pediatric
acute lymphoblastic
leukemia (ALL)
therapy.

Cohorte de
descubrimiento

BRC (n = 44), benign
tumor (BE) (n = 38) and
controls (n = 34).

BRC (n = 40) and HC (n
= 30).

BRC (n = 134) and HC (n
= 57).

BRC (n = 80) and HC (n
= 100).

Pre-surgery BRC (n= 69)
and controls (n = 48).

CC (n=54), CIN1
(Cervical intraepithelial
neoplasia grade 1, n =
54), CIN2/3 (n = 27) and
control (n = 70).

CCA (n=176, 88 male
and 88 female) and HC
(n = 85).

dCCA (n = 16), PDAC (n
=19), BPD (benign
pancreatic disease, h =
22) and control (n = 12).

Discovery cohort: n = 86
Replication cohort: n =
85. (NS).

Cohorte de
validacion

BRC (n = 30), BE (n =
30) and controls (n = 30).

BRC (n = 30) and HC (n
= 16).

BRC (n = 224) and HC (n
= 81).

BRC (n = 109) and HC (n
= 50).

Pre-surgery BRC (n= 62),
post-surgery (n = 31) and
controls (n = 121).

CC (n=60), CIN1 (n =
55), CIN2/3 (n = 42) and
control (n = 69).

CCA (n=225) an HC (n
= 101).

dCCA (n = 18), PDAC (n
=19), BPD (n = 20) and
control (n = 13).

N = 48 from replication
cohort. (NS).

Biomarcadores/resultado de la
validacién

BRC panel: a higher level of taurine and
glutamic acid, and the lower ethylmalonic
acid.

CAR 8:0, 5-oxo-proline, hypoxanthine, and
FA 22:6.

Glucuronate, FA 18:0, FA 8:0;0H, LPA 16:0,
1-(1-enyl-stearoyl)-2-dihomo-linolenoyl-GPE,
SM, bilirubin, urea, and 3-methylxanthine.
Glutamine, ornithine, threonine, tryptophan,
methionine sulfoxide, CAR 2:0, CAR 3:0.

FA 18:2/FA 18:1 ratio, total ethanolamine
plasmalogen, and total
lysophosphatidylcholine.

AMP, aspartate, glutamate, hypoxanthine,
lactate, proline, and pyroglutamate.

External validation showed that the
combination of these four metabolites (21-
deoxycortisol, bilirubin, LPC 14:0, and LPC
15:0 was effective for CCA diagnosis.
dCCA vs PDAC panel: CAR 16:0, Cer
42:1;02, LPC 20:0, PC 0-16:0/20:3, LPE P-
18:2, SM 40:2;02 and SM 41:2;02.

Asparagine and gamma-glutamylglutamine.

Tipo de
muestra
Serum

Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

Serum

Serum

Cerebrospinal
fluid

Técnica/Equipo

UHPLC-QqQ/MS
and GC-QIT/MS

UHPLC-QTOF/MS

UHPLC-LIT
Orbitrap/MS and
GC-MS
UHPLC-MS/MS and
FIA-MS/MS

FIA-QIT Orbitrap/MS

UHPLC-QTOF/MS
and UHPLC-

QgqQ/MS

UHPLC-QTOF/MS

UHPLC-TOF/MS
and UHPLC-SQ/MS

UHPLC-MS/MS



Ref.

(39)

(38)

(37)

(39)

(40)

(41)

Tipo cancer
/tratamiento
Chronic myeloid
leukemia (CML).

Colorectal cancer
(CRC).

Colorectal cancer
(CRC).

Colorectal cancer
(CRC).

Colorectal cancer
(CRC). Treatment
futility.

Colorectal Cancer
(CRC).

Cohorte de
descubrimiento
SCML (sensitive to

tyrosine kinase inhibitors,
n = 26), RCML (resistant
to TKI treatment n = 26)

and HC (n = 26).
n =124 (NS).

(38)

CRCstage1(n = 50),
CRCstage2(n = 50),

CRCstages(n = 50) and CE
(Chronic enteritis, n =

50).

PR (partial response, n =

22), PD (progressive

disease, n = 24) and SD
(stable disease, n = 22).
CRC (n=15) and HC (n

= 15).

Cohorte de
validacion
SCML (sensitive to

tyrosine kinase inhibitors,
n = 112), RCML (resistant
to TKI treatment n = 82)

and HC (n = 26).
n =123 (NS).

New samples added to
before cohort. Total: CRC
(n = 214), AD (adenoma,
n = 34) and HC (n = 36).

CRCstage1(n = 62),
CRCstageZ(n = 209),

CRCstages(n = 128) and

CE (n = 23).

PR (partial response, n =

6), PD (progressive

disease, n = 33) and SD
(stable disease, n = 73).
CRC I-ll stage (n = 20),
CRC IlI-IV stage (n =

28), HC (n = 20), BC

(n = 14), ulcerative colitis
(UC) (n = 20) and high-
grade dysplasia adenoma

(HGDA) (n = 15).

Biomarcadores/resultado de la
validacion

Myristic acid and glycerol for TKI
therapeutic.

Butyrate, 3-hydroxy-3-methylglutarate, and
carnosine.

AD vs HC: N8-Acetylspermidine, N1,N8-
Diacetylspermidine and 2-Oxoglutarate.
CRC vs AD: N8-Acetylspermidine, N1,N8-
Diacetylspermidine, citrate and citrulline.
AD + CRC vs HC: N8-Acetylspermidine,
NZ1,N8-Diacetylspermidine, citrate.

The optimal model includes 16 biomarkers.

PD vs PR: stable model of 21 metabolites.

C10 fatty acid could be a valuable early
diagnostic biomarker of CRC.

Tipo de
muestra
Plasma

Urine

Urine

Plasma

Plasma

Plasma

Técnica/Equipo

GC-MS

CE-TOF/MS

CE-TOF/MS

UHPLC-QTOF/MS

GC-MS

GC-MS



Ref.

(44)

(45)

(42)

(43)

(46)

(47)

(48)

(50)

Tipo cancer
/tratamiento
Colorectal cancer
(CRC).

Colorectal cancer
(CRC).
Colorectal cancer
(CRC).

Colorectal cancer
(CRC).

Endometrial cancer
(EC).

Endometrial cancer
(EC).

Endometrial cancer
(EC).

Epithelial ovarian
cancer (EOC).

Cohorte de
descubrimiento

CRC (n=32,stage | (n =
5), stage Il (n = 5), stage
Ill (n = 5) and stage IVa

(n=17)) and HC (n =
21).

CRC (n=43) and HC (n

= 32).

Tissue: CRC (n = 18) and

HC (n = 18) paired.

Tissue: CRC (n =50) and

HC (n = 50) paired.

Feces: CRC (pre- and

postoperative, n = 50)
and HC (n = 50).

EC (n=33) and HC (n =

36).

EC (n=88)and HC (n =

80).

EC (n = 17) and control

(n = 28).

EOC (n =40) and HC (n

= 35).

Cohorte de
validacion

An independent set of
CRC (n=28, stage | (n =
3), stage Il (n = 3), stage
Ill (n = 3) and stage IVa

(n=19)) and HC (n =
20).

CRC (n =15) and HC (n

= 15).

Tissue: CRC (n = 42) and

HC (n = 42) paired.

Plasma: CRC pre-surgery
(with tumor, n = 34) and

CRC post-surgery

(without tumor, n = 34)

paired.

Feces: CRC (n = 20) and

HC (n = 20).

An independent

validation group: EC (n =

23) and HC (n = 24).

EC (n = 30), ovarian

cancer (n = 30), benign
endometrial disease (n =

10) and HC (n = 50).

EC (n = 4) and control (n

=5).

EOC (n=30) and HC (n

= 30).

Biomarcadores/resultado de la
validacion

The metabolomic profile that distinguished
CRC from controls consisted of 48
metabolites. Selecting the most important
metabolites, they generated a biomarker
pattern consisting of 18 compounds.

Serine, glycine, and methionine.

Panel of 20 metabolites from tissue panel.
17 metabolites were validated in post
operative plasma samples.

Acetate fecal.

3-hydroxybutyrate, CAR 14:2 and CAR 6:0
appeared to be the best predictors of EC.

The most important metabolites were lactic
acid, progesterone, homocysteine, 3-
hydroxybutyrate, linoleic acid, stearic acid,
myristic acid, threonine and valine.
Phosphocholine, asparagine, and malate.

Esterified fatty acid (EFA) (C16:0), EFA
(C18:0) and free fatty acid (FFA) (C16:0)

were identified as the potential biomarkers of

EOC patients.

Tipo de
muestra
Serum

Serum

Tissue and
plasma

Tissue and
feces.

Serum

Serum

Cervicovaginal
fluid
Serum

Técnica/Equipo

FIA-QQQ/MS (MRM)

UHPLC-QTOF/MS

UHPLC-QTOF/MS
and UHPLC-

QQgQ/MS

1H NMR

!H NMR and HPLC-
QAQ/MS

GC-MS

1H NMR

GC-MS



Ref.

(49)

(51)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

Tipo cancer
/tratamiento
Epithelial ovarian
cancer (EOC).
Ovarian cancer
(0Q).

Esophageal
adenocarcinoma
(EAC).

Esophageal
adenocarcinoma
(EAC).

Esophageal
squamous cell

carcinoma (ESCC).

Esophageal
squamous cell

carcinoma (ESCC).

Esophageal
squamous cell

carcinoma (ESCC).

Cohorte de
descubrimiento

EOC (n =39) and HC (n

= 31).

OC (n=30)and HC (n =

30).

EAC (n =30) and HC (n

= 30).

Tissue: EAC (n = 50) and
control (n = 50) paired.
Serum: preoperative EC
(n =50) and control (n =

50).

ESCC (n=77) and HC (n

= 84).

ESCC (n = 40), ESD

(esophageal squamous
dysplasia, n = 33) and

HC (n = 37).

ESCC (n =80) and HC (n

= 80).

Cohorte de
validacion

EOC (n=29) and HC (n
= 28).

OC(n=17)and HC (n =
18).

EAC (n =321) and HC (n
= 331).

Serum: EAC (n = 20) and
control (n = 20).

ESCC (n = 20) and HC (n
= 21).

ESCC (n = 34), ESD (n =

39) and HC (n = 38).

ESCC (n =60) and HC (n
= 90).

Biomarcadores/resultado de la Tipo de
validacion muestra
Methionine, glutamine, asparagine, glutamic Serum
acid and glycolic acid.

2-piperidinone and LPE 17:0. Serum

The combined effects of the three Serum

metabolites (amino acid L-proline, ketone

body 3-hydroxybutyrate, and carbohydrate

D-mannose) were investigated by calculating

a metabolite risk score (MRS).

Serum: acetate and pyruvate. Tissue and
serum

FA 12:0, LPA 18:1, and LPC 14:0 may Serum

potentially be used for the prediction of

cancer stage and progression.

ESCC/ESD panel: propanoic acid, linoleic Serum

acid, glycerol-3-phosphate, and L-glutamine.

ESD panel: propanoic acid, L-leucine, and
hydroxyproline.

ESCC panel: hypoxanthine, 2-ketoisocaproic

acid, L-glutamate, and L-aspartate.

Hypoxanthine, proline, betaine, indoleacrylic Plasma
acid, inosine, CAR 10:1, FA 24:6, LPE 20:4,

and LPC 20:5.

Técnica/Equipo
GC-QIT/MS

UHPLC-QTOF/MS

LC-MS/MS

1H NMR

UHPLC-QTOF/MS

GC-MS

UHPLC-QTOF/MS



Ref.

(57)

(58)

(62)

(104)

(61)

(105)

(59)

(60)

Tipo cancer
/tratamiento
Esophageal
squamous cell
carcinoma (ESCC).

Esophageal
squamous cell
carcinoma (ESCC).
Gastric cancer
(GCa).

Gastric cancer
(GaC). Response to
chemotherapy.
Gastric cancer
(GCa).

Gastric cancer
(GCa).
Gastric cancer
(GCa).

Gastric Cancer
(GCa).

Cohorte de Cohorte de
descubrimiento validacion

ESCC (n = 44); mid-and ESCC (n = 80); ESCC-M
post-treatment, ESCC-M and ESCC-P (n = 40);
and ESCC-P (n = 32); OR (n = 28) and non-OR
different responses to (n=12) and HC (n = 80).
treatment, ESCC overall

responders, OR (n = 21)

and non-overall,

non-OR (n = 11) and HC

(n =24).
ESCC (n = 105) and ESCC (n = 36) and
control (n = 45). control (n = 25).

GCa (n =49) and FDR GCa (nh =22) and FDR (n
(first-degree relatives at = 17).

higher risk of GC

development, n = 37).

Chemo-sensitive group (n Chemo-sensitive group (n
= 16) and chemoresistant = 8) and chemoresistant

group (n = 15). group (n = 8).

GCa (n=30) and GCa (n =48) and
precancerous gastric precancerous gastric
lesions (n = 170). lesions (n = 152).
GCa(n=43)and HC (n GCa (n =41) and HC (n
= 40). = 40).

GCa(n=47)and HC (n  Gastric cancer (n =112,
= 47). 37 of early gastric

cancer) and HC (n = 87).

GCa (n=50) and HC (n Case (n = 23, 14 with

= 50); and matched tumor early GCa) and HC (n =
(n =30) and normal 31).

stomach tissues (n = 30).

Biomarcadores/resultado de la
validacion

Eleven of the resulting differential
metabolites were identified as a potential
therapeutic biomarker: two amino acids, five
acylcarnitines, and four lysophatidylcholines,
LPCs.

Uridine-diphosphate-n-acetylgalactosamine
and maleylacetoacetic.

SM 22:1;0H and CAR 16:0.

Deoxyribose 1-phosphate, S-
lactoylglutathione, LPC 16:0, and O-
arachidonoyl ethanolamine.

LPC 18:3, LPC 20:3, FA 20:4, FA 18:3, FA
18:2, and FA 16:0.

D-lle, D-Ser and B-(Pyrazol-1-yl)-L-alanine.

14 metabolites show diagnostic value.
Importantly, proline, p-cresol and 4-
hydroxybenzoic acid disclose outcome-
prediction value by means of survival
analysis.

A total of 17 urinary metabolites were
tentatively identified as potential biomarkers
for the diagnosis of GC, and seven showed
correlations with cancer T stage.

Tipo de
muestra
Plasma

Tissue

Serum

Serum

Plasma

Urine

Urine

Urine and
tissues.

Técnica/Equipo

HPLC-QTOF/MS

UHPLC-Q-
Orbitrap/MS

HPLC-QqQ/MS

HPLC-QTOF/MS

UHPLC-QTOF/MS

HPLC-QqQ/MS and
HPLC-LIT TOF/MS
GC-MS

1H NMR



Ref.

(63)

(64)

(65)

(66)

(69)

(68)

Tipo cancer
/tratamiento
Glioma.

Glioma.

Hepatocellular

carcinoma (HCC).

Hepatocellular

carcinoma (HCC).

Hepatocellular

Carcinoma (HCC).

Hepatocellular

carcinoma (HCC).

Cohorte de
descubrimiento

Glioma (n = 42), 25 low-
grade glioma (Grade I: n
= 5; Grade II: n = 20) and
17 high-grade glioma
(Grade llI: n = 13; Grade

IV GBM: n = 4).

Case (n = 64) and control

(n = 64).

HCC (n = 26), hepatitis B
virus (HBV) (n = 32), liver virus (HBV) (n = 17), liver
cirrhosis (n = 34) and HC

(n = 40).

HCC (early, n = 53),
cirrhosis (n = 47) and

controls (n = 50).
DEN-induced rat

hepatocarcinogenesis

model (LC-MS).

HCC (n = 50) and distal
noncancerous tissues

(DNT) (n = 50).

Cohorte de
validacion

Glioma (n = 45), 17 low-
grade glioma (Grade I: n
= 4; Grade Il: n =13) and
28 high-grade glioma
(Grade lll: n = 14; Grade

IV GBM: n = 14).

Case (n = 68) and control

(n = 68).

HCC (n = 13), hepatitis B

cirrhosis (n = 18) and HC

(n=21).

HCC (early, n = 82) and

cirrhosis (n = 80).

Two groups: group |,
cirrhosis (n = 25) and
HCC (n = 22); group Il
cirrhosis (n = 25) and
HCC (n =50, 20 small
HCC and 30 general

HCC).

HCC (n = 18), cirrhosis
(n=20) and HC (n = 20).

Biomarcadores/resultado de la
validacion

Five metabolites (uracil, arginine, lactate,
cystamine, and ornithine) significantly
differed between high- and low-grade glioma
patients in both cohorts.

Myo-inositol, cysteine, uric acid, N-
acetylglucosamine, creatinine, glycine and
erythronic acid.

Phenylalanine, malic acid, and 5-
methoxytryptamine for HBV vs NC, palmitic
acid for cirrhosis vs HBV, and asparagine
and B-glutamate for HCC vs cirrhosis were
screened as the liver disease-specific
potential biomarkers with an excellent
discriminant performance.

Methionine, proline, ornithine,
pimelylcarnitine and CAR 8:0.

Two metabolites (betaine and creatine) were
defined as biomarker candidates.

CAR 2:0 could serve as a marker for
monitoring the development of
hepatocellular carcinoma.

Tipo de
muestra
Plasma

Plasma

Serum

Serum

Serum

Serum

Técnica/Equipo

HPLC-QqQ/MS

GC-MS

GC-TOF/MS

GC-TOF/MS, FIA-
QTOF/MS and
UHPLC-QTOF/MS
CE-TOF/MS

UHPLC-QTOF/MS
and GC-QTOF/MS



Ref. Tipo cancer Cohorte de Cohorte de Biomarcadores/resultado de la Tipo de Técnica/Equipo

/tratamiento descubrimiento validacion validacion muestra
(67) Hepatocellular HCC (n = 22), cirrhosis (n HCC (n =50, 20 small “Serum biomarker model” including Serum CE-TOF/MS.
carcinoma (HCC). = 30) and HC (n = 30). HCC and 30 general tryptophan, glutamine, and 2-hydroxybutyric
HCC), cirrhosis (n = 25)  acid was established for diagnosing HCC
and HC (n = 31). from non-HCC (health and cirrhosis). This

model enabled the discrimination of small
HCC from pre-cancer cirrhosis highlighting
the potential of early diagnosis.
(70) Hepatocellular HCC (n =529), ICC HCC (n=95) and HC (n  Three ratios: GCA/TCA, GCDCA/TCDCA, Serum UHPLC-QqQ/MS
carcinoma (HCC). (intrahepatic CCA, n = = 42). and GDCA/TDCA.
55), HCA (Hepatocellular
adenoma, n = 75) and

HC (n = 102).
(9) Hepatocellular Discovery set: HCC (n= Cohort I: (S-HCC)/HCC  The combination of phenylalanyl-tryptophan Serum and UHPLC-QqQ/MS
carcinoma (HCC). 36), cirrhosis (n = 41) and (n = 37/155), cirrhosis (n  (Phe-Trp) and glycocholate (GCA) was tissue
HC (n = 31). Test set: = 143), intrahepatic defined as the ideal biomarker panel to
small-HCC (S-HCC)/HCC cholangiocarcinoma distinguish patients with HCC from subjects
(n =92/325), cirrhosis (n  (ICC) (n = 25), chronic without HCC.
= 126), gastric cancer hepatitis B virus infection
(GCa) (n=73)and HC (n (CHB) (n = 150) and HC
= 160). (n =99).
Cohort Il: HCC (n = 42)
and HC (n = 42).
(71) Hepatocellular HCC (n = 139), chronic = HCC (n = 22) and Combination biomarker, betaine, and CAR  Serum and UHPLC-QIT Orbitrap
carcinoma (HCC). hepatitis (n = 81) and cirrhosis (n = 25). 3:0, is useful for the diagnosis of tissue and CE-TOF/MS
cirrhosis (n = 78). hepatocellular carcinoma.
(72) Hepatocellular Tissue: HCC (n = 156) Tissue: HCC (n = 80), Retinol metabolism panel: retinol, retinal, Serum and UHPLC-QTOF/MS
carcinoma (HCC). and DNT (distal non- cirrhosis (n = 20) and retinoic acid, retinyl palmitate and f3- tissue
cancerous tissue, n = control (n = 20). carotene.
156) paired. Serum: HCC (n = 80),

cirrhosis (n = 20) and
control (n = 20) paired
with tissue.



Ref.

(73)

(74)

(76)

(106)

(77)

(107)

(108)

Tipo cancer
/tratamiento
Hepatocellular
carcinoma (HCC).

Hepatocellular
carcinoma (HCC).

Lung cancer (LCa)
clinical evaluation
platinum efficacy.

Lung Cancer (LCa).

Lung cancer (LCa):
Pem-Cis,
pemetrexed-
cisplatin; pem-
Carbo, pemetrexed-
carboplatin.

Lung Cancer (LCa).

Lung cancer (LCa).

Cohorte de
descubrimiento

HCC (n = 33), cirrhosis (n
= 27) and HC (n = 26).

HCCarp+ (a-fetoprotein+,
n = 15), HCCarp- (0-
fetoprotein-, n = 13), HBG
(hepatitis B group, n =
16) and HC (n =14).

PR (partial response, n =
12), PD (progressive
disease, n = 16) and SD
(stable disease, n = 15).
Phase I: HC (n = 20),
early-stage (n = 20), and
late-stage lung

cancer cases (n = 20)
(after referred to as
"trio").

Pem-cis: PR (partial
response, n = 51), PD
(progressive disease, n =
29) and SD (stable
disease, n = 81).
Pem-carbo: PR (n = 31),
PD (n=24) and SD (n =
35).

LCa(n=23)and HC (n =
23).

LCa (n =30) and HC (n =
30).

Cohorte de
validacion

HCC (n = 33), cirrhosis (n
= 21) and HC (n = 26).

HCCarp+ (n = 15),
HCCarp- (N = 27), HBG (n
= 14) and HC (n =16).

PR (n=14) and PD (n =
12).

50 trios (phase Il) and
123 trios (phase III).

Pem-cis: PR (n = 22), PD
(n =12) and SD (n = 29).
Pem-carbo: PR (n = 14),

PD (n=11) and SD (n =

15).

LCa(n=9)and HC (n =

9).

LCa (n=42) and HC (n =
38).

Biomarcadores/resultado de la
validacion

CAR 4.0 and hydantoin-5-propionic acid
were defined as combinational markers to
distinguish HCC from cirrhosis.

HCC vs HBG: LPC (24:0).

HCC panel: LPC 17:0, LPC 20:4, LPC 22:0,
LPC 24:0, PE P-16:0/22:4, SM 18:1/22:1;02,
creatinine, and L-isoleucine.

Phenylalanine, pyroglutamic acid, tyrosine,
tryptophan, citric/isocitric acid, 2-
hydroxyglutaric acid, succinic acid, a-
ketoglutaric acid.

Identified and validated serum bilirubin as a
risk predictor for lung cancer incidence as
well as mortality in male smokers.

Hypotaurine, uridine, CAR 12:0, choline,
dimethylglycine, niacinamide, CAR 16:0.

Choline and linoleic acid were defined as
one combinational biomarker using binary
logistic regression.

1-Methylhistidine, xanthosine, 8-
hydroxynevirapine, tyrosyl-tyrosine, indoxyl.

Tipo de
muestra
Urine

Plasma

Plasma

Serum

Serum

Serum

Urine

Técnica/Equipo
Nontargeted: UHPLC-

QqQ/MS
Pseudotargeted:

UHPLC-QTOF/MS.
HPLC-Q
Orbitrap/MS

UHPLC-QIT/MS

HPLC-QqQ/MS

HPLC-Q
Orbitrap/MS

UHPLC-QTOF/MS

UHPLC-QTOF/MS



Ref.

(109)

(110)

(111)

(112)

(113)

(78)

Tipo cancer
/tratamiento
Non-small

cell lung cancer
(NSCLC).

Non-small
cell lung cancer
(NSCLC).

Non-small cell lung
cancer (NSCLC).

Non-small cell lung
cancer (NSCLC).

Non-small cell lung
cancer (NSCLC).
Non-small-cell lung
cancer (NSCLC).
Cell death protein 1
(PD-1) therapy.

Cohorte de
descubrimiento
NS.

Non-small cell lung
cancer (NSCLC) (n =
100) and HC (n = 199).

NSCLC (n = 90) and HC
(n =90).

LCa (lung cancer, n =
30), BC (benign tumor
control, n = 6) and HC (n
= 30).

NSCLC (n=99) and HC
(n = 109).

Advanced NSCLC
treated with nivolumab (n
= 43), and controls (n =
43) paired, after 2 weeks
of treatment.

Cohorte de
validacion
NS.

NSCLC (n = 108) and HC
(n = 216).

NSCLC (n = 30) and HC
(n =30).

LCa (n =35) and HC (n =
35).

NSCLC (n =43) and HC
(n =50).

Set 1: advanced NSCLC
treated with tislelizumab
(n = 21), and controls (n
= 10) paired, after 3
weeks of treatment.

Set 2: NSCLC treated
with nivolumab (n = 10),
and controls (n = 10)
paired, after 2 weeks of
treatment.

Biomarcadores/resultado de la
validacion

DC vs PD: pyruvate, methionine, salicylic
acid, creatinine, and serine.

CR/PR vs SD/PD: uric acid, fumarate,
malonic acid, tryptophan, methionine
sulfoxide, and creatinine.

They demonstrated significant additive
performance of the combination of N1,Na2-
diacetylspermine (DAS), and pro-surfactant
protein B (pro-SFTPB) compared with either
biomarker alone.

Increased saturated and monounsaturated
PCs and decreased polyunsaturated PCs.

Cysteine, serine, and MG 18:1.

Hypoxanthine, inosine, L-tryptophan,
indoleacrylic acid, CAR 10:1, and LPC 18:2.
Hypoxanthine and histidine.

Tipo de
muestra
Tissue

Serum

Serum

Serum

Serum

Serum

Técnica/Equipo

HPLC-Q
Orbitrap/MS

HPLC-QTOF/MS

UHPLC-QTOF/MS,

GC-TOF/MS

GC-MS

UHPLC-QTOF/MS

UHPLC-Q
Orbitrap/MS



Ref.

(114)

(115)

(116)

(75)

(80)

Tipo cancer
/tratamiento
Non-small cell lung
cancer (NSCLC).

Non-small cell lung
cancer (NSCLC),
early-stage.

Non-small cell lung
cancer (NSCLC).

Small cell lung
cancer (SCLC) vs
non-small cell lung
cancer (NSCLC).

Oral cavity
squamous cell
carcinoma (OSCC)
and oropharyngeal
squamous cell
carcinoma

(OPC).

Cohorte de
descubrimiento

Good survival (n = 55)
and with poor survival (n

= 55).

ADCstagel (N = 32),
SCCstagel (N = 15),
ADCstagen (N = 29),
SCCstagell (n = 11),
ADCstagennv (n = 20),

SCCstagennnv (n = 6) and

HC (n = 40).

ADC (adenocarcinoma, n
= 28), SCC (squamous
cell carcinoma, n = 25)
and controls (n = 56).
SCLC (n = 37), NSCLC
(n = 40), and controls (n

= 37).

OSCC (n=79): early
stage (n = 40) and late
stage (n = 39). Controls

(n = 20).

OSCC N+ (node positive,
n = 45) and OSCC N-
(node negative, n = 45).

Cohorte de
validacion

Good survival (n = 55)
and with poor survival (n

= 55).

ADCstagel (n = 18),
SCCstagel (n = 5),
ADCstagel (n = 11),

SCCstagen (n =9) and HC

(n = 20).

ADC (adenocarcinoma, n
= 24), SCC (squamous
cell carcinoma, n = 22)
and controls (n = 56).
SCLC (n = 31), NSCLC
(n = 20), and controls (n

= 27).

OSCC (n = 22): early
stage (n = 13) and late
stage (n=9). OPC (n =
58) and controls (n = 20).

Biomarcadores/resultado de la
validacion

They found levels of 4 metabolites, caffeine,
paraxanthine, stachydrine, and methyl
glucopyranoside (alpha +beta), differed
significantly between NSCLC patients with
poor and good survival.

PC 0-40:6, PC 38:0, PC 40:2, LPC 20:3,
LPC 18:2, B-hydroxibutyric acid, CAR,
tryptophan, methionine sulfoxide, citrate and
fumaric acid.

NSCLC clinical diagnosis purposes: cortisol,
cortisone, and 4-methoxyphenylacetic acid.

SCLC diagnosis in males including PI
18:0/18:0, Cer 18:1/22:0;20, MG 20:4,
inosine monophosphate and Cholic acid.
SCLC in females: PE 18:1/20:4, 5-
methyltetrahydrofolic acid, Desmosterol, 4,5-
Dihydroorotic acid and FA 20:4;0(9).
Biomarker panel OCC: proline and glycine
Biomarker panel early stage: citrulline,
glycine, ornithine, and proline.

Tipo de
muestra
Serum and
plasma

Plasma

Plasma

Dried blood
spot (DBS)

Saliva

Técnica/Equipo

HPLC-QqQ/MS

HPLC-LIT/MS
FIA-LIT/MS

UHPLC-LIT
FTICR/MS

HPLC-QqQ/MS

1H NMR
HPLC-QqQ/MS and
HPLC-QTOF/MS



Ref. Tipo cancer Cohorte de Cohorte de Biomarcadores/resultado de la Tipo de Técnica/Equipo

/tratamiento descubrimiento validacion validacion muestra
(79) Oral squamous cell Pre/Post chemotherapy. SPre (n =4) and NSPre  Applicability of lactic acid, glutamic acid, and Serum GC-MS
carcinoma (OSCC). With/without significant (n=14). aspartic acid as predictors of the response to
efficacy. (S/INS). induction chemotherapy.

(SPre) (n=11) and
(SPost) (n = 11); (NSPre)
(n =21) and (NSPost) (n

=21).
(117) Pancreatic Cancer  PaC (n = 30) and control PaC (n = 18) and control Acadesine, aspartic acid, and 1-methyl-L- Serum HPLC-QqQ/MS
(PaC). (n = 30). (n =18). tryptophan.
(87) Pancreatic cancer PaC (n =43) and HC (n = PaC (n = 42), chronic 4 metabolites were selected: xylitol, 1,5- Serum GC-MS
(PaC). 42). pancreatitis (n = 23) and anhydro-D-glucitol, inositol, and histidine.
HC (n = 41).
(118) Pancreatic cancer PaC (n =64) and HC (h = PaC (n =51) and HC (n = Aspartate/alanine, androstenediol Serum UHPLC-Q
(PaC). 128). 102). monosulfate and glycylvaline. Orbitrap/MS
(129) Pancreatic cancer Exosome: PB (peripheral Exosome and LPC 22:0, PC P-14:0/22:2 and PE 16:0/18:1. Exosome and  UHPLC-QTOF/MS
(PaC). blood, n = 22), PCB (Para corresponding serum: PB serum and HPLC-LIT/MS
cancerous blood, n =22) (n=24), PCB (n = 24) (MRM)
paired samples. HC (n = and HC (n= 40).
17).
(88) Pancreatic cancer PaC (n =120) and HC (n PaC (n =240), CP (n = PFAA, plasma free amino acids: serine, Plasma HPLC-MS
(PaC). = 600). 28, chronic pancreatitis), asparagine, isoleucine, alanine, histidine,
and HC (n=7772). and tryptophan, profile of PC was
significantly different from HC.
(89) Pancreatic cancer Early PaC (n = 55) and Early PaC (n = 16) and To validate the diagnostic performance of Plasma GC-MS
(PaC). HC (n = 58). HC (n = 16). their model, they constructed a diagnostic
model for PaC based on the results of the 4
metabolites: 1,5-Anhydroglucitol, histidine,
inositol, and xylitol.
(120) Pancreatic cancer Plasma: PaC (n = 60) Tissue: PaC (n=6) and Creatine, inosine, beta-sitosterol, Plasma and UHPLC-QqQ/MS
(PaC). and HC (n = 60). ANT (adjacent SPB 18:0;02 and glycocholic acid. tissue.

noncancerous tissue n =
6). Paired.



Ref.

(81)

(82)

(83)

(84)

(86)

Tipo cancer
/tratamiento
Pancreatic ductal
adenocarcinoma
(PDAC).
Pancreatic ductal
adenocarcinoma
(PDAC).
Pancreatic ductal
adenocarcinoma
(PDAC).

Pancreatic ductal
adenocarcinoma
(PDAC).

Discrimination of
pancreatic ductal
Adenocarcinoma
(PDAC) from chronic
pancreatitis (CP).

Cohorte de
descubrimiento
PDAC (n = 56) and HC
(n = 56).

(81)

1. PDAC (early-stage, n =
10; late-stage, n = 10),
chronic pancreatitis (CP,
n = 10) and HC (n = 70).
2. PDAC (early-stage, n =
5; late-stage, n = 4), low
grade pancreatic cystic
lesion (n = 51).
Pre-PDAC (preoperative,
n = 185), post-PDAC
(postoperative paired with
pre-PDAC, n = 87) and
controls (n = 146).
Exploratory study:
plasma of PDAC (n = 34),
CP (n = 43), liver
cirrhosis (n = 20) and BD
(blood donors as
controls; n = 104)
Identification study:
Serum of PDAC (n =80),
CP (n=79), liver
cirrhosis (n = 80) and BD
(n=77).

Plasma of PDAC (n =78),
CP (n = 80).

Cohorte de
validacion

PDAC (n = 36) and HC
(n = 56).

PDAC (n=88) and HC (n
= 56).

PDAC (early-stage, n =
39) and HC (n = 82).

Pre-PDAC (preoperative,
n = 50), post-PDAC
(postoperative paired with
pre-PDAC, n = 32) and
controls (n = 146).
Plasma of PDAC (n =
78), CP (n =80), BD (n =
80).

Biomarcadores/resultado de la
validacion

Trigonelline, glycolate, hippurate, creatine,
myoinositol and hydroxyacetone.

Trigonelline, hippurate and myoinositol.

Acetylspermidine, diacetylspermine indole-
derivative, LPC 18:0 and LPC 20:3.

Docosahexaenoic acid, LPC 14:0 and

Histidinyl-Lysine.

Biomarker signature comprising nine
metabolites and CA19-9.

Tipo de
muestra
Urine

Urine

Plasma

Serum

Plasma and
serum

Técnica/Equipo

'H NMR

1H NMR

UHPLC-QTOF/MS

UHPLC-QTOF/MS

GC-MS and HPLC-
Q9Q/MS



Ref.

(85)

(121)

(90)

(91)

Tipo cancer
/tratamiento
Discrimination of
PDAC from chronic
pancreatitis (CP).

Papillary
thyroid cancer
(PTC).

Malignant thyroid
cancer (MTC) and
benign thyroid tumor
(BTT).

Papillary thyroid
carcinoma (PTC)
and benign thyroid
nodule (BTN).

Cohorte de
descubrimiento
PDAC (n =44) and
Chronic pancreatitis CP
(n =23).

Female, Q: PTC (stage
I/ll, n = 29), BTN (benign
thyroid nodule, n = 14)
and HC (n = 15).

MTC (n=42), BTT (n =
15) and HC (n = 40).

Center 1: PTC (n = 141),
BTN (n =93) and HC (n =
100).

Cohorte de
validacion

PDAC (n=20) and CP (n
= 31).

Q: PTC (stage l/ll, n = 62;
stage llI/IV, n = 4), BTN
(n=36) and HC (n = 64).
d: PTC (stage I/ll, n = 28;
stage IlI/IV, n = 2), BTN
(n=2) and HC (n = 37).
Double-blind: thyroid
nodules untreated (n =
31).

MTC (n=82), BTT (n =
28) and HC (n = 82).

Independent centers.
Center 1: HC (n = 68).
Center 2: PTC (n = 58),
BTN (n = 94).

Center 3: PTC (n = 19),
BTN (n = 96).

Center 4: PTC (n = 43),
BTN (n =12).

Center 5: PTC (n =9),
BTN (n = 37).

Center 6: tissue samples
PTC (n=31), BTN (n =
26).

Biomarcadores/resultado de la
validacion

Five-metabolite panel discriminating PDAC
and CP: glycocholic acid, N-palmitoyl
glutamic acid, CAR 6:0,
phenylacetylglutamine and
chenodeoxyglycocholate.

Serum: B-hydroxybutyrate, docosahexaenoic
acid (DHA), 1-methyladenosine,
pregnanediol-3-glucuronide.

Urine: nicotinic acid mononucleotide and
xanthosine. Corrected with creatinine.

They have located a biomarker (PC 34:1 and
a panel of biomarkers (PA 36:3, and SM
34:1;02, sphingomyelin) with excellent
diagnostic ability to differentiate both MTC
and BTT patients from normal individuals.

BTN + PTC tissue panel: myo-inositol, a-N-
phenylacetyl-L-glutamine, proline-betaine, L-
glutamic acid, LPC 18:0 and LPC 18:1.

Tipo de
muestra
Plasma and
serum

Serum and
urine

Serum

Técnica/Equipo

Discovery study:
HPLC-QIT
Orbitrap/MS
Validation study:
UHPLC-QTOF/MS
UHPLC-QTOF/MS
and GC-MS

MALDI-FTICR/MS

Serum, plasma, HPLC-QTOF/MS

and tissue



Ref.

(93)

(94)

(95)

(96)

(97)

(99)

(98)

(100)

(101)

Tipo cancer
/tratamiento
Prostate cancer
(PCa).

Prostate cancer
(PCa).

Prostate cancer
(PCa).

Prostate cancer
(PCa).

Prostate cancer
(PCa).

Prostate cancer
(PCa).

Prostate cancer
(PCa).

Renal Cell
Carcinoma (RCC).

Renal Cell
Carcinoma (RCC).

Cohorte de
descubrimiento
PCa (n = 39), BPH
(Benign Prostatic
Hyperplasia, n = 46) and
controls (n = 45).

BCR (biochemical
recurrence, n = 50) and
non-BCR (n = 217).
PCa (n = 102) and
controls (n = 190).

PCa (n = 560) and HC (n
= 500).

PCa (n = 40) and control
(n=42).

PCa (n = 55) and control
(n=53).

PCa (n = 41) and controls
(n=42).

In vitro model of human
renal cell lines: RCC (two
cell lines, n = 66) and
control cells (n = 22).
RCC (n = 67), benign
tumor (n = 34) and HC (n
= 96).

Cohorte de
validacion

PCa (n = 39) and controls
(n =50).

BCR (n = 22) and non-
BCR (n = 93).

PCa (n = 44) and controls
(n =82).

PCa (n = 451) and HC (n
= 438).

PCa (n = 18) and control
(n=18).

PCa (n = 53) and control
(n=22).

PCa (n = 18) and controls
(n=18).

Serum: RCC (stage IV,
n=10) and HC (n = 10).

RCC (n = 33), benign
tumor (n = 7) and HC (n =
33).

Biomarcadores/resultado de la
validacion

PE-NMe2 18:0/18:2, PC 16:0/20:2, PS
15:0/18:2, SM 16:0/24:1;02, CAR 14:0.

1-methyladenosine and PA 18:0/22:0.

FA 20:2, ethyl oleate, phosphate, CAR 5:1,
SPB 18:0;02, L-glutamic acid, serotonin, 2-
hydroxyadenine, ST 27:2;02, SPB 18:1;02.
The present study provides the diagnosis
tool for PCa in its early stage with a panel of
biomarkers: 2-isopropyl citrate, cytidine, and
D-asparagine.

Hexanal, 2,5-dimethylbenzaldehyde, 4-
methylhexan-3-one, dihydroedulan IA,
methylglyoxal and 3-phenylpropionaldehyde.
Ethyl-a-hydroxymyristrate, estradiol, 2,6-di-t-
butyl-4-hydroxymethylene-
2,3,5,6-detetrahydrocyclohexanone and 3,5-
di-t-butyl-4-hydroxybenzaldehyde.

Panel of 21 metabolites.

Isoleucine/leucine, phenylalanine, N-lactoyl-
leucine, N-acetyl-phenylalanine,
cysteinegluthatione disulfide and
hydroxyprolyl-valine.

RCC vs benign: L-3-hydroxykynurenine, 1,7-
dimethylguanosine, and
tetrahydroaldosterone-3-glucuronide.

RCC diagnosis: N-formylkynurenine.

Tipo de
muestra
Serum

Serum

Plasma

Plasma

Urine
Urine
Urine
Cell lines and

serum

Urine

Técnica/Equipo
GC-MS and
UHPLC-Q
Orbitrap/MS

UHPLC-QTOF/MS
and FIA-QTOF/MS

UHPLC-Q
Orbitrap/MS

UHPLC-QTOF/MS

GC-MS

GC-MS

GC-MS and H
NMR
UHPLC-QTOF/MS

UHPLC-QIT
Orbitrap/MS



Ref. Tipo cancer Cohorte de Cohorte de Biomarcadores/resultado de la Tipo de Técnica/Equipo

/tratamiento descubrimiento validacion validacion muestra
(102) Colorectal (CRC), KD (n=7),BRC (n=7), KD (n=29),CRC (n=26), Very-long-chain dicarboxylic acids VLCDCA Plasma FIA-Q Orbitrap/MS
pancreatic (PCa), CRC (n=9), GBM (n = PCa (n = 45) and control 28:4 decreased levels in CRC, PC and KD.
kidney (KD), breast 12) and control (n = 15). (n = 16). No alteration levels in BC and GNM.
(BRC) and
glioblastoma
multiforme cancer
(GBM).
(103) Several cancers: LCa (n=28), BRC (n = Before treatment LCa (n Sarcosine, glutamic acid, citrulline, Plasma HPLC-LIT/MS
LCa (lung cancer), 18), CRC (n=21), GC (n =8) and after treatment tryptophan, glutamine, and histidine for LCa. (MRM)
BRC (breast = 11) and HC (n = 38). LCa (n = 8). Paired.

cancer), CRC

(colorectal cancer),

GCa (gastric

cancer).
DMA, dimetilamina; LPS, lisoglicerofosfatidilserina; TCA cycle, via de los acidos tricarboxilicos; CAR, carnitina; MG, monoglicérido; FA, acido graso; SPB, base esfingoidea; LPA, acido
lisofosfatidico; PA, &cido glicerofosfatidico; AMP, adenosina monofosfato; LPC, lisoglicerofosfatidilcolina, PC, glicerofosfatidilcolina, LPE, lisoglicerofosfatidiletanolamina; PE,
glicerofosfatidiletanolamina; PE-NMe2, N,N-dimetilglicerofosfatidiletanolamina; Cer, ceramida; SM, esfingomielina; NS, no especificado; MRONJ, Osteonecrosis de la mandibula relacionada con
medicamentos; GCA, &cido glicocolico; GCDCA, acido glucoquenodesoxicélico; GDCA, acido glicodesoxicélico; TCA, acido taurocdélico; TCDCA, acido tauroquenodesoxicolico; TDCA, acido
taurodesoxicolico; TKI, inhibidor de tirosina quinasa; EFA, &cido graso esterificado; FFA, acido graso libre; PR, respuesta parcial; PD, enfermedad progresiva; SD, enfermedad estable; CR,
respuesta completa; DC, enfermedad-control.



Capitulo 1

4. Conclusion

En la deteccién de compuestos cercanos al fenotipo y que cambian rapidamente
segun la situacion fisiopatolégica, la metabolomica es la herramienta perfecta para el
descubrimiento de biomarcadores de diagndstico. La seleccion de los grupos de estudio
€S un punto critico para los resultados, aungue a veces las dificultades técnicas propias
del reclutado de la cohorte son inherentes al investigador. Bien es cierto que, la
aplicacion de los perfiles metabolémicos en grandes cohortes permite obtener
conclusiones mas solidas y hallazgos reproducibles externamente, lo que generaria
marcadores clinicos reales.

Para la mejora del diagnéstico, la estadificacién, prondstico y/o terapia, la
identificacion de biomarcadores metabolémicos en la mayoria de las enfermedades es
vital, siempre y cuando se consiga traspasar la barrera de la investigacion a la practica
clinica. El hecho de elegir la metabolémica para esta blsqueda esta fundamentado en
los cambios tempranos y significativos que experimentan los metabolitos frente a los
genes o proteinas. Ademds, estos cambios en la concentracién de metabolitos se
pueden asignar con las distintas vias metabdlicas implicadas, lo que nos permite, en
muchos casos, la explicacion bioldgica, fortaleciendo su potencial.

Uno de los principales retos a superar es la falta de una plataforma analitica
universal para el analisis de estos. Debido a la gran diversidad fisicoquimica ante la que
nos encontramos, este desafio sera dificil de superar, y a menudo, estos biomarcadores
solo se identifican de forma tentativa, por lo que es fundamental establecer protocolos
de consenso estableciéndose reglas claras en la comunidad cientifica con respecto a la
identificacion de metabolitos. Por otra parte, existe también la limitacion que implica
validar paneles diagndsticos utilizando cohortes de estudio mas grandes. Desarrollar un
experimento de descubrimiento con decenas de muestras es relativamente facil; sin
embargo, la obtencion de muestras de diferentes biobancos u hospitales y su mediciéon
con los estdndares adecuados, incluidos estdndares marcados isotopicamente, solo se
puede realizar bajo el paraguas de un proyecto internacional bien financiado. La
busqueda de biomarcadores basada en conjuntos de muestras pequefios puede verse
alterada por diferentes factores de confusion lo que afecta directamente a los resultados
del ensayo. Esto se demuestra al analizar los resultados obtenidos de estudios
desarrollados para la misma enfermedad, en el mismo tipo de muestra y la misma

instrumentacion analitica que frecuentemente son dispares.
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La aplicacién de biomarcadores metabolémicos a la practica clinica depende de
la validacién de estos, lo que demostraria su utilidad clinica, desarrollando pruebas de
analisis clinicos adecuados que permitan una medicién simple y confiable. Ademas, es
importante resolver otro punto en relaciébn con esto, la proteccion de la propiedad
intelectual e industrial. Los biomarcadores derivados de genes, proteinas o metabolitos
existentes de forma natural no son patentables. Los métodos de analisis de metabolitos
pueden ser patentados; sin embargo, no existe una forma real de protegerlos,
especialmente si se trata de un método cromatogréfico.

Con esta revision se establece una idea general sobre el estado del arte (state-
of-art) que permite poner en contexto el tema central de esta tesis doctoral. El potencial
de los metabolitos como marcadores de diagnéstico para llegar a la clinica y marcar una
diferencia real en la salud del paciente es sustancial, pero quedan desafios que deben

explorarse.
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1. Introduccién

El metabolismo reprogramado engloba la capacidad de las células para
responder o adaptar su sefializacion metabdlica y, asi, apoyar y permitir la supervivencia
celular en condiciones desfavorables u hostiles. Esta capacidad aumenta en las células
cancerosas para mejorar su fenotipo adaptativo y mantener tanto la viabilidad como la
proliferacién incontrolada. La flexibilidad metabdlica es, por tanto, una de las principales
caracteristicas del cancer (1), aunque guedan por dilucidar las vias implicadas en la
maleabilidad metabdlica de cada tipo de cancer. Los metabolitos son los productos
finales de esta adaptacion, que reflejan los cambios aberrantes en la variabilidad
gendmica, transcriptomica y proteGmica de los tumores y, por tanto, proporcionan
informacién bioldgica y clinica util sobre el inicio y la progresién del cancer (2-4). Por
todo esto, actualmente se esta intentando comprender los cambios metabdlicos
asociados especificamente a un tipo de tumor.

Cada vez se encuentran mas estudios del metabolismo de los tumores, y se
estan redescubriendo nuevas rutas metabdlicas y nuevas formas de regular las rutas
conocidas. El conocimiento de las regulaciones alostéricas de enzimas metabdlicas esta
siendo complementado con el estudio de la regulacibn de su expresién y de
modificaciones post-transcripcién regidas por oncogenes y sefiales extracelulares.
Modificaciones como la fosforilacion, glicosilacion o acetilacion de metabolitos se
recogen en el término conocido como epimetabolémica y, gracias a la mejora en las
técnicas de analisis, se esta avanzando en el conocimiento de los flujos metabdlicos vy,
con ello, en el estudio de los cambios en el metabolismo asociado a la formacion de
tumores.

Por esa razén, aunque aun queda mucho por descubrir en el metabolismo del
cancer, se puede plantear lo siguiente; si no es suficiente con atacar las moléculas
causantes del tumor (oncogenes), quiza inhibiendo ciertas rutas metabdlicas
responsables de mantener ese tumor se pueda controlar o parar su accion devastadora.
Esto, junto con el hecho de que la metabolémica se puede realizar facilmente en
muestras bioldgicas de facil acceso (plasma, orina), hace que el perfil metabdlico de los
pacientes con cancer sea una herramienta prometedora para caracterizar el fenotipo
tumoral e identificar nuevos biomarcadores de posible uso clinico. Los enfoques de la

medicina de sistemas que integran tecnologias "-6micas" de alto rendimiento en
plataformas de diagnéstico han permitido, de hecho, el andlisis detallado de las redes
metabdlicas (conocidas como metaboldémica) en varios canceres de alta incidencia,

prevalencia y mortalidad (5-8), pero estos no incluyen las neoplasias neuroendocrinas
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(NEN). La transcriptomica, ciencia “6mica”, perfila la expresibn del ARNm; La
protedmica identifica proteinas codificadas por estos ARNm; sin embargo, debido a que
la actividad de un gen dado puede regularse en un nivel postraduccional, la
transcriptomica y la protedmica no son marcadores directos de la actividad de una
proteina determinada o de una via metabdlica y/o de sefalizacion celular. Con la
metabolémica se puede caracterizar la suma de metabolitos e intermediarios, de bajo
peso molecular, definiendo asi el estado fisioldgico o patoldgico de un sistema biol6gico
(9). La elaboracion de perfiles metabolémicos ofrece resultados ventajosos sobre la
transcripcién y la elaboracion de perfiles de proteinas. Para empezar, como los
metabolitos se encuentran aguas abajo de las transcripciones y/o de las proteinas, los
metabolitos ofrecen un mejor indicador de la actividad enzimatica dentro de una célula,
tejido u organismo (10). Ademas de que, ligeras perturbaciones en los niveles de
enzimas dentro de una via pueden generar grandes cambios en las reservas de
metabolitos dentro de esa misma ruta (11, 12). Mientras que las secuencias de
transcripciones y proteinas no son idénticas de un organismo a otro, los metabolitos
pueden mostrar gran superposicion entre especies (azlcares, aminoacidos, intermedios
de la ruta de los nucledtidos, etc.). Por lo tanto, las mismas herramientas y técnicas
pueden aplicarse a muchos sistemas biologicos (13).

El conocimiento actual define el sistema neuroendocrino como un sistema celular
difuso que, junto con las neuronas locales y los ganglios, regulan la homeostasis local y
del organismo completo via aminas y péptidos secretados (14). Las células
neuroendocrinas tienen rasgos tanto de células endocrinas, productoras de hormonas,
como de células nerviosas. Se encuentran en todos los 6rganos del cuerpo y ayudan a
controlar muchas de las funciones del cuerpo. Desde su descubrimiento inicial, las
células neuroendocrinas han sido descritas y estudiadas en mdltiples sistemas
organicos, incluyendo el sistema digestivo, respiratorio y urogenital (15-17). La
composicion molecular de estas células, asi como su contribucién a la homeostasis de
los 6rganos, sigue sin estar completamente definida.

Las neoplasias neuroendocrinas (NEN) comprenden una familia heterogénea de
tumores raros de incidencia creciente y manejo clinico desafiante que surge de las
células neuroendocrinas, e incluyen tumores carcinoides, gastroenteropancreaticos no
carcinoides, tumores secretores de catecolaminas, carcinoma medular de tiroides,
tumores hipofisarios cromo6fobos, cancer de pulmén microcitico y tumores de células de
Merkel (18). Aunque pueden surgir en practicamente cualquier organo, las

localizaciones de tumores primarios mas comunes son los pulmones (25%) y el tracto
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digestivo (~ 65%). Los tumores neuroendocrinos (NET) bien diferenciados representan
aproximadamente el 80% de todas las NEN, tienen un comportamiento clinico bastante
indolente, en comparacion con sus homaologos exocrinos, y se asocian con un prondstico
de bueno a moderado segun esté localizado el tumor primario, el indice de proliferacion
(Ki67 o indice mitético) y el estadio tumoral. Aproximadamente el 20% de los NET
también tienen la capacidad Unica de producir y secretar aminas u hormonas peptidicas
al torrente sanguineo, los denominados "tumores funcionales", que producen sindromes
endocrinos especificos (es decir, sindrome carcinoide) y que pueden afectar
gravemente a la calidad de vida de los pacientes y su pronéstico (19). El sindrome
carcinoide es un signo de NET "funcional” en el que se libera serotonina que puede
causar diarrea y enrojecimiento facial entre otros sintomas. Los NET no funcionales no
liberan sustancias o no las suficientes para causar sintomas. Aproximadamente el 60%
de los NET son no-funcionales.

Aunque la supervivencia ha mejorado con el tiempo para todos los NET,
probablemente reflejado en un diagndstico mas temprano y mejoras en la terapia (20,
21), a una proporcién significativa de pacientes todavia se les diagnostica estadios
avanzados de la enfermedad, lo que destaca la necesidad de identificar nuevos
biomarcadores especificos que puedan contribuir a una deteccién mas temprana y una
mayor probabilidad de curacion.

El estudio de los sindromes genéticos hereditarios asociados con una mayor
predisposicion a desarrollar NET (~ 5%) ha contribuido a dilucidar parcialmente algunos
mecanismos implicados en su carcinogénesis (22-27). Las mutaciones de la linea
germinal en MEN1, RET, CDKN1B, VHL, NF1 y TSC1/2 son las alteraciones
moleculares mas frecuentemente detectadas en las NEN hereditarias. Aunque algunas
de estas mutaciones tienen una representacion relevante en NET esporadicos (es decir,
MEN1, TSC1/2), también se han implicado otras alteraciones moleculares implicadas
en la regulacion epigenética, reparacion del ADN, regulacion de telémeros y
reordenamientos cromosomicos (28-30). Sin embargo, a pesar de estos avances
recientes, los mecanismos moleculares de la génesis y la progresion de los NET siguen
sin resolverse en gran medida. Ademas, pocos autores han explorado los NET desde
una perspectiva metabolémica. Un estudio piloto prospectivo analizé muestras de orina
de 28 pacientes con NET gastroenteropancreaticos mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (NMR) y mostr6 distintos fenotipos metabolémicos segun
el sitio del tumor primario (intestino delgado versus NEN pancreatico) y su funcion (31).

Un segundo trabajo reciente describid la huella metabolémica de 46 muestras de tejido
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NET del intestino delgado analizados por espectroscopia de NMR, sugiriendo la
existencia de vias metabolicas complejas en los NET, que posiblemente influyen en el
desarrollo y la evolucion del tumor y, por lo tanto, en el resultado clinico (32). Con la
excepcién de estos dos pequefios estudios, el perfil metabolémico de los pacientes con
NET no se ha estudiado en profundidad hasta la fecha.

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue realizar un perfil metabdlico
integral de los NET para comprender mejor la desregulacion metabdlica en estos
tumores e identificar nuevos biomarcadores de posible uso clinico. Con este objetivo,
se realizaron andlisis metabolomicos multiplataforma no dirigidos en muestras de
plasma de 77 pacientes con NET gastrointestinales y pulmonares avanzados, y 68
individuos sin cancer (controles). Se evalud el potencial diagnéstico y la relevancia
biolégica de los metabolitos diferenciales identificados, y se exploraron las vias
desreguladas para proporcionar mas informacion sobre los mecanismos moleculares

involucrados en el desarrollo y la progresion de los NET.

2. Materiales y métodos
2.1. Cohorte de estudio

La poblacién de estudio estaba formada por un total de 145 muestras de plasma,
de las cuales, 77 correspondian a pacientes diagnosticados con tumores
neuroendocrinos no pancredticos incluidos en un ensayo clinico doble ciego de fase II-
Il (AXINET) que aleatorizé a los pacientes para recibir un inhibidor selectivo de los
receptores VEGF (del inglés Vascular Endothelial Growth Factor, factor de crecimiento
endotelial vascular), Axitinib, versus placebo, ambos en combinacién con octreotida LAR
(EUDRACT: 2011-001550-29). Se establecieron una serie de criterios de inclusién que
debian cumplir los pacientes: 1) diagndstico histol6gico de tumor neuroendocrino no
pancreatico bien diferenciado; 2) enfermedad no extirpable avanzada o metastasica; 3)
tumor de grado 1 o 2 (Ki-67 < 20%); 4) edad > 18 afios; 5) funcion hematolégica, renal
y hepética adecuada; 6) estado de rendimiento del ECOG (Eastern Cooperative
Oncology Group) < 1; 7) sin tratamiento anti angiogénico previo. Los pacientes dieron
su consentimiento informado antes de ingresar al estudio, incluido un consentimiento
especifico para estudios traslacionales, y el protocolo fue aprobado por el comité de
ética de todos los centros participantes. Las muestras de sangre iniciales fueron
recolectadas y se procesaron antes de la administracién del tratamiento del estudio. Se

recogio sangre periférica en tubos con AEDT sdédico, de acuerdo con procedimientos
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estandar, y se centrifugd a 1000 x g durante 5 min. Se recuperoé la capa de plasma en

criotubos estériles, se congeld y se almacen6 hasta su uso a —80 °C. Ademas, se usaron

muestras de sangre de 68 individuos no cancerosos como cohorte de control. La

distribucion del género, la edad y el indice de masa corporal (IMC) fue similar en las
cohortes NET y control (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de la edad, del género y el indice de masa corporal (IMC) en cohortes de

casos (pacientes con NET) y de control (individuos sin cancer).

Pacientes NET

n = 77 (100%)

Individuos sin cancer

n = 68 (100%)

Sexo n % n %
Mujer 35 45.5 41 60.3
Hombre 42 54.5 27 39.7
media rango media rango
Edad [afos] 50.1 37-83 61.7 38-83
media rango media rango
IMC 27.3 17.2-52.5 26.8 20.7-35.9

IMC: indice de Masa Corporal

Ademas, estos datos se complementaron con informacién extraida de la historia

clinica de los pacientes de estudio como es la ingesta de farmacos (Tabla 2).
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Tabla 2. Ingesta de farmacos en pacientes NET y sin cancer.

Tipo de farmaco Pacientes NET, n (%) Individuos sin cancer, n (%)

Alpha-adrenergic Blockers 2 (2.56%) 2 (2.9%)
Analgesics 20 (25.97%) 11 (16.2%)
Anaesthetics 1(1.28%) 0 (0%)
Anticholinergics 2 (2.56%) 0 (0%)
Anticoagulants/Antiaggregants 12 (15.58%) 2 (2.9%)
Antidiabetics 5 (6.49%) 5 (7.4%)
Antidiarrheals 4 (5.13%) 0 (0%)
Antifungals 1 (1.28%) 0 (0%)
Antigout agents 3 (3.85%) 1 (1.4%)
Antihistaminics 3 (3.85%) 2 (2.9%)
Antihypertensive agents 42 (54.54%) 20 (29.4%)
Antivirals 2 (2.56%) 0 (0%)
Bile Acids Sequestrants 1 (1.28%) 1 (1.4%)
Bronchodilators 7 (8.97%) 4 (5.8%)
Diuretics 14 (17.95%) 4 (5.8%)
H2 Receptor Blockers 8 (10.26%) 0 (0%)
Laxative agents 2 (2.56%) 0 (0%)
Lipid-Lowering Medications 16 (20.77%) 19 (27.9%)
Medicinal Herbs 1 (1.28%) 0 (0%)
Nitrates 1 (1.28%) 0 (0%)
Propulsives 2 (2.56%) 0 (0%)
Proton Pump Inhibitors 15 (19.23%) 9 (13.2%)
Psychoactive drugs 19 (24.67%) 11 (16.2%)
Steroids 4 (5.13%) 0 (0%)
Thyroid agents 6 (7.79%) 6 (8.8%)
Vitamins and dietary supplements 24 (31.16%) 4(5.8%)

2.2. Andlisis multiplataforma de la huella dactilar metabolémica

Con el objetivo de abarcar el espectro completo del metaboloma de estudio, se
llevé a cabo el enfoque no dirigido multiplataforma. Para ello, las muestras fueron
analizadas a través de diferentes técnicas de separacién acopladas, todas ellas, a la
espectrometria de masas: electroforesis capilar (CE-MS), cromatografia de liquidos
(LC-MS) y cromatografia de gases (GC-MS). Estos procedimientos se realizaron

siguiendo protocolos de trabajo estandarizados establecidos por el centro (33-35).

e Andlisis no dirigido de muestras de plasma por CE-MS

Para el tratamiento de la muestra, a 100 yL de plasma se le afiadieron 100 uL
de una mezcla acuosa de acido férmico en concentracion 0.2 M, 5% de acetonitrilo y
0.4 mM de metionina sulfona, usada como patrén interno (1S). La mezcla se agité en un
vortex enérgicamente durante 1 min y, posteriormente, fue transferida a un filtro
Centrifree Milipore (30 kDa) y se centrifugd a 2000 x g durante 70 min a 4 °C. La solucion

filtrada se transfirio directamente al vial para el analisis (33).
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El equipo utilizado para el analisis CE-MS fue una electroforesis capilar 7100
(Agilent Technologies, Wilmington, USA) acoplado a un detector de masa exacta con un
sistema analizador de tiempo de vuelo TOF (Agilent Technologies, Wilmington, USA).
Este acoplamiento cuenta con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI) como
interfaz.

Inicialmente, un nuevo capilar de silice fundida de Agilent Technologies (50 pum
diametro interno x 100 cm de longitud total) fue acondicionado con el flujo en tres etapas
sucesivas de 30 min cada una de NaOH 1.0 M, agua MiliQ® y electrolito de fondo (BGE,
acido férmico 1.0 M en MeOH al 10%). Previo a cada andlisis el vial BGE fue
automaticamente vaciado y llenado. A continuacion, el capilar se enjuag6 por 5 min (950
mbar) con BGE, aplicando un potencial de 30 kV durante 10 s con el objetivo de
desplazar los iones del tampdn. La inyeccion de la muestra se realiz6 durante 50 s con
una presion de 50 mbar. Tras cada inyeccion de muestras se inyectdé BGE durante 20 s
a 100 mbar de presion. Las condiciones de separacion del andlisis incluyeron una
presion de 25 mbar y 30 kV de potencial. Los datos de la fuente de ionizacién por ESI
se adquirieron en modo de ion positivo a una velocidad de barrido de exploracién de 1.0
espectro/s y con un rango de escaneo de masas de 74 a 1000 m/z. El liquido auxiliar
(SL) que consiste en una mezcla 50:50 de metanol/agua y 10 yL de los estandares de
masas de referencia (0.25 pM purina, (m/z 121.0509) + 0.25 yM HP-0921 (m/z
922.0098) fue usado con un flujo de 0.6 mL/min (divisiéon 1:100). La temperatura del gas
de secado se mantuvo a 200 °C con una tasa de flujo de 10 L/min; la presién del
nebulizador se fij6 a 10 psig, el voltaje a 3500 V, el voltaje del fragmentor a 125 V y el
skimmer a 65 V (33).

Los iones producto gue nos permitieron la confirmacién de la anotacion tentativa
del metabolito fueron obtenidos fragmentando las moléculas en la fuente de ionizacion
(ISF) (36, 37). Las muestras se analizaron nuevamente utilizando las mismas
condiciones de analisis salvo el voltaje del fragmentor que fue incrementado hasta los
200 V permitiendo la fragmentacion de las moléculas en la fuente ESI. Esto otorgd
informacion adicional muy til a la hora de elucidar la estructura de las moléculas con la

informacion proporcionada por un analizador de masas sencillo (38).

e Analisis no dirigido de muestras de plasma por LC-MS

La precipitacion de proteinas y la extraccion de metabolitos se realizé mezclando
100 pL de plasma con 300 pL de una mezcla fria (—20 °C) de metanol y etanol (1:1, v/v).

La mezcla se agitdé en un vortex durante 1 min, se dejo reposar durante 5 min en hielo y
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se centrifug6 a 16000 x g por 20 min a 4 °C. El sobrenadante se transfirié directamente
a un vial de LC para su analisis.

El andlisis LC-MS se realiz6 utilizando un sistema UHPLC serie 1290 Infinity I
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) acoplado a un analizador cuadrupolo-
tiempo de vuelo, QTOF/MS (6545), adquiriendo en modo de ion positivo y negativo,
respectivamente. El andlisis se llevé a cabo como ha sido descrito anteriormente (34).
Para la separacién de los metabolitos, se inyecté 0.5 yL de muestra en una columna
Zorbax Extended-C18 Rapid Resolution (Agilent Technologies, 2.1 mm x 50 mm, 1.8
pm) manteniendo la temperatura a 60 °C. El flujo se fijé en 0.6 mL/min con una fase
movil compuesta por (A) 0.1% de acido férmico en agua y (B) 0.1% de acido férmico en
acetonitrilo. El gradiente de elucidon cromatografico comenzé con un 5% de B durante el
primer minuto, incrementado hasta el 80% de B en el minuto 6.0. Posteriormente se
alcanzo el 100% de B en el minuto 11.5 volviendo a las condiciones iniciales en 0.5 min
y permitiendo el reequilibrio hasta el minuto 15.0 (34).

Los datos de la fuente de ionizacion ESI se adquirieron en modo de ion positivo
y negativo, en andlisis independientes, con el escaneo completo de masas en la
deteccién por MS en el rango de m/z de 100 a 1000, y de m/z de 40 a 1000 para el
analisis MS y el MS/MS, respectivamente.

El voltaje del capilar se establecié en 3000 V con una velocidad de barrido de
exploracion de 1.5 espectros/s para ESI(+) y 4000 V con 1.0 espectros/s para ESI(-). El
caudal del gas de secado fue de 12 L/min a 250 °C y la presion del nebulizador de gas
52.0 psi. Para mejorar la ionizacion se aplicé un calentamiento adicional usando gas
auxiliar calentado hasta los 370 °C con un flujo de 11 L/min.

El andlisis de MS/MS fue llevado a cabo manteniendo las mismas condiciones
cromatogréficas y espectrométricas empleadas en el analisis inicial. De acuerdo con la
masa exacta y el tiempo de retencién determinados a priori, los iones de interés fueron
seleccionados segun su m/z (iones precursores) y fragmentados por el método de
disociacién inducida por colision (CID) con una ventana de error estrecha (aprox. 1.3
Da).

Dos masas de referencia fueron analizadas continuamente en el sistema durante
todo el tiempo de analisis para permitir la correccion constante de la masa. Estos iones
de referencia fueron la purina protonada (m/z = 121.0509) y HP-0921 (m/z = 922.0097)
para ESI(+), mientras que para ESI(-) fueron el anion de TFA con la pérdida de un
proton (m/z = 112.9856) y el aducto de formiato del HP-0921 (m/z = 966.0007).
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e Andlisis no dirigido de muestras de plasma por GC-MS

Para el tratamiento de muestra de esta plataforma se procedié inicialmente con
la precipitacidn proteica a través del tratamiento con acetonitrilo frio en proporcion (1:3),
agitado-mezclado durante 2 min y se dejaron reposar en hielo durante 5 min. Las
muestras fueron centrifugadas (15400 x g, 10 min, 4 °C) lo que permitio aislar la fraccién
de metabolitos. Del sobrenadante resultante, 100 pL fueron transferidos a un vial de GC
y evaporados completamente a sequedad (concentrador SpeedVac, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) para afiadir a continuacion a cada vial 10 pL de
clorhidrato de O-metoxiamina en piridina (15 mg/mL) y agitar vigorosamente durante 1
min. La reaccibn de metoximacién se llevé a cabo a temperatura ambiente bajo
oscuridad durante 16 h. Posteriormente se afiadi6 10 pL de N, O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) con 1% de trimetilclorosilano (TMCS) como
catalizador adicional y se mezclaron utilizando vortex durante 5 min. Los viales
encapsulados fueron calentados en un horno a 70 °C durante 1 h para completar la
sililacion. Finalmente, se agregaron 100 uL de heptano que contenia 10 ppm del ester
metilico C18:0 utilizado como patrén interno (IS) y se mezclaron en un vortex antes de
su andlisis (35).

El andlisis de GC-MS se realizé en un sistema GC (Agilent Technologies 7890A)
acoplado a un espectrometro de masas de cuadrupolo sencillo con un detector de triple
eje (5975C, Agilent Technologies). Dos microlitros (2 pL) de la muestra de plasma
derivatizada fueron automaticamente inyectados a través del inyector (Agilent 7693) en
modo split (radio de divisién 1:10) en una columna GC DB5-MS (30 m de longitud, 0.25
mm de diametro interno, 0.25 ym de pelicula de 95% dimetil / 5% difenilpolisiloxano)
con una precolumna integrada (10 m J&W, Agilent). La divisién del flujo se realizé en el
interior de una guia de lana de vidrio desactivada (Restek 20782, Bellefonte, PA, EE.
UU). El flujo del gas portador (He) se fij6 tras realizar el bloqueo en el tiempo de
retencion (Retention Time Locking, RTL) a aproximadamente 1 mL/min, con una
temperatura del inyector y de la linea de transferencia de 250 °C y 280 °C,
respectivamente. El gradiente de temperatura se programé de la siguiente manera: la
temperatura inicial del horno fue fijada a 60 °C y se mantuvo durante 1 min, aumentada
hasta los 325 °C a razén de 10 °C/min y mantenida a esta temperatura durante 10 min
antes de comenzar el enfriado para la proxima inyeccion. La deteccion de MS se realiz6
en el modo de ionizacién de impacto electronico (El) con una energia de =70 eV y 230
°C en la fuente de filamento. Los espectros de masas se adquirieron en el rango de m/z

50 — 600 a una velocidad de 2 espectros/s. Al inicio del andlisis se hicieron varias
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inyecciones de IS, una mezcla estdndar de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME
C8-C30) y una mezcla de alcanos (C8-C28) disuelta en hexano para la determinacion
del indice de retencion (RI). Para la adquisicion de los datos se utilizé Agilent MSD
ChemsStation Software (Agilent Technologies).

El andlisis para cada plataforma empleada se llevo a cabo aleatorizando el orden
de inyeccién de las muestras. También fueron incluidas varias réplicas de una mezcla
homogénea que contiene una pequefa cantidad de todas las muestras (controles de
calidad, QC). Estos QCs siguieron el mismo procedimiento aplicado para las muestras
experimentales segun la plataforma de andlisis y fueron analizados en un conjunto inicial
de 10 inyecciones para equilibrar el sistema y, cada 10 muestras de estudio
proporcionando una medida de la estabilidad del andlisis, y del rendimiento y la
reproducibilidad del procedimiento del tratamiento de muestra (39). En el caso de
CE-MS y LC-MS, se utiliz6 una Gnica muestra de QC, mientras que para GC-MS se
prepararon muestras de QC independientes.

2.3 Procesado de los datos

Los datos adquiridos se procesaron segun la plataforma empleada para el
analisis. Asi, los datos obtenidos a través de CE-MS fueron procesados para obtener
la estructura y el formato apropiado utilizando el software MassHunter Profinder
(B.08.00, Agilent Technologies). Inicialmente se llevd a cabo el analisis de extraccion de
caracteristicas moleculares (MFE) para limpiar el ruido de fondo y los iones no
relacionados. Este algoritmo permitié encontrar los aductos coeluyentes (+H*, +Na* y la
perdida neutra de agua) de cada entidad quimica con el alineamiento de las muestras
usando la masa y el tiempo de retencién creando el espectro conjunto final para esa
entidad quimica. En el siguiente paso se procedié con la reextraccion de las
caracteristicas moleculares por conjunto completo (RFE) a través de la busqueda por
ion (Fbl) con una lista final de compuestos de mejor calidad. Los compuestos
encontrados en las diferentes muestras se alinearon utilizando una ventana de tiempo
de retencion de 10% + 2 min y una ventana de masa de 20 ppm + 2.0 mDa. La altura
minima se fij6 en 600 cuentas con el filtrado de las caracteristicas presentes en al menos
el 75% de las muestras de al menos un grupo. Esto gener6 una lista final de grupos de
compuestos que fue inspeccionada minuciosamente en todas las muestras para
verificar la correcta integracion de los iones extraidos.

Los datos procedentes del andlisis por LC-MS se reprocesaron por medio del

software MassHunter Qualitative (B.06.00, Agilent Software) a través del algoritmo de
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extraccion de caracteristicas moleculares (MFE) creando una lista final de posibles
componentes. El reprocesado de datos fuera de linea por DA Reprocessor Offline
Utilities B.05.00 (Agilent) permitié encontrar los aductos coeluyentes de una misma
caracteristica, iones como [M]*, [M+H]" y [M+Na]® en modo de ionizacion positiva,
[M=H]7, [M+HCOOH-H]", [M+CI] en modo negativo y, pérdida neutra de agua en ambas
polaridades. Por altimo, utilizando el software Mass Profiler Professional (B.14.9 Agilent
Software) los datos se alinearon y filtraron. Los compuestos encontrados en las
diferentes muestras se alinearon utilizando una ventana de tiempo de retencién de 0.5%
+ 0.15 min y una ventana de masa de 15 ppm = 2.0 mDa y se mantuvieron los
compuestos comunes encontrados en al menos el 75% de las muestras QCs.

El tratamiento de datos de GC-MS comenzé con la inspeccion exhaustiva de
todos los cromatogramas de iones totales (TIC) obtenidos durante el andlisis completo
para examinar la calidad general del rendimiento analitico. Los datos sin procesar se
convirtieron al formato apropiado para el analisis cuantitativo utilizando el software
MassHunter Workstation GC-MS Translator (B.04.01). Posteriormente, se emple6
Agilent MassHunter Unknowns Analysis Tool B.07.00 para la deconvolucion espectral
de masas automatica y la identificacion de los compuestos que coeluyen de acuerdo
con sus indices (RI) y tiempos de retencién (RT). Estos tiempos de retencién de las
muestras se obtuvieron del ajuste realizado con los datos de calibracién procedentes
del andlisis de la solucion estdndar FAME C8-C30. La identificacion se realizd mediante
la busqueda en dos bibliotecas especificas: Fiehn, version 2008, y la biblioteca interna
de espectros en muestras de plasma del CEMBIO basada en las librerias de Fiehn y
NIST (National Institute of Standards and Technology, version 2014), usando los propios
estandares. Para lograr la asignacion de esta identidad se compararon sus indices de
retencién y tiempos de retencién, ademas del espectro experimental extraido tras la
deconvolucién con el tedrico incluido en las bibliotecas. Los compuestos a los que no
fue asignada una identidad se intentaron identificar comparando sus patrones de
fragmentacion de masa con la biblioteca NIST 2014 a través del software MassHunter
Qualitative (B.06.00, Agilent Software).

Tras esto, los datos se alinearon con MassProfiler Professional (B.14.9 Agilent
Software) y se exportaron a Agilent MassHunter Quantitative Analysis (B.07.00) para la
asignacion de los iones objetivo y, obtener la abundancia de los compuestos tras la
inspeccion de la integracion correcta de los picos. Finalmente se generé la matriz de

datos con la abundancia final de cada metabolito.
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Para garantizar mediciones vdlidas, las matrices de datos obtenidas tras el
reprocesamiento para cada una de las plataforma se filtraron de acuerdo con la variaciéon
en la abundancia de los QCs, expresada como desviacion estandar relativa (RSD), y

solo se mantuvieron aquellos con RSD < 30%.

2.4 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos, la sustitucién de los valores que faltan
en las matrices de CE-MS y LC-MS fue lo primero que se realizd. Durante el
reprocesado de los datos se generan valores perdidos debido a los algoritmos MFE y
Fbl y, para reemplazarlos, se utilizé6 una funcion matematica llamada “vecinos mas
cercanos” o kNN (del inglés, k-nearest neighbors). Este algoritmo permite estimar el
valor perdido comparando la similitud del perfil con las muestras cercanas o vecinos del
grupo al que pertenecen (40).

Inicialmente para todas las plataformas, con el andlisis multivariante no
supervisado de los datos (PCA) se observaron tendencias basadas en el orden de
inyeccion que fueron corregidas con el algoritmo QC-SVRC (Quality Control and Support
Vector Regression Correction) (41). Este algoritmo corrige la deriva instrumental
ocurrida durante el andlisis de una secuencia de muestras utilizando los datos de los
QCs. Estas variaciones en la respuesta instrumental son inevitables en el analisis de
secuencias de muestras de gran tamafio y su ajuste requiere de estrategias de
correccion de la sefial. Los tres hiperparametros que determinan la precision de la
eliminacién de los efectos de secuencia fueron: i) el umbral de tolerancia (€) 5% de la
mediana de distribucién de los valores de los QC; ii) el término de penalizacién (C),
mediana de la distribucién de muestras QC vy iii) el ancho de kernel (y), logspace (0.3),
20 valores. Tras la correccién de la deriva, los datos se sometieron al procedimiento de
garantia de calidad (QA), estudio de la distribucién normal de los datos por las pruebas
de Kolmogérov-Smirnov-Lilliefors y Shapiro-Wilk y la prueba de Levene para la relacion
de varianza, para cada plataforma. Para determinar la significacion estadistica de cada
metabolito por separado, se evaluaron las diferencias entre los individuos NET y del
grupo no-cancer aplicando la prueba t de Student (valor de p < 0.05) utilizando MATLAB
(R2015a, MathWorks). Ademaés, se aplicO el método de correccion multiple de
Benjamini-Hochberg a todos los valores de p para controlar la tasa de falsos positivos
en el nivel a = 0.05.

El andlisis multivariante se realiz6 mediante el software SIMCA 15.0 (Sartorius

Stedim Biotech) que permite la visualizacion de la matriz de datos completa v,
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comprobar el rendimiento y la calidad de los datos obtenidos a partir de cada plataforma.
El método no supervisado, PCA, se utilizé para observar el agrupamiento espontaneo
de las muestras y la deteccién de muestras atipicas, “outliers”. Métodos supervisados
como son el analisis discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) vy el
ortogonal por minimos cuadrados parciales (OPLS-DA) fueron construidos usando este
software. Tras obtener el modelo OPLS-DA se construyeron los intervalos de confianza
del diagrama S (S-plot), herramienta (til para seleccionar grupos de metabolitos
diferenciadores. De igual manera, los diagramas Volcano (Volcano plots) permiten su
aplicacion para la seleccién de variables con la representacion combinada de la
importancia de la variable en la proyeccién (VIP) y el coeficiente de correlacién, p(corr)
(42).

La calidad de los modelos construidos viene proporcionada por los valores de R?
(bondad de explicacién del modelo) y Q? (bondad de prediccion del modelo) que
proporciona el software. Los modelos OPLS-DA para cada plataforma (CE-MS,
LC-MS/ESI(+), LC-MS/ESI(-) y GC-MS) fueron validados mediante 999
permutaciones con la respuesta de la prueba de permutaciones. Esta prueba evalla si
la clasificacibn especifica de los individuos en los dos grupos disefiados es
significativamente mejor que cualquiera otra clasificacién aleatoria en dos grupos
arbitrarios, comprobando la validez y el grado de sobreajuste de los modelos. Cuando
los datos del “eje y” se permutan aleatoriamente, se compara la distribuciéon de R? y Q?
con los valores obtenidos de los datos originales (no perturbados), al mismo tiempo que
los datos de “x” permanecen intactos. El grafico de validacion resultante representa en
el “eje y” los valores de R? y Q? de los modelos originales y permutados mientras que el
“eje x” representa los valores de los coeficientes de correlacion entre ambos modelos.
Los puntos se ajustaron a través de una recta de regresion vy, la validez del modelo
implica la distribucién de R? y Q? en el modelo original con valores mas altos que los
resultantes de los modelos permutados (43).

Por otra parte, calculando el porcentaje de cambio se inspecciond la distribucion
de cada variable entre los grupos. Esta variacién se hall6 calculando el promedio de
cada compuesto por grupo de muestras de la siguiente forma: (Promedio del grupo de

casos — Promedio del grupo control) / Promedio del grupo control, en %.

2.5 Anotacioén e identificacion de los metabolitos

En el caso de los resultados para CE-MS y LC-MS, se comenz6 con una

anotacion tentativa de las sefiales mediante la herramienta CEU Mass Mediator (44),
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basada en el m/z de los compuestos que presentaban diferencias significativas en la
separacion por grupos. Esta anotacién incluyd, ademas de la coincidencia de masa
precisa con el error de masa establecido en 10 ppm para LC-MS y 20 ppm para CE-MS,
la determinacién de la distribucion isotépica y la verificacibn manual de los posibles
iones y aductos. Para CE-MS, se complementd la anotacién comprobando el tiempo de
migracién relativo, relacién entre el tiempo de retencion del metabolito y el del IS, y los
fragmentos, dimeros o artefactos del conjunto de datos fueron eliminados (36).

Para confirmar esas anotaciones se utilizé la informacion proporcionada de
espectros de fragmentaciébn en fuente y de disociacion inducida por colision
(espectrometria de masas en tandem), para CE-MS y LC-MS respectivamente.

Los espectros obtenidos con un elevado valor de voltaje del fragmentor (200 V)
fueron estudiados para identificar patrones caracteristicos de fragmentacion de la fuente
de iones en CE-MS, con la ayuda de la base de datos interna creada por el CEMBIO.
Esta base de datos incluye 515 fragmentos junto con sus iones, aductos y multimeros,
disponible en CEU Mass Mediator (http://ceumass.eps.uspceu.es/) (44, 45), ademas de
una biblioteca de tiempos de migracion relativa.

El andlisis LC-MS/MS se realizé repitiendo el experimento con las mismas
condiciones cromatograficas y espectrométricas, dirigiendo la fragmentacion con los
valores de m/z y de RT del compuesto de interés que se desea fragmentar para su
identificacion (ion precursor) y, usando una ventana de aislamiento estrecha en el
cuadrupolo, Q (aprox.1.3 Da). Se aplicaron diferentes energias de colision fija (20 y 40
eV) a los iones precursores en analisis independientes para obtener espectros
especificos de MS/MS. Con estos resultados se procedid a la identificacion de cada
metabolito con la interpretacibn manual de los espectros de fragmentacién. La
comparacion de los patrones de fragmentacién en base al mecanismo de fragmentacion
caracteristico y las diferencias de masa, se realiz6, cuando fue posible, con la
informacion disponible de espectros MS/MS de estandares analizados por el grupo o, a
través de la correspondencia espectral con los espectros disponibles en la base de datos
de Metlin (https://metlin.scripps.edu/) (46) y la fragmentacién in silico para la

identificacion asistida en MetFrag (https://msbi.ipb-halle.de/MetFrag/) (47).

2.6 Interpretacion biologica

Finalmente, con los datos de los metabolitos identificados con un nivel 2 de
confianza se estudid la interpretacién funcional de estos resultados mediante la

plataforma online MetaboAnalyst 4.0 (https://www.metaboanalyst.ca/). Esta herramienta
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expone a través de distintos analisis y graficos, los cambios mas representativos de la
distincion entre grupos o las posibles rutas metabdlicas implicadas, entre otros (48).
Aunqgue esto, no siempre es suficiente y, se debe recurrir a la literatura publicada para
poder dar una explicacién a los cambios observados y a la relacion de esas rutas
alteradas con la patologia.

Con este propésito se construyd un “heatmap”, analisis que convierte una matriz
de datos numérica en el correspondiente mapa de color en 2D proporcionando un
resumen intuitivo de los datos obtenidos. Asimismo, se realiz6 el andlisis de las rutas
metabdlicas, que proporcion6 una vision del metaboloma destacando que vias
metabdlicas se encuentran significativamente modificadas o, que metabolitos tienen
mayor impacto en la ruta.

Los metabolitos discriminantes se clasificaron por clases bioquimicas y por su
relacion con vias moleculares especificas (apoptosis, ciclo celular, angiogénesis, via
MTOR, efecto Warburg, estrés oxidativo, metabolismo del triptéfano, metabolismo del
colageno, metabolismo de la carnitina, ciclo de la metionina, metabolismo del acido
araquidonico, ciclo de la urea, poliaminas y metabolismo del grupo hemo). Con el fin de
refinar la identificacion de las vias moleculares aberrantes en pacientes NET, se
analizaron los datos mediante el analisis de la ruta del metabolito (MPA) y el analisis de
enriguecimiento del conjunto de metabolitos (MSEA) utilizando la plataforma
MetaboAnalyst 4.0. Las bases de datos de referencia empleadas fueron KEGG homo
sapiens (https://www.genome.jp/kegg/)(octubre de 2019) y SMPD (https://smpdb.ca/)
(49, 50).

2.7 Analisis de los datos clinicos y moleculares

Para evaluar el potencial diagnéstico de los metabolitos, se construyeron vy
estudiaron las curvas de las caracteristicas operativas del receptor (ROC) y el area bajo
la curva (AUC), y se calcularon los valores de sensibilidad y especificidad (segun el
indice de Youden) (51). Las asociaciones de las caracteristicas clinicas relevantes
(edad, sexo, IMC, glucemia y niveles plasmaticos de creatinina) y los medicamentos
concomitantes comunes seleccionados por su supuesta influencia en la metabolémica
(Tabla 2) se evaluaron para obtener los metabolitos con un valor de AUC > 0.85,
utilizando la prueba exacta de Fisher, prueba chi-cuadrado o de correlaciéon de Pearson,
segun corresponda (p < 0.05 se consideraron significativos). A continuaciéon, se
construyeron los modelos de regresion logistica (LRM) para cada metabolito ajustando

por edad, sexo, glucemia, niveles plasméticos de creatinina y medicacion significativa
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del paciente, seleccionados a partir del analisis de asociacion. Los metabolitos con AUC
> 0.85 se consideraron como posibles biomarcadores. Ademas, metabolitos
diferenciales de los modelos OPLS-DA con VIP > 1.0 y |p (corr)] > 0.5 también se
consideraron como posibles biomarcadores.

Adicionalmente, se realizaron heatmaps con el valor l1og10 de los niveles de cada
metabolito en muestras de plasma. Se llev6 a cabo una agrupacién jerarquica no
supervisada para metabolitos y muestras utilizando la correlacién de Pearson y el
promedio como método de vinculacién. Ambos se realizaron utilizando el software
Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus/) (Broad Institute, consultado el
18 de diciembre de 2020).

2.8 Andlisis dirigido para la validacion analitica de los biomarcadores candidatos

Con el objetivo de confirmar la identidad y cuantificar los potenciales
biomarcadores, se realiz6 un andlisis dirigido mediante LC-QqQ/MS.

e Preparacion de estandares

Los estandares comerciales utilizados se resumen en la Tabla 3. Cada
compuesto se pesd independientemente y el polvo correspondiente se disolvio en el
volumen requerido del disolvente elegido para dar una solucién madre de 100 ug/ml que
se almacend a —20 °C. Las soluciones de trabajo se prepararon diluyendo las soluciones
madre de cada compuesto a 10 pug/ml en el disolvente correspondiente. Ademas, se
prepararon dos mezclas de compuestos, de concentraciéon 10 pg/mL de cada uno de
ellos, segln su solubilidad en solvente acuoso o en solvente organico (MeOH/EtOH
(1:1)). Para preparar la serie de diluciones de calibraciéon, se diluyé la mezcla acuosa
que contenia arginina, metiladenosina, biliverdina y bilirrubina a 6 niveles de
concentracion diferentes (desde 1 ng/ml a 1 pg/ml). De la misma forma, se utilizo la
mezcla organica que contenia acido  5-hidroxiindolacético, é&cido  3-
hidroxidodecanodioico, linoleoilcarnitina, oleoilcarnitina, esfingosina-1-fosfato, acido 3-
hidroxidodecanoico, HETE, acido ursodesoxicolico y acido ursodesoxicolico 3-sulfato

para la preparacion de las diluciones secuenciales (desde 1 ng/ml a 1 pg/ml).
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Tabla 3. Estandares con su pureza, la marca y la casa comercial correspondiente que lo

distribuye utilizados para el andlisis dirigido de posibles biomarcadores en NET.

Compuesto

Marca

Casa comercial

Rigueza

Arginine

SIGMA ALDRICH

Merck Life Science S.L. Calle
Maria de Molina 40 E-28006
MADRID

>98%

Biliverdin

SIGMA ALDRICH

Merck Life Science S.L. Calle
Maria de Molina 40 E-28006
MADRID

297%

Linoleoylcarnitine

SIGMA ALDRICH

Merck Life Science S.L. Calle
Maria de Molina 40 E-28006
MADRID

295%

5-Hydroxyindoleacetic acid

Acros Organics

Fisher Scientific One Reagent
Lane Fair Lawn, NJ 07410

299%

3-Hydroxydodecanoic acid

SIGMA ALDRICH

Merck Life Science S.L. Calle
Maria de Molina 40 E-28006
MADRID

299%

Bilirubin

SIGMA ALDRICH

Merck Life Science S.L. Calle
Maria de Molina 40 E-28006
MADRID

295%

1-Methyladenosine

Cayman Chemical
Company

Cayman Chemical Company
1180 E. Ellsworth Rd. Ann Arbor,
Ml 48108

298%

15-HETE

Avanti Polar Lipids,
INC

700 Industrial Park Drive
Alabaster, Al 35007 United States
of America

299%

Sphingosine-1-phosphate

SIGMA ALDRICH

Merck Life Science S.L. Calle
Maria de Molina 40 E-28006
MADRID

298%

3-Hydroxydodecanedioic
acid

Toronto Research
Chemicals

Toronto Research Chemicals 2
Brisbane Road Toronto, ON M3J
2J8 CANADA

93%

Ursodeoxycholic acid 3-
sulfate

SIGMA ALDRICH

Merck Life Science S.L. Calle
Maria de Molina 40 E-28006
MADRID

298%

Oleoylcarnitine

Larodan AB

Larodan AB Karolinska Institutet
Science Park Retzius vag 8 SE-
171 65 SOLNA Sweden

297%

Ursodeoxycholic acid

SIGMA ALDRICH

Merck Life Science S.L. Calle
Maria de Molina 40 E-28006
MADRID

299%
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e Preparacion de la muestra

Las muestras de plasma de 76 casos y 68 controles se prepararon utilizando el

mismo protocolo utilizado para el andlisis no dirigido mediante LC-MS (34).

e Optimizacion del método HPLC QqQ-MS/MS

El analisis de validacion se realizo en un sistema Agilent 1290 Infinity UHPLC
(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) junto con un espectrometro de masas de
triple cuadrupolo QqQ Agilent 6460 con una fuente de ionizacién por electrospray (ESI).
En el método final, la separacion cromatogréfica de los compuestos se logré con una
columna Zorbax C8 Eclipse Plus (Agilent Technologies, 2.1 x 150 mm, 1.8 um)
termostatizada a 55 °C.

Para garantizar el mejor rendimiento del sistema LC-MS para metabolitos
individuales, se llevo a cabo la optimizacion con respecto a las condiciones de LC y los
parametros relacionados con MS. Las condiciones dependientes de LC se optimizaron
probando multiples gradientes de elucién de fase movil, velocidad de flujo y adicién de
aditivos a la fase mévil organica.

Para los analitos individuales, los pardmetros de MS fueron ajustados por Agilent
MassHunter Optimizer (version de software B.07.00), ademas de por la informacion
recogida de la revision bibliogréfica, utilizando estandares individuales como referencia.
MassHunter Optimizer optimiz6 automaticamente los parametros de adquisicion de
datos para el modo MRM (monitoreo de reacciones multiples). Se automatiz6 la
seleccién de los mejores iones precursores, la optimizacion del voltaje del fragmento
para cada ion precursor, la seleccién de los mejores iones producto y la optimizacién de
los valores de energia de colisiébn de cada transicion para una lista de compuestos
especificados.

Siempre que fue posible, se identificaron dos de las transiciones ionicas
precursor-producto mas intensas, la transicion con mayor respuesta se seleccioné como

ion cuantificador, mientras que la otra fue seleccionada como ion cualificador.

e Condiciones de analisis LC-MS optimizadas e identificaciébn de compuestos

Tras la optimizacion completa del sistema LC-MS, la fase movil binaria
seleccionada consistio en la fase A (0.1% &cido férmico en agua) y la fase B (0.1% &cido
férmico y 10% iPrOH en ACN). El flujo utilizado se ajust6é a 0.6 mL/min y el volumen de

inyeccion fue de 1.00 pL para todos los estandares y muestras estudiadas. El gradiente
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de LC se ajustd finalmente para obtener la separacion cromatografica mas eficaz
reduciendo el tiempo de ejecucidn total.

El gradiente cromatografico comenzo6 con un 3% de fase B, aumentando hasta
un 4% de B en el minuto 0.75. A continuacion, el gradiente crecié hasta un 45% de B en
el minuto 0.85 y se mantuvo hasta el minuto 1.80. Se aplicé otro incremento al 79% B
en el minuto 1.90, manteniendo este porcentaje hasta el minuto 3.40. En 0.10 minutos,
subi6 a 100% B y se mantuvo hasta el minuto 5.00. Finalmente, se volvié a la condicién
de partida en 0.10 min permitiendo el reequilibrio hasta el minuto 6.00. La adquisicion
de datos espectrales de masas se realiz6 en polaridad positiva (ESI+) y negativa (ESI-)
segun la transicién elegida para cada metabolito, y el modo de monitoreo dinamico de
reacciones multiples (dAMRM). El voltaje del capilar se fij6 en 4000 V para el modo de
ionizacion positivo y 3500 V para el modo de ionizacion negativo; el caudal de gas de
secado fue de 8 L/min a 200 °C, la presion del gas del nebulizador a 50 psi, el flujo de
gas auxiliar en 8 L/min y la temperatura a 250 °C.

El sistema se optimiz6 en modo MRM dindmico; el ion precursor de cada
compuesto se aislé mediante el primer cuadrupolo, se fragmenté en la celda de colision,
y el tercer cuadrupolo seleccioné los fragmentos mas caracteristicos. Se monitorizaron
las transiciones especificas para cada analito ajustando la energia de colisién, el voltaje
del fragmento, el voltaje del acelerador celular y el delta de tiempo de retencién durante
1 min con un tiempo de permanencia de 100 ms para todos ellos.

La identificacién de los metabolitos se logr6 comparando sus transiciones de
pares de iones precursor-producto MRM (tanto cuantificador como cualificador) y los
tiempos de retencibn con los de los estandares individuales analizados. La
cuantificacion se llevé a cabo con curvas de calibracion establecidas utilizando el area

del pico del analito de los iones cuantificadores.

e Validacion y calibracién de métodos

La secuencia analitica consistio en el conjunto de calibracion de ambas mezclas
estandar (acuosa y organica) al comienzo y al final de la secuencia. Durante el
experimento también se inyectaron diferentes concentraciones de la mezcla estandar
para monitorizar el andlisis. Las muestras biologicas fueron analizadas aleatoriamente.
Las mezclas de calibracién se prepararon con 6 niveles de concentracion diferentes con
un amplio rango debido a los distintos niveles de concentracion de analitos individuales
en las diferentes muestras biologicas. Las curvas de calibracidn se construyeron

mediante regresion lineal y los origenes no se forzaron a pasar por cero, siempre que
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fue posible. Para evaluar el ajuste de las curvas, se calcularon los coeficientes de

correlacion (r).

e Tratamiento de datos y analisis estadistico

El control del sistema durante el analisis y la revisién inicial del cromatograma se
realizé con el software Agilent MassHunter Qualitative (version B.08.00). El reprocesado
de datos se llevd a cabo utilizando Agilent MassHunter Quantitative QqQ (version
B.09.00). Los metabolitos fueron semicuantificados segun el factor de respuesta de la
curva de calibracion respectiva. La normalidad de los datos de la matriz generada se
prob6é mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors y Shapiro-Wilk. Tras el
procesamiento de los datos se realizé un analisis estadistico para evaluar las diferencias
en la comparacion de casos NET frente a individuos sin cancer mediante la aplicacion
de la prueba t de Student (valor de p < 0.05) utilizando MATLAB (R2015a, MathWorks).

3. Resultados

En lo referente a las muestras empleadas en el estudio se recogieron datos de
los pacientes procedentes tanto de sus historias clinicas como variables
histopatoldgicas determinadas en el grupo con cancer (Tabla 4). Si nos fijamos en la
localizacién del tumor, el intestino delgado fue la categoria predominante y el 66% de
los pacientes presentaron unos niveles plasmaticos de cromogranina A dos veces
mayores al limite superior de normalidad (ULN). En torno al 30% de los NETs fueron
clasificados como “tumores funcionantes” los cuales producen sindrome carcinoide y un
66% present6 grado histopatolégico 2. Como se comentd anteriormente, las células
neuroendocrinas han sido descritas y estudiadas en multiples sistemas organicos, pero
presentan mayor frecuencia en érganos como el tracto gastrointestinal (~65%) y los
pulmones (~25%). La habilidad de una parte de este tipo de tumores para producir y
secretar aminas u hormonas peptidicas provoca el sindrome carcinoide, pudiendo
perjudicar gravemente en la calidad de vida y pronéstico de los pacientes. Cuando el
tumor es clasificado como no funcionante, sin sintomatologia de tipo productor, los
niveles plasmaticos de CgA son Utiles para el diagndstico y seguimiento de tumores
neuroendocrinos gastroenteropancreaticos (pancreas y tubo digestivo). La clasificacion
propuesta segun el grado histopatologico se basa en las tasas de proliferacion y
presenta rangos numeéricos especificos del recuento mitético y el indice de proliferacion
Ki67 (52).
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas, bioquimicas y patoldgicas de la poblacion con NET (n=77).

Sindrome carcinoide (tumor funcionante)

positivo 24 (31%)
negativo 51 (66%)
no dato 2 (3%)
Localizacion tumor lario
Colorectal 8 (10%)
Intestino delgado 43 (56%)
Pulmén 18 (24%)
Otros 7 (9%)
no dato 1 (1%)
Grado histopatoldgico
Gl 26 (34%)
G2 51 (66%)

Cromogranina A basal

valor > 2 xULN

positivo 51 (66%)

negativo 26 (34%)

5-Hidroxi-indolacético (orina basal)
valor > 2xULN

positivo 39 (51%)

negativo 38 (49%)

ULN: del inglés Upper Limit of Normal, limite superior normal; G: grado

Con el fin de asegurar el cumplimiento de la hipétesis en un estudio
metabolémico, donde los niveles de los metabolitos obtenidos evidencien el estado
biol6gico del sistema bajo estudio, se siguieron una serie de estrategias que ofrecian la
calidad requerida y nos permitieron obtener resultados minimizando cualquier fuente de
variacion que no estuviese relacionada con la naturaleza biolégica de las muestras. Esto
fue posible con la inclusiébn de muestras “control de calidad”, QC, que permitieron el
acondicionado inicial del equipo, ademas de blancos de muestras y estrategias de
limpieza entre inyecciones, asi como el andlisis de estas mezclas de muestras, QC,
durante la secuencia.

Asimismo, se incorporaron diferentes IS a las muestras, QC y blancos, en
diferentes etapas del procesado de las muestras, por ejemplo, durante la
homogenizacion y extraccion de los metabolitos, durante la preparacion de las muestras

para el analisis CE-MS, o durante la preparacion y derivatizacion de las muestras en
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GC-MS. Estos IS proporcionan informacién crucial para el seguimiento del proceso de
extraccion del metaboloma durante la preparacibn de muestras, seguimiento de la
reaccién de derivatizacion en GC-MS, o la supervision de la robustez en el analisis de
separacion (tiempos de retencién y forma del pico) y deteccion (area del pico y exactitud
de masa).

Los blancos de muestras, procesados de igual forma que las muestras, pero sin
contenido biologico, permiten detectar cualquier contaminante proveniente del
tratamiento de muestra o del andlisis y, asi, eliminarlo. Por su parte, con los QC, nos
aseguramos un equilibrado inicial del sistema y el correcto funcionamiento del equipo
durante el seguimiento del andlisis a lo largo de la secuencia.

Los datos obtenidos tras el alineamiento y el filtrado se usaron para el andlisis
multivariante no supervisado (PCA) que permitié verificar la distribucion de los QCs en
cada técnica. El agrupamiento espontaneo de este grupo de muestras se puede ver en
la Figura 1, lo que reflejo la estabilidad del sistema vy, el rendimiento y reproducibilidad
de los procedimientos empleados en el tratamiento de muestra.
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Figura 1. Analisis multivariantes no supervisado con los modelos PCA-X generados del analisis de los

datos normalizados de los QC y las muestras de estudio (circulo rojo, muestras QC), segun la plataforma
empleada. Valores de R? para t[1] y t[2] de 0.53 para CE-MS, R? = 0.35 para LC-MS/ESI(+), R? = 0.46

para LC-MS/ESI(-), y R? = 0.414 para GC-MS
Posteriormente se fue completando el andlisis multivariante para cada
plataforma. Se construyeron modelos no supervisados para observar el agrupamiento
natural de los grupos casos y controles (Figura 2) junto con los modelos supervisados

PLS-DA y OPLS-DA. Los modelos supervisados PLS-DA de la Figura 3 mostraron una

clara separacion entre grupos.
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Figura 2. Modelo no supervisado PCA-X para el analisis multiplataforma de los dos grupos de estudio
(los circulos rojos representan los individuos NET (n = 77) y, los circulos azules los individuos control (n
= 68)) con una calidad de los valores que explican y predicen el modelo para CE-MS (R? = 0.449, Q2 =
0.298), LC-MS/ESI(+) (R? = 0.393, Q2 = 0.194), LC-MS/ESI(-) (R? = 0.386, Q> = 0.219) y GC-MS (R? =
0.611, Q?=0.352).

Los modelos OPLS-DA se usaron para modelar aquellas diferencias entre
grupos y se validaron usando la prueba de permutacion (Figura 4). En ellos se pudo
observar una clara separacion entre NET y controles para todas las técnicas analiticas
empleadas. Todos los modelos presentaron una diferencia en los valores de R? y Q2
menor de 0.3, y unos valores de Q? elevados lo que refleja la alta calidad de los modelos.
Estos modelos fueron validados mediante la respuesta a la prueba de permutaciones, a
través de 999 permutaciones. Las gréaficas de validacién mostraron valores de Q? en Y
por debajo de 0, ademas que los del modelo permutado era menores que los del modelo

original. Esto indico que el modelo original no ocurre por coincidencia.
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Figura 3. Modelos supervisados PLS-DA construidos del analisis de los dos grupos de estudio (NET (n =
77), circulos rojos, versus controles (n = 68), circulos azules). Valores de los modelos representados para
los datos de CE-MS (R? = 0.872, Q2 = 0.831), datos de LC-MS/ESI(+) (R? = 0.954, Q? = 0.858), datos de
LC-MS/ESI(-) (R? = 0.885, Q% = 0.775) y datos GC-MS (R? = 0.781, Q2 = 0.732).
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Figura 4. En los paneles se muestra los modelos OPLS-DA (circulos rojos, individuos NET (n = 77); circulos
azules, individuos control (n = 68)) y los graficos generados de la prueba de permutaciones de estos modelos
para cada plataforma tras 999 permutaciones. El panel A pertenece a los datos de CE-MS (R?> = 0.872, Q? =
0.843); panel B, datos de LC-MS/ESI(+) (R? = 0.954, Q? = 0.871); panel C, datos de LC-MS/ESI(-) (R? =
0.885, Q2 = 0.788) y panel D, datos de GC-MS (R? = 0.781, Q? = 0.744). Los modelos indican que los
individuos control pudieron ser claramente diferenciados de la mayoria de los individuos NET.
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Como se ha explicado, el estudio de la huella metabdlica se realiz6 mediante el analisis
realizado por las plataformas CE-MS, LC-MS y GC-MS. Tras el reprocesado de datos
para la extraccion de las sefiales, la inspeccion de estas y el filtrado, el conjunto de datos
de CE-MS se redujo a 219 potenciales compuestos. Para el analisis de LC-MS se
obtuvieron tras el reprocesado fuera de linea 1410 potenciales compuestos en polaridad
positiva y 2149 en polaridad negativa. Estos potenciales compuestos de LC-MS, se
inspeccionaron Y filtraron de acuerdo con el RSD de los QCs y el porcentaje de cambio,
obteniéndose 219 y 508, respectivamente. El conjunto de datos de GC-MS mostr6 60
compuestos tras el agrupamiento de los distintos derivados provenientes del mismo
metabolito. El analisis estadistico univariante revelo la significancia estadistica individual
de cada compuesto, que se compararon en cada técnica aplicada, obteniendo 75
potenciales compuestos significativos en CE-MS, 150 en LC-MS/ESI(+), 296 en LC—
MS/ESI(-) y 19 en GC-MS. Estas variables fueron anotadas o identificadas segun lo
descrito en el apartado “Anotacion e identificacion de los metabolitos”, y se muestran en
la Tabla 5, entre otras caracteristicas, el célculo del error de masa medido
experimentalmente comparado con la masa monoisotépica de las bases de datos
(excepto para los obtenidos de GC-MS) o la clase a la cual pertenece. La tabla resumio
aguellos compuestos anotados por la informacion proporcionada por MS1 (nivel 3) y
aguellos identificados por fragmentacién en fuente en CE-MS, MS/MS en LC-MS o
indice de retencién vy libreria espectral de plasma en GC-MS (nivel 2), de acuerdo con
lo establecido en la iniciativa estandarizada de metabolémica (53), ademas de tiempo

de retencién, formula quimica, masa, % de cambio, p valor, p(corr) o VIP.
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Tabla 5. Resumen de los metabolitos anotados estadisticamente significativos discriminantes entre los perfiles plasmaticos de pacientes NET (n = 77) y no-cancer (n = 68),
con sus caracteristicas estadisticas procedentes tanto de UVA como de MVA (porcentaje de cambio, p valor, p(corr) y VIP) y descriptores analiticos (masa experimental y su

desviacién de la tedrica, tiempo de retencion experimental, plataforma analitica en la que se ha detectado, fuente de anotacion, donde DB corresponde al resultado de la

base de datos, nivel de confianza para la anotacion segln la iniciativa de estandares de metabolémica y su correspondiente codigo de la base de datos del metaboloma
humano, HMDB (https://hmdb.ca/)).

Error
ormua VeI L sesecambio puaor peor) vie S Fitsems Puemede Mweide o ioe
(ppm)
Amines
Triethylamine CeHisN 101.1204 10.28 -53 0.0009 0 CE-MS DB 3 HMDB0032539
Amino acids, peptides, and analogues
Arginine CsH14N4O; 174.1131 9.98 243 4.58x10°%° 0.80 2.33 15 Lgﬁl\_ﬂl\sﬂﬁ-) DB 2 HMDB0000517
Argininium(1+) CsH15N4O; 175.1184 11.60 33 0.0496 6 CE-MS DB 3 HMDB0062762
Arg-Val C11H23Ns03 273.1822 9.95 66 0.0004 8 CE-MS DB 3 HMDB0028722
Aspartate C4H7NO4 133.0375 13.80 -32 4.98x103 2 CE-MS DB 2 HMDB0000191
Cys-Gly CsH1oN203S 178.0412 12.19 -29 8.00x10%° 0 CE-MS DB 3 HMDBO0000078
Cys-Gly disulfide CsHi1sN3OsS,  297.0455 12.19 -41 1.39x10% -0.49 1.63 1 CE-MS DB 3 HMDB0000709
Cysteineglutathione disulphide Ci3H2oN408S,  426.0912 13.95 -37 7.40x10°% 8 CE-MS DB 3
Dimethyl-Arginine CsH1sN4O; 202.1428 10.67 25 0.0006 1 CE-MS DB 2 HMDB0001539
GalactosylhydroxyLys C12H24N20g 324.1558 11.49 42 0.0014 8 CE-MS DB 3 HMDB0000600
gamma-Glu-orn * C10H19N30s5 261.1335 11.30 34 0.0103 4 CE-MS DB 3 HMDB0002248
Glu-Ala* CsH14N205 218.0904 14.40 135 4.38x101 1 CE-MS DB 3 HMDB0006248
Glu-Arg C11H21Ns05 303.1554 11.49 87 6.28x10* 0,52 1.55 4 CE-MS DB 3 HMDB0028813
Glu-Asp CoH14N,07 262.0801 3.78 54 0.0036 7 LC-MS(-) MS/MS 2 HMDB0030419
Glu-hyp C10H16N206 260.0993 12.98 37 5.12x10°%" 6 CE-MS DB 3 HMDB0011161
Glu-Lys/€-Glu-Lys C11H21N305 275.1481 12.32 67 1.20x10°° 2 CE-MS DB 3 HMDB0029154




Masa Plataforma Fuentede Nivel de

Compuesto Formula p valor  p(corr) VIP

(3E)) analitica anotacion confianza
Glu-Lys/E-Glu-Lys CuHuN:Os  275.1481 11.37 58 1.55x10°7 2 CE-MS DB 3 HMDB0029155
Glutamine CsHiN,O;  146.0691  1.34 69 0.0006 1 tg:mgg MS/MS 2 HMDB0000641
Glu-val CioHieN:Os  246.1217  14.68 48 0.0009 1 Lgf&gg) DB 3 HMDB0028832
Glycine CHsNO, 750320 9.75 32 0.0202 - GC-MS Fiehn 2 HMDB0000123
Gly-Pro CHpN,O;  172.0831 15.89 -20 0.0275 10 CE-MS DB 3 HMDB0000721
Homocitrulline CHisN:O;  189.1118 13.52 44 0.0027 3 CE-MS DB 3 HMDB0000679
Iminodiacetic acid CHNO,  133.0375 12.87 -37 0.0158 - STV Fien 2 HMDB0011753
Indoleacetyl glutamine CisHiNsO,  303.1219  1.70 203 1.43x10% 058 205 2 tg:mgg; DB 3 HMDB0013240
Leu-hyp CuHoN:Os  244.1423  2.00 87 0.0018 2 LC-MS() DB 3 HMDB0028867
Leu-Phe CisHzN,0;  278.1630 2.14 gﬁigp;‘;&’; 354x10% 060 245 0  LC-MS(-) DB 3 HMDB0013243
Lys-Asp* CioHiNsOs  261.1335 11.30 34 0.0103 4 CE-MS DB 3 HMDB0028947
Methionine S-oxide CsHuNOsS  165.0478  14.06 110 3.30x10° 11 CE-MS DB 2 HMDB0002005
N2-Methyl-lysine CHiN,O,  160.1208 10.67 -77 6.97x10°% 2 CE-MS DB 2 HMDB0002038
N2-Methylproline CeHuNO,  129.0791 14.59 -43 0.0031 1 CE-MS DB 2 HMDB0059649
N6-Acetyl-hydroxy-lysine* CgH16N204 204.1103 12.78 -55 0.0002 3 CE-MS DB 3 HMDB0033891
N-acetyl-lysine CaHiN,O;  188.1155 13.70 20 0.0002 3 CE-MS DB 2 HMDB0000206
Ornithine CsHN,O,  132.0906 9.66 -39 5.58x10%° -0.65 1.65 6 CE-MS DB 2 HMDB0000214
Phenylalanine CoHuNO, 1650770 13.88 -58 0.0050 12 ggzmg DB 2 HMDB0000159
Pipecolic acid CeHuNO,  129.0790 10.14 49 0.0307 - GC-MS Fiehn 2 HMDB0000716
Pyroglutamine CsHgN2O, 128.0583 11.48 68 1.41x10% 2 CE-MS DB 3 HMDBO0062558
Ser-Ala* CeHpN,0,  176.0789 13.07 -38 1.37x10%® 4 CE-MS DB 3 HMDB0029032
Ser-hyp* CeHuN,Os  218.0904 14.40 135 4.38x10° 1 CE-MS DB 3 HMDB0029040
Ser-val* CeHiN,Os  204.1103 12.78 -55 0.0002 3 CE-MS DB 3 HMDB0029052




Masa RT : Plataforma Fuentede Nivel de
% de cambio  p valor p(corr)

Compuesto Formula

(3E)) (min analitica anotacion confianza
Stearoyl-tyrosine* C27H4sNO4 447.3349 5.15 -66 9.67x10Y -0.75 3.74 1 LC-MS(+) DB 3 HMDB0062343
Suberylglycine CwHuNOs  231.1106  1.19 gﬁigp;gl:’; 00001 073 382 1  LC-MS(-) DB 3 HMDB0000953
Thr-Ala C7H14N204 190.0954 13.83 90 5.09x101* 0 CE-MS DB 3 HMDB0029054
Thr-Gly* CsH12N204 176.0789 13.07 -38 1.37x10%8 4 CE-MS DB 3 HMDB0029061
Trp-Phe C20H21N303 351.1582 2.32 74 3.73x101* 0.63 1.56 1 LC-MS(-) DB 3 HMDB0029090
Val-Leu C11H22N204 230.1616 12.83 51 0.0012 6 CE-MS DB 3 HMDB0029131
Benzene and substituted derivatives
Mandelic acid CgHsO3 152.0473 2.28 335 0.0037 3 LC-MS(-) DB 3 HMDB0000703
3-phenylprop-2-en-1-yloxysulfonic acid CgH1004S 214.0299 2.77 118 0.0005 2 LC-MS(-) DB 3 HMDB0135284
Carbohydrates and carbohydrate conjugates
Allose CsH1206 180.0633 17.10 139 1.32x10*  0.62 1.44 - GC-MS Fiehn 2 HMDB0001151
Glucose CsH1206 180.0633 17.45 174 1.98x10  0.62 1.64 - GC-MS Fiehn 2 HMDB0000122
Glycerol C3HsO3 92.0473  9.28 45 0.0000 - GC-MS Fiehn 2 HMDB0000131
Mannitol CsH1406 182.0790 17.59 196 0.0017 - GC-MS Fiehn 2 HMDBO0000765
Phenylglucuronide C12H1407 270.0739 0.93 308 0.0052 0.52 2.37 2 LC-MS(-) DB 3 HMDB0060014
gTuFf:ﬁg‘ngose Jalactose Jalose) CeHOs  180.0633 17.24 194 161x10%® 063 171 - GC-MS  Fiehn 2
Carboximidic acids and derivatives
Acetylspermidine CgoH21N3O 187.1671 9.15 38 6.27x10°% 7 CE-MS DB 3 HMDBO0001276
Carboxylic acids and derivatives
1-Aminocyclohexanecarboxylic acid C7H13NO, 143.0944 13.89 -32 0.0366 1 CE-MS DB 3 HMDB0038249
di-Hydroxymelatonin* CisHigN2Os  264.1110 1.34 46 0.0268 2 LC-MS(-) DB 3 HMDB0061136
Edetic Acid C10H16N20g 292.0906 0.24 35 0.0001 1 LC-MS(+) DB 3 HMDB0015109
g‘t’g::";‘i%dd CeHsO; 1920270 0.23 64 5.83x10% 0  LC-MS(-) MSIMS 2 P D Boaooto3




Compuesto

Formula

% de cambio

p valor

p(corr) VIP

Plataforma Fuente de

analitica

anotacién

Nivel de
confianza

Diazines/ Pyrimidines and pyrimidine derivatives

5,6-Dihydrothymine CsHgN20, 128.0570 12.22 56 0.0169 12 CE-MS DB 3 HMDB0000079
Fatty Acyls

3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-furanpropanoic acid (CMPF) C12H1605 240.0998 3.78 69 0.004 2 LC-MS(+) MS/MS 2 HMDB0061112
8-amino-7-oxo-nonanoic acid* CyH17NO3 187.1208 2.06 418 0.0220 2 LC-MS(-) DB 3

Arachidonic acid C20H320; 304.2402 7.13 62 1.59x10 1 LC-MS(-) MS/MS 2 HMDB0001043
beta-Phenylalanoyl-CoA* CgoHisNgO17P3S 914.1836  2.83 73 7.07x10°% 1 LC-MS(-) DB 3
beta-Phenylalanoyl-CoA* C3oH4sNgO17P3S 914.1836  3.62 65 8.78x10°% 0 LC-MS(-) DB 3

DG(31:0) C34He60s 554.4910 8.18 =37 0.0008 0 LC-MS(+) DB 3 HMDBO0093505
Docosapentaenoic acid C22H340, 330.2558 7.25 75 6.87x10%° 0,55 1.51 1 LC-MS(-) DB 3 HMDB0006528
Dodecenedioic acid C12H2004 228.1362 3.50 191 9.87x10%®  0.60 2.24 2 LC-MS(-) DB 3 HMDBO0000933
Eicosapentaenoic acid C20H300:2 302.2246  6.77 65 3.88x10°™ 2 LC-MS(-) DB 3 HMDB0001999
Eicosatrienoic acid C20H340; 306.2558 7.39 82 1.85x10%° 1 LC-MS(-) DB 3 HMDB0010378
Eicosenoic acid C2oH330; 310.2871 8.34 79 2.75x1010 051 1.50 1 LC-MS(-) DB 3 HMDB0002231
Glucosylgalactosylhydroxylysine CigH3aN2O13  486.2093 12.38 46 1.73x10% 7 CE-MS DB 3 HMDB0000585
HETE CaHz0;  320.2351 5.92 gﬁig:‘g’r‘;l;’; 1.24x10% 063 264 0  LC-MS(-) MS/MS 2 HMDB0060101
MG 18:2 C21H3504 354.2770 6.81 116 0.0007 2 LC-MS(+) MS/MS 2 HMDB0011538
MG 20:0 C23H1604 386.3396 7.79 -86 1.30x10*2 5 LC-MS(+) DB 3 HMDB0072859
N-palmitoyl glutamic acid* C21H3sNOs 385.2828 4.13 62 0.004 0 LC-MS(+) DB 3

Oleic acid Ci15H340, 282.2559 20.47 67 0.0013 - ng\;lhs/l(?_) Fiehn 2 HMDB0000207
Vaccenic acid Ci18H340, 282.2559 20.56 23 0.0158 - GC-MS Fiehn 2 HMDB0041480
3-hydroxy-5-octenoylcarnitine CisHzNOs  301.1889  4.23 gﬁig:‘gim 357x10% 072 396 3  LC-MS(-) DB 3
3-Hydroxy-5-tetradecenoylcarnitine* C21H3sNOs 385.2828 4.13 62 0.004 0 LC-MS(+) DB 3 HMDB0013330




Compuesto Formula izt % de cambio  p valor p(corr) Platafp_rma Fuente_(}le Nivgl el

(3E)) analitica anotacion confianza
9-Decenoylcarnitine C17H31NO, 313.2232 12.99 -15 0.0325 7 CE-MS DB 3 HMDB0013205
Arachidonoylcarnitine* Co7H4sNOy4 447.3349 5.15 -66 9.67x10Y -0.75 3.74 1 LC-MS(+) DB 3 HMDB0062343
Linolenyl carnitine C25Ha3NO4 421.3192 491 -41 1.79x10% -0.53 2.26 0 LC-MS(+) DB 3 HMDB0006319
Lynoleilcarnitine C25H4sNO4 423.3349 5.14 -59 4.03x10® -0.73 3.40 0 LC-MS(+) DB 3 HMDB0006469
\éggﬁ:“g;ﬁ:{:gg‘e CuHaNO, 4253504 5.43 41 141x10% -051 240 1  LC-MS(+) MS/MS 2 ey
Flavonoids
Anthraniloyl-CoA CsHa1NgO17PsS 886.1523  0.23 186 3.47x10%  0.69 2.39 3 LC-MS(-) DB 3
Glycerolipids
11-Oxo-androsterone glucuronide Ca2sH3609 480.2359 3.43 -45 8.06x10% -0.53 2.06 1 LC-MS(-) DB 3 HMDB0010338
Glycerophospholipids
LPC 16:0;0H CoaHso0NOgP 511.3274  4.12 25 0.008 0 tg:mggt; MS/MS 2
LPC 16:0;0H CasHsoNOgP  511.3274  4.21 37 0.0005 0 tg:mggt; MS/MS 2
LPC 18:0;0H CaHsNOgP  539.3587  4.71 27 0.0100 0 tg:mggf; MS/MS 2
LPC 18:2;0H CaHsoNOP  535.3274  4.41 gﬁig:‘;ﬂﬁ; 2.10x10E% 0 tg:mggf; MS/MS 2
LPA 13:0 Ci6H3307P 368.1963 5.23 =57 4.95x10%  -0.56 2.29 7 LC-MS(-) DB 3 HMDB0114760
LPC 22:1 C30HeoNO/P  577.4107 6.99 66 2.14x10% 2 LC-MS(-) MS/MS 2 HMDB0010399
LPE 16:0 C2:HuNO/P  453.2855 5.65 25 0.008 0 LC-MS(+) MS/MS 2 HMDB0011473
LPE 20:5 CxsHoNO/P 499.2699 5.08 179 2.80x10°% 0 LC-MS(+) MS/MS 2 HMDB0011489
LPE 20:5 CsHNO/P  499.2699 5.16 55 0.001 0 tg:mggt; MS/MS 2 HMDB0011489
LPE 22:6 C7HuNO/P  525.2855  5.37 28 0.001 0 LC-MS(+) MS/MS 2 HMDB0011526
LPE 22:6 Co7HuNO/P  525.2855  5.45 39 0.0005 0 LC-MS(+) MS/MS 2 HMDB0011496
LPE(P-16:0) C2iHuNOgP  437.2906 5.83 36 0.002 0 LC-MS(+) DB 3 HMDB0011152
LPI 16:1 CasH47012P 570.2805 5.51 97 2.63x10% 1 LC-MS(-) MS/MS 2




Masa Plataforma Fuentede Nivel de

CTTPLEEE el (3E)) in Py EEed) WP analitica anotacion confianza

LPS 18:0 CoHiNOsP 5253066  6.71 104 9.62x10% 2 LC-MS(-) MS/MS 2

PC 32:0 CaoHaoNOgP 7335622  10.47 51 3.91x107 2 LC-MS(+) DB 3 HMDB0007871
PC 38:2 CuHesNOsP  813.6247 11.94 39 0.0004 0  LC-MS(+) MS/MS 2 HMDB0007987
PC 38:5 CusHsNOzP  807.5778  9.82 -28 5.05x10°% 2 LC-MS(+) MS/MS 2 HMDB0008156
Eg(eg§4:3) CaoHuNOP  699.5203 10.25 -33 0.001 1 LC-MS(+) MS/MS 2 HMDB0011343
PE 38:6 CuiHuNOsP 7635151 9.31 -31 0.0087 1 LC-MS(+) MS/MS 2 HMDB0009294
PG 20:2 CaHiOsP  536.3114  7.41 -58 3.44x10" -059 233 4  LC-MS(-) DB 3

PG 28:0 CauHesOP  666.4471  7.64 115 8.60x10% 061 275 5  LC-MS(+) DB 3 HMDB0116681
PS 39:5 CusHeNOP  823.5363 10.46 25 1.60x107?7 5  LC-MS(+) DB 3

Hydroxy acids and derivatives

3-Hydroxydodecanedioic acid CiH»Os  246.1467 2.79 f;ﬁgg:‘;ergl;g 2.42x10% 068 297 0  LC-MS(-) MS/MS 2 HMDB0000413
3-Hydroxydodecanoic acid CiHauOs 2161725 4.62 gﬁig:‘;ﬂlﬁ 2.32x10M 072 279 2  LC-MS(-) MS/MS 2 HMDB0000387
Imidazoles

Methylimidazole C4HsN; 82.0538 11.48 64 6.41x107° 9 CE-MS DB 3

ﬁ{ggg‘;‘:ﬁ de N-oxide CeHsN,0,  138.0435 11.02 24 0.001 4 CE-MS DB 3 nmgggggggg
Imidazopyrimidines / Purines and purine derivatives

Hypoxanthine CsHiN,O  136.0402 14.19 -34 8.20x10% 13 CE-MS DB 2 HMDB0000157
Indoles and derivatives

3-Indoleacetic acid C1oHgNO, 175.0633 17.94 131 2.62x10°%7 - GC-MS Fiehn 2 HMDB0000197
5-Hydroxyindole CeHNO  133.0527 076 37 3.82x1072 1 LC-MS(-) DB 3 HMDB0059805
5-Hydroxyindoleacetaldehyde C10HgNO, 175.0633 251 150 2.63x10% 0,51 255 1 LC-MS(+)  MS/MS 2 HMDBO0004073




Masa RT Plataforma Fuentede Nivel de

Compuesto Formula

(3E)) (min) viEREEbe  pyRer e analitica anotacion confianza
5-Hydroxyindoleacetic acid CiHNO;  191.0582  0.80 gﬁgg:‘;g&’; 3.28x10% 0  LC-MS(+) MS/MS 2 HMDB0000763
Lactones
N-(4-Coumaroyl)-homoserine lactone C13H13NO4 247.0845 1.34 55 0.0006 2 LC-MS(+) DB 3
Organic acids and derivatives
(Homo)2-aconitate* CgH1005 202.0477 0.26 =75 7.87x10%° -0.84 2.98 11 LC-MS(-) DB 3
Lactic acid C3HsO3 90.0317 6.06 =77 4.72x10%  -0.92 2.58 - GC-MS Fiehn 2 HMDBO0001311
Pyruvic acid C3H403 88.0160 5.89 -58 1.06x10* -0.69 1.78 - GC-MS Fiehn 2 HMDBO0000243
Succinylacetoacetate* CsH1006 202.0477 0.26 =75 7.87x10%° -0.84 2.98 11 LC-MS(-) DB 3 HMDB0240258
Organic sulfuric acids and derivatives
Indoxylsulfuric acid CgH/NO,S 213.0095 1.00 42 3.47x10°%? 1 LC-MS(-) MS/MS 2 HMDBO0000682
p-Phenolsulfonic acid CeHs04S 173.9986 0.65 174 3.45x10°% 1 LC-MS(-) MS/MS 2 HMDBO0060015
Organonitrogen compounds
Phosphocholine CsH1.4NO4P 183.0660 5.37 32 0.003 1 LC-MS(+) MS/MS 2
Organooxygen compounds
4-Hydroxycyclohexylcarboxylic acid C7H1,03 144.0786 0.76 789 5.08x101° 0.71 2.99 1 LC-MS(-) DB 3 HMDBO0001988
Acetyl-N-formyl-5-methoxykynurenamine (AFMK)* CisHigN2Os  264.1110 1.34 46 0.0268 2 LC-MS(-) DB 3 HMDB0004259
Phenols
4-Methylcatechol C7HsO, 124.0524 1.23 -43 1.68x10°2 2 LC-MS(-) DB 3 HMDBO0000873
Prenol lipids
Retinol C20H300 286.2296 7.04 34 0.0003 2 LC-MS(+) MS/MS 2 HMDBO0000305
Purine nucleosides
1-Methyladenosine C11H15Ns04 281.1132 12.49 41 3.68x10¢  0.58 1.20 3 CE-MS DB 2 HMDBO0003331
Pyridines and derivatives
Norcotinine CgH10N,O 162.0790 11.48 34 0.0039 2 CE-MS DB 3 HMDBO0001297
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Error
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Piperideine CsHgN 83.0739 13.77 28 0.0239 5 CE-MS DB 3

Serotonine C10H12N0 176.0954 11.40 228 0.0007 3 CE-MS DB 2 HMDBO0001046
Quinolines and derivatives

8-Hydroxycarteolol C16H24N204 308.1732 13.90 -31 0.0246 1 CE-MS DB 3 HMDB0060990
Quinoline CoH7N 129.0578 2.51 99 0.0008 1 LC-MS(+) DB 3 HMDB0033731
Sphingolipids

Cer(35:0) CasHesNOs;  551.5277  11.39 58 4.24x1078 3 LC-MS(-) DB 3

Cer(36:1) C36H71NO3 565.5434 11.74 42 0.0003 1 LC-MS(+) DB 3 HMDB0004950
SM(36:0) CsHgsN2OgP - 732.6145 10.14 41 0.0014 1 LC-MS(+) MS/MS 2 HMDB0012087
Sphingosine-1-phosphate CisH3sNOsP  379.2488 5.02 -30 2.17x10%® -0.50 2.06 0 LC-MS(+) MS/MS 2 HMDB0000277
Steroids and steroid derivatives

12a-Hydroxy-3-oxocholadienic acid C24H3404 386.2457 4.27 144 3.66x10% 0.54 2.12 0 LC-MS(-) MS/MS 2 HMDB0000385
Biliverdin C33H34N4Og 582.2478 4.73 300 1.47x10%  0.72 262 0 LC-MS(-) DB 3 HMDB0001008
Hydroxy-3-oxo-4-cholestenoate C27H4204 430.3083 5.53 54 2.78x10°% I_L%_—ll\\/l/lss((t)) MS/MS 2

Calcitroic acid C23H340, 374.2457  7.39 84 6.25x101*  0.54 1.76 6 LC-MS(-) DB 3 HMDB0006472
Chenodeoxycholic acid 3-glucuronide* C30H4g010 568.3248 4.33 94 2.10x10% 1 LC-MS(-) DB 3
Cholestane-3,7,12,24,25-pentol C27H4505 452.3501 7.77 -56 3.81x101° -0.56 2.03 2 LC-MS(-) DB 3 HMDB0000483
Cholestane-3,7,12,25-tetrol-3-glucuronide Ca3Hs6010 612.3873 4.71 97 4.89x10 0 LC-MS(-) DB 3 HMDB0010355
Cortisone acetate Ca23H3006 402.2042 3.86 63 5.89x10°% 9 LC-MS(-) DB 3 HMDB0015459
Denydrofsoancrosterone 3 glucuronide CabuOs 4642410 391 61 1010 2 LoMsC)  os 3 HMDB0010327
Deoxycholic acid 3-glucuronide* C30H45010 568.3248 4.33 94 2.10x10% 1 LC-MS(-) DB 3 HMDBO0002596
ecdysone 25-O-D-glucopyranoside Cs3Hs4011 626.3666 4.41 88 1.02x10%* 1 LC-MS(-) DB 3

Pregnanediol C21H360> 320.2715 6.35 -51 4.21x10° 0 LC-MS(-) DB 3 HMDBO0004025
Pregnanolone sulfate C21H3.05S 398.2127 3.64 55 5.27x10°% 0 LC-MS(-) DB 3 HMDB0240591




Compuesto Formula

Plataforma Fuente de
analitica anotacion

LC-MS(-)  MS/MS

Nivel de

confianza

LC-MS(-) DB

Ursodeoxycholic acid C24H4004
Ursodeoxycholic acid 3-sulfate C24H4007S
Sterol Lipids

24-Hydroxygeminivitamin D3 C32Hs405

LC-MS(+) DB

Tetrapyrroles and derivatives

Bilirubin C33H3sN406

LC-MS(-)

Lo-Ms(+)  MSMS

* = Mdltiples opciones de identificacion

HMDBO0000946
HMDB0002642

HMDBO0000054




Capitulo 1

Metabolitos como arginina, glutamina, acido iminodiacético, fenilalanina o acido
oleico se mostraron en la Tabla 5 con anotaciones que proceden de mas de una
plataforma de analisis. La integracion de los datos adquiridos por diferentes plataformas
analiticas dio como resultado 155 metabolitos identificados. Ademas, algunas de estas
identificaciones procedentes de mas de una plataforma de analisis incrementaron el

nivel de confianza en la asignacion de la identidad.

Los resultados mostrados en la Figura 5 A ilustran, a través del “heatmap”
generado, los 30 principales metabolitos clasificados segun pruebas t para retener los
patrones con mayor contraste responsables de la separacion entre grupos. Esta
representacion se construy6 con la abundancia de cada metabolito en cada una de las
muestras de los dos grupos, y la escala de color va desde los aumentados (rojo) a los
que se encuentran disminuidos (azul). En él se unié la utilizacion de agrupamientos
jerarquicos en cluster de las variables, método no supervisado, que agrupa en un
conglomerado aquellas variables que tengan mayor similitud (o menor distancia). A
continuacion, y siguiendo con la misma estrategia, se van agrupando las variables en
grupos cada vez mas grandes y heterogéneos hasta que al final del proceso todas las
variables tratadas estan englobadas en un mismo conglomerado. El analisis de las rutas
metabolémicas (MPA) de los 155 metabolitos diferenciales identificé varias vias
moleculares desreguladas en los NET (Figura 5B). MPA mostrd que la biosintesis de la
arginina, el metabolismo de la arginina y la prolina, la biosintesis de animoacil-tRNA, el
ciclo del citrato y del piruvato, el metabolismo del glutatiéon, alanina, aspartato y del
glutamato eran las vias mas cominmente desreguladas en los pacientes con NET. La
informacién proporcionada por el impacto en las rutas alteradas nos ayuda a visualizar
aguellas vias que juegan un papel clave en la regulacién de los procesos cancerigenos

en pacientes con NET.

Los metabolitos discriminantes resumidos en la Tabla 5 se clasificaron segun la
clase bioquimica a la que pertenecen (Figura 6). Las principales categorias
predominantes identificadas fueron los aminoacidos, péptidos y sus derivados (27.7%),
acidos grasos (16.1%), glicerofosfolipidos (14.2%), esteroides y derivados (9.7%) y
carbohidratos y sus conjugados (3.9%). (Figura 6A). Setenta y dos por ciento de todos
los metabolitos diferenciales se regularon positivamente en pacientes con NET. La
proporcion de metabolitos regulados hacia arriba o hacia abajo por clase bioquimica se
resume en la Figura 6B. Se debe destacar el elevado nimero de aminoéacidos y sus
derivados alterados. Entre ellos, derivados como metil-lisina, metil-prolina o estearoil-

tirosina mostraron una disminucién en sus niveles frente a la linea base. Esto también
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pudo observarse en las estructuras dipeptidicas que predominan en este grupo. Del
analisis por LC-MS, los resultados fueron distribuidos en diferentes tipos de lipidos.
Siguiendo la clasificacion oficial de estos (54), predominaron las categorias principales
de glicerofosfolipidos (GPL), acidos grasos (FA) y esteroles. Los GPL representaron el
grupo de lipidos alterado mas grande encontrado. Las formas liso se encontraron
fundamentalmente incrementadas al contrario que lo encontrado en glicerofosfocolinas
y  glicerofosfoetanolaminas que se  encontraban  bajo-reguladas. Los
lisoglicerofosfolipidos oxidados encontrados presentaban elevadas abundancias en el
grupo NET, y hasta la fecha, existen muy pocos estudios que los reporten. Los acidos
grasos y sus derivados representaron aproximadamente el 30% de los lipidos
encontrados y, debe ser remarcado que, en general, los niveles en carnitinas se
presentaron disminuidos. Asimismo, ha sido posible la identificacion de niveles
incrementados en derivados oxidados del &cido araquidénico (HETE). En la
identificacion de todas estas modificaciones oxidadas se siguié un flujo de trabajo
establecido que permitié la anotacion de posibles compuestos desconocidos sustentada
por la informacién estructural de sus espectros de fragmentacién, asi como por el
mecanismo de fragmentacion involucrado, que incluye datos de LC-MS/MS en ambas

polaridades y con diferentes energias de colisién (55).

Otro de los grupos predominantes, los esteroles, esta formado principalmente
por acidos biliares que presentaron un contenido elevado en el grupo NET. También se
pudo observar niveles elevados en azlcares y 4cido citrico, y disminuidos en acidos
lactico y piravico, todos ellos relacionados mediante la glucdlisis y el ciclo del acido
tricarboxilico. Estos resultados incluyen un destacado incremento en serotonina,
hormona secretada en elevadas cantidades en pacientes NET que presentaron
sindrome carcinoide y su principal producto, el &cido 5-hidroxiindolacético.

Adicionalmente, también se detectaron cambios en dos metabolitos de
pigmentos hemo no conjugados, bilirrubina y biliverdina. Ambos se encontraron sobre-
regulados con importantes diferencias entre los grupos. En las células de mamiferos, la
bilirrubina es el producto final del catabolismo hemo. El grupo hemo es degradado a
biliverdina por la hemooxigenasa, que posteriormente se reduce a bilirrubina por la
enzima biliverdina reductasa. Esta es una proteina citoprotectora y promotora del
crecimiento celular, directamente relacionada con la transcripcion de genes
involucrados en la respuesta al estrés oxidativo (56, 57). Junto con un aumento en la
expresion en las células tumorales, la biliverdina reductasa se identific6 como un

promotor tumoral (58).
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Figura 5. Resultados del estudio multiplataforma de diferencias metabdlicas en los perfiles plasmaticos entre pacientes con NET (n = 77) e individuos control (n = 68). A. Mapa
de calor o “heatmap” de los 30 principales metabolitos identificados clasificados por pruebas t. Las muestras se representan en columnas y las variables en filas. El espectro
de color varia de azul oscuro a rojo oscuro para indicar valores de datos que cambian de muy bajo a extremadamente alto respectivamente. La agrupacion jerarquica se realizo
solo en los compuestos, mientras que las muestras se ordenan segun su pertenencia a un grupo. B. Analisis de rutas metabdlicas (MPA). Las vias metabdlicas alteradas
mostraron cambios en el metabolismo en la comparacion NET versus control. El color y el tamafio de cada circulo se basan en su valor p y el valor de impacto de la ruta,

respectivamente. Como resultado, las vias ubicadas en la esquina superior derecha del grafico son las mas afectadas por un tumor neuroendocrino.
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Figura 6. A. Grafico circular de la distribucion de compuestos discriminantes y anotados
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clasificados en las categorias bioquimicas principales. Este grafico resume el porcentaje (n =
155) de cada clase de compuesto que se consider6 biolégicamente relevante mediante el analisis
multiplataforma en la comparacién de NET (n = 77) frente a individuos sin cancer (n = 68). Los

metabolitos se clasificaron en 28 clases segUn su naturaleza bioquimica. Este andlisis reveld
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aminoacidos, péptidos y analogos (n = 43; 27.74%), acilos grasos (n = 26; 16.13%),
16; 9.68%) y

carbohidratos y conjugados de carbohidratos (n = 6; 3.87%) como las clases bioquimicas mas

glicerofosfolipidos (n = 22; 14.19%), esteroides y derivados esteroides (n

representadas. B. Graficos circulares que resumen el porcentaje de metabolitos plasmaticos
regulados al alza y a la baja en las principales clases bioquimicas que son biolégicamente
relevantes en el estudio comparativo. En general, la sobre-regulacion (72%) prevalecio sobre la
regulacion a la baja (28%) en el conjunto de metabolitos completo (n = 155). Esta tendencia de
metabolitos regulados al alza versus regulados a la baja se mantuvo constante para todas las
clases bioquimicas principales: aminoacidos, péptidos y analogos (65% frente a 35%), acilos
grasos (72% frente a 28%), glicerofosfolipidos (77% vs 23%), esteroides y derivados de

esteroides (80% vs 20%) y carbohidratos y conjugados de carbohidratos (100%).

Por otra parte, considerando la relevancia funcional de los metabolitos
seleccionados documentados en la literatura, encontramos varias vias enriquecidas
relacionadas con la oncogénesis, algunas especificamente involucradas en el desarrollo
de NET, como la angiogénesis, la via mTOR, el metabolismo del triptéfano, el efecto
Warburg, el estrés oxidativo y el ciclo de la urea, entre otros (Figura 7).

De los resultados hasta ahora recogidos, es evidente la capacidad relevante para
discriminar a los pacientes con NET de los individuos sin cancer segun los niveles de
sus metabolitos, por lo que se aplicd el analisis ROC y se calcul6 el area bajo la curva
(AUC) de cada metabolito identificado para determinar su desempefio individual como
biomarcador diagndstico de NET. También fue calculada la importancia de la variable
en la puntuacion de proyecciéon (VIP) del modelo OPLS-DA. El valor de VIP estima la
importancia de cada metabolito en el modelo y, por lo tanto, su capacidad para
diferenciar los NET de los pacientes sin cancer. La Tabla 6 resume los resultados
obtenidos del analisis ROC y OPLS-DA de los 155 metabolitos plasmaticos diferenciales
identificados entre NET y controles. En la tabla aparecen aquellos con un AUC > 0.85,
un VIP > 1.0 y un |p(corr)] > 0.5 o combinaciones de estos que se consideraron
metabolitos con potencial biomarcador. Veintisiete metabolitos tenian tanto un AUC >
0.85 como un VIP > 1.0y un |p(corr)| > 0.5; 17 metabolitos tenian sélo un VIP > 1.0 y un
|p(corr)| > 0.5 y 5 metabolitos tenian solo un AUC > 0.85. Por lo tanto, se identificaron

49 metabolitos con potencial diagndstico significativo.
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Figura 7. Clasificacion de las vias de los metabolitos plasmaticos diferenciales en pacientes con NET. A. Gréfico
de barras que representa la distribucién porcentual de metabolitos diferenciales (n = 155) segln las vias
moleculares en pacientes con NET. Los metabolitos se clasificaron en 16 clases segln su relevancia funcional.
Las vias enriquecidas con mayor frecuencia incluyeron las vias clasicas del cancer como la apoptosis (n = 25;
16.13%) y el ciclo celular (n = 21; 13.55%), y vias clave en la patogenia de los NET como la angiogénesis (n = 20;
12.9%), la via mTOR (n = 15; 9.68%) y el metabolismo del triptéfano (n = 10; 6.45%). B. Grafico de barras que
resume el porcentaje de metabolitos plasmaticos regulados al alza y a la baja en las vias moleculares relevantes
en los NET (n = 77). Nuevamente, la tendencia de metabolitos regulados hacia arriba o hacia abajo que se
encuentran en las clases bioquimicas se mantuvo constante en las vias: apoptosis (72% frente a 28%) y ciclo
celular (80.95% frente a 19.05%), angiogénesis (75% frente a 25%), la via mTOR (66.67% vs 33.33%) y el

metabolismo del triptéfano (90% vs 10%).
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Tabla 6. Metabolitos con potencial biomarcador en pacientes NET. Esta tabla resume los
resultados del andlisis ROC y OPLS-DA de los 155 metabolitos plasméticos diferenciales
identificados entre pacientes con NET (n = 77) y pacientes sin cancer (n = 68). Se muestran el
AUC, la sensibilidad y la especificidad (segun el indice de Youden) para la seleccion de los 49
metabolitos, ademas de p(corr) y VIP (parametros OPLS-DA) para los metabolitos significativos.
Aquellos con un AUC > 0.85, un VIP > 1.0 y un |p(corr)| > 0.5 o la combinacién de estos, se
consideraron metabolitos con potencial biomarcador. 27 metabolitos tenian ambos, un AUC >
0.85, un VIP > 1.0 y un |p(corr)| > 0.5; 17 metabolitos tenian un VIP > 1.0 y un |p(corr)] > 0.5y, 5
metabolitos tenian solo un AUC > 0.85. Los criterios de seleccidn los cumplieron 49 metabolitos
y, fueron seleccionados para el estudio de potenciales biomarcadores. (* = multiples opciones de

identificacion).

Metabolito AUC Especificidad Sensibilidad p(corr) VIP

Lactic acid 0.999 0.985 1 -0.918 2.576
(Homo)2-aconitate* 0.998 1 0.987 -0.843 2.984
Succinylacetoacetate* 0.998 1 0.987 -0.843 2.984
Arginine 0.982 0.956 0.961 0.795 2.326
Biliverdin 0.962 0.941 0.896 0.724 2.62
Anthraniloyl-CoA 0.954 0.941 0.896 0.689 2.387
Stearoyl-tyrosine* 0.938 0.794 0.948 -0.755 3.742
Arachidonoylcarnitine* 0.938 0.794 0.948 -0.755 3.742
3-hydroxy-5-octenoylcarnitine 0.937 0.971 0.883 0.723 3.964
Lynoleilcarnitine 0.937 0.941 0.805 -0.732 3.395
Pyruvic acid 0.904 0.892 0.795 -0.686 1.784
Ornithine 0.899 0.926 0.779 -0.646 1.654
Z;E;I;IOSE (glucose/altrose /galactose 0.899 0.831 0.849 0.633 1713
5-Hydroxyindoleacetic acid 0.891 0.985 0.792

Suberylglycine 0.89 1 0.779 0.734 3.819
4-Hydroxycyclohexylcarboxylic acid 0.888 0.794 0.909 0.713 2.992
3-Hydroxydodecanoic acid 0.887 0.809 0.922 0.725 2.793
Glucose 0.887 0.862 0.808 0.62 1.636
Trp-Phe 0.887 0.765 0.896 0.626 1.555
Allose 0.88 0.815 0.863 0.618 1.437
Glu-Arg 0.879 0.882 0.779 0.524 1.548
3-Hydroxydodecanedioic acid 0.876 0.809 0.87 0.679 2.975
MG(20:0) 0.873 0.868 0.896

Aspartate 0.872 0.912 0.766

PG(28:0) 0.871 0.824 0.779 0.605 2.75
Bilirubin 0.861 0.926 0.779 0.679 2.628
Cholestane-3,7,12,24,25-pentol 0.858 0.794 0.818 -0.555 2.034
1-Methyladenosine 0.857 0.779 0.831 0.58 1.198
Glu-Ala / Ser-hyp* 0.853 0.926 0.753

Dodecenedioic acid 0.852 0.809 0.779 0.6 2.237
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Metabolito AUC Especificidad Sensibilidad p(corr) VIP
Indoleacetyl glutamine 0.852 0.824 0.766 0.58 2.047
PG(20:2) 0.846 0.985 0.636 -0.587 2.332
HETE 0.846 0.809 0.805 0.63 2.642
Cys-Gly disulfide 0.837 0.794 0.792 -0.493 1.63
Linolenyl carnitine 0.834 0.824 0.831 -0.534 2.261
Calcitroic acid 0.83 0.632 0.896 0.536 1.759
Oleoylcarnitine/Elaidic carnitine 0.828 0.765 0.818 -0.511 2.402
Docosapentaenoic acid 0.824 0.824 0.74 0.55 1.513
Eicosenoic acid 0.822 0.662 0.831 0.511 1.495
Leu-Phe 0.82 0.882 0.74 0.601 2.449
5-Hydroxyindoleacetaldehyde 0.817 0.632 0.87 0.512 2.553
Ursodeoxycholic acid 3-sulfate 0.807 0.662 0.922 0.544 2.357
Methionine S-oxide 0.806 0.838 0.688
12a-Hydroxy-3-oxocholadienic acid 0.804 0.721 0.844 0.537 2.119
Sphingosine-1-phosphate 0.803 0.838 0.675 -0.502 2.058
Phenylglucuronide 0.794 0.853 0.74 0.524 2.375
Ursodeoxycholic acid 0.779 0.765 0.818 0.51 2.349
LPA(13:0) 0.779 0.971 0.714 -0.556 2.286
11-Oxo-androsterone glucuronide 0.753 0.956 0.584 -0.533 2.064

MG: monoacilglicerol, PG: glicerofosfoglicerol, LPA: lisoglicerofosfato

A continuacién, para determinar qué moléculas estaban directamente
relacionadas con los NET, independientemente de otros factores clinicos, se realizé un
modelo de regresion logistica (LRM) para cada metabolito seleccionado, ajustado por
sexo, edad, glucemia, niveles de creatinina y farmacos concomitantes seleccionados
como posibles variables de confusion, antes de la inclusion en el modelo. Solo se
incluyeron hasta dos asociaciones de farmacos significativas (p < 0.05) en el LRM de
cada metabolito para evitar el sobreajuste debido a caracteristicas explicativas
excesivas. De los 49 metabolitos evaluados, solo un metabolito, la suberilglicina, no
contribuyé significativamente a explicar el resultado de la clasificacion en su modelo
(Tabla 7), lo que indica una capacidad de diagnéstico mas pobre. Por lo tanto, 48
metabolitos contribuyeron significativamente a explicar el modelo de clasificacion (NET

frente a pacientes sin cancer), independientemente de otros factores de confusion.
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Tabla 7. Analisis de regresion logistica (LRM) de metabolitos con potencial biomarcador en el

plasma de pacientes NET. Se construyé un modelo LRM para cada metabolito con potencial

biomarcador. Cada modelo se ajusté con covariables clinicas (sexo, edad, niveles de glucemia

y niveles de creatinina) y con hasta 2 covariables de ingesta de farmaco significativamente

asociadas con el fin de evaluar la capacidad diagnostico independiente de cada metabolito. Las

covariables de ingesta clinica y de farmaco incluidas en cada modelo se indican en el ajuste del

modelo. Se muestra Exp (B) y, su IC del 95% y el valor p de cada metabolito en su modelo. Los

valores de p < 0.05 se consideraron significativos. Todos los metabolitos, excepto la

suberilglicina, discriminaron independientemente a los pacientes con NET de los no oncolégicos.

Ajuste del modelo

1-methyladenosine, AGE, SEX, GLUC, CRE, DIU, APAP
11-Oxo-androsterone glucuronide, AGE, SEX, GLUC,
CRE

12a-Hydroxy-3-oxocholadienic acid, AGE, SEX, GLUC,
CRE, RAN

3-hydroxy-5-octenoylcarnitine, AGE, SEX, GLUC, CRE,
RAN, STE

3-Hydroxydodecanedioic acid, AGE, SEX, GLUC, CRE
3-Hydroxydodecanoic acid, AGE, SEX, GLUC, CRE
4-Hydroxycyclohexylcarboxylic acid, AGE, SEX, GLUC,
CRE

5-Hydroxyindoleacetaldehyde, AGE, SEX, GLUC, CRE,
RAN, STE

5-Hydroxyindoleacetic acid, AGE, SEX, GLUC, CRE,
RAN, APAP

Allose, AGE. SEX. GLUC, CRE, APT
Anthraniloyl-CoA, AGE, SEX, GLUC, CRE
Arachidonoylcarnitine*, AGE. SEX. GLUC, CRE, APT,
AHT

Aspartate, AGE. SEX. GLUC, CRE, RAN, STAT
Arginine, AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN

Bilirubin, AGE, SEX, GLUC, CRE, STE

Biliverdin, AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN, AHT
Calcitroic acid, AGE, SEX, GLUC, CRE, NSAIDs, AHT
Cholestane-3,7,12,24,25-pentol, AGE, SEX, GLUC, CRE
Cys-Gly disulfide, AGE. SEX. GLUC, CRE
Docosapentaenoic acid, AGE. SEX. GLUC, CRE, STE,
AHT

Dodecenedioic acid, AGE. SEX. GLUC, CRE
Eicosenoic acid, AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN
Glu-Ala*, AGE. SEX. GLUC, CRE, RAN, STAT
Glu-Arg, AGE. SEX. GLUC, CRE

Glucose, AGE, SEX, GLUC, CRE, APT, RAN

HETE, AGE, SEX, GLUC, CRE, PPI, AHT

Homo 2-aconitate*, AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN, AHT
Indoleacetyl glutamine, AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN
Lactate, AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN, AHT

Leu-Phe, AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN, AHT

Linolenyl carnitine, AGE, SEX, GLUC, CRE, STE
Linoleyl carnitine, AGE, SEX, GLUC, CRE, STE, RAN
LPA (13:0), AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN

Metabolito
Exp (B) (95% IC)
2.63-107 (4.49-10% — 1.55-1010)
0.06 (0.01 — 0.59)

22.45 (4.67 — 108.01)
3.13 (2.15 — 4.55)

2.31 (1.82 — 2.94)
3.04 (1.56 — 1.82:109)
2.53 (1.93 — 3.30)

77.24 (11.80 — 505.37)
3.83 (2.13 - 6.87)

11.78 (3.15 — 44.09)
2.51-108 (1.39-105 — 4.54-1011)
1.10-105 (1.79-107 - 7.02-104)

4.31-104 (2.10-10% - 9.07-10%)
2.70-107 (1.80-10% - 4.05-1019)
2.30 (1.78 — 2.97)

3.27-105 (2.39-10% — 4.49-107
5.39-10° (139.60 — 2.08-105)
3,04-103 (3.32:10%3 — 0.28)
1.70-10% (2.22-107 - 1.29-103)
1.13-10% (340.9 - 3.73-105)

150.65 (18.62 — 1.21-109
2.59-103 (111.99 — 5.97-10¢)
5.60-103 (1.92-102 - 1.64-105)
1.52:104 (5.22-102 - 4.43-105)
10.75 (3.16 — 36.52)

2.00 (1.60 — 2.50)

1.33:10"7 (0 - 0.52)

61.80 (9.72 - 392.56)
4.50-10% (0 - 6.33)

2.44 (1.81 - 3.27)

3.50-10% (1.71-10 — 7.19-105)
4.00-106 (4.57-108 — 3.45-104)
0.29 (0.17 — 0.48)

p-value
1.49-107
1.49-102

1.04-10%
2.13-10°

8.84:1012
3.07-1012
1.25-1011

6.00:106
7.00-10¢

2.50-10+4
4.32-107
6.66:108

6.17:107
4.00-10®
2.21-1010
4.25-107
4.00-10®
2.91-107
6.65:107
1.73-107

3.00-10
9.30-107
5.35:107
2.19-10%
1.42-104
2.22:10°
4.62-102
1.20-10°
5.78:102
3.69-10°
2.45-107
4.80-108
2.00-10¢
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MG (20:00), AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN

Ornithine, AGE. SEX. GLUC, CRE

PG (20:2), AGE, SEX, GLUC, CRE

PG (28:0), AGE, SEX, GLUC, CRE, APT, DIU
Phenylglucuronide, AGE, SEX, GLUC, CRE, STE, DIU
Pyranose, AGE, SEX, GLUC, CRE, APT, RAN

Pyruvate, AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN, AHT

Ser-Hyp*, AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN, STAT
Sphingosine-1-phosphate, AGE, SEX, GLUC, CRE, STE,
AHT

Stearoyl-tyrosine*, AGE, SEX, GLUC, CRE, APT, AHT
Suberylglycine, AGE, SEX, GLUC, CRE, STE, STAT
Succinylacetoacetate*, AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN,
AHT

Trp-Phe, AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN

Ursodeoxycholic acid 3-sulfate, AGE, SEX, GLUC, CRE,
STAT, RAN

Ursodeoxycholic acid, AGE, SEX, GLUC, CRE, STAT
Vaccenyl/Elaidic carnitine, AGE, SEX, GLUC, CRE, RAN

0.39 (0.30 — 0.51)

1.73-107 (1.09-10° - 2.74-105)
1.00-10°3 (5.50-105 — 0.02)
2.36-108 (1.28-102 — 4.37-10%)
1.94 (1.54 - 2.44)

13.40 (3.80 — 47.18)

1.02:10* (3.35:10-6 - 3.13-103
5.60-10° (1.92:102 - 1.64-105)
7.20-105 (1.39:10 — 3.71-10%)

1.10-10% (1.79-107 - 7.02-104)
179.24 (0 — 1.79-103%9)
1.331077 (0 - 0.52)

8.70E-10% (1.51-102 - 4.99-106)
6.92 (2.21 — 21.69)

1.94 (1.55 — 2.41)
1.88-10 (1.44-10% - 0.03)

5.47-1012
1.71-10°
3.00-106
1.82-107
2.72:10%
5.30-10°
1.41-107
5.35:107
2.00-107

6.66-108
0.996
4.62:102

3.72:108
9.11-104

4.58:10°
2.00-10®

IC: intervalo de confianza; GLUC: glucemia; CRE: Creatinina; RAN: Ranitidina; STAT: estatinas; STE:
esteroides; AHT: antihipertensivo; APT: antiplaquetario; PPI: inhibidor de la bomba de protones; DIU:
diurético; APAP: paracetamol; NSAIDs: Antiinflamatorio no esteroideo.

Ademas, se realizaron ambos analisis, MPA 'y MSEA, con los 48 metabolitos que

mostraban mayor potencial diagnostico y confirmaron que la biosintesis de arginina, el

metabolismo de arginina y prolina, la biosintesis de amimoacil-tRNA, el ciclo del citrato,

el metabolismo del piruvato y glutation y, el ciclo de la urea fueron las vias desreguladas

mas relevantes en los pacientes con NET.
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Figura 8. Analisis de las rutas metabdlicas implicadas de los 48 metabolitos con potencial diagnéstico. A. Analisis de las rutas metabdlicas (MPA) enriquecidas

=

significativamente (FDR < 0.05) por la disponibilidad de los metabolitos seleccionados (n = 48) en el plasma de pacientes con NET. Las vias mas enriquecidas entre las
23 significativas fueron: ciclo del citrato (ciclo TCA) (FDR = 3.8-10-%°); metabolismo de glioxilato y dicarboxilato (FDR = 3.8-10-%°); biosintesis de arginina (FDR = 1.53-10
51); biosintesis de aminoacil-tRNA (FDR = 7.46-10%); metabolismo de arginina y prolina (FDR = 9.23-103); metabolismo del glutation (FDR = 1.02-10-*°); metabolismo del
piruvato (FDR = 2.37-10%); y el metabolismo de alanina, aspartato y glutamato (FDR = 1.24-1039). B. Analisis de enriquecimiento del conjunto de metabolitos (MSEA)
(seleccionados, n = 48) en el plasma de pacientes NET. El eje X representa el enriquecimiento de cada conjunto de metabolitos y el color de las barras indica el p valor.
Los resultados muestran que aparecian enriquecidos significativamente 30 conjuntos de metabolitos (FDR < 0.05). El ciclo del &cido citrico (Q = 68.138), el metabolismo
de la arginina y prolina (Q = 47.931), el ciclo de la urea (Q = 47.808), el metabolismo del aspartato (Q = 38.216) y el metabolismo de la glicina y la serina (Q = 50.931)

fueron los conjuntos metabdlicos mas enriquecidos.
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4. Validacion

Con el objetivo de identificar aquellos metabolitos con mayor potencial
diagnéstico, se procedié con la validacion de los resultados procedentes del estudio
metabolémico no dirigido multiplataforma de las muestras de plasma. Una vez
seleccionado un conjunto de metabolitos resultantes de los analisis no dirigidos, la
validacién analitica confirmaria la identidad y la concentracion de los potenciales

biomarcadores a través de una técnica diferente.

De la figura 5A (Heatmap) se puede observar la capacidad de ciertos metabolitos
para discriminar a los pacientes con NET de los individuos sin céncer, por lo que se
aplico el andlisis de la curva ROC, ampliamente considerado como el método mas
objetivo y estadisticamente valido para la evaluacion del desempefio de posibles
biomarcadores. Una curva ROC muestra como cambian la sensibilidad y la especificidad
a medida que varia el limite de decision de clasificacion en el rango de puntuaciones de
biomarcadores disponibles. En la interpretacion de las curvas ROC se utiliza una métrica
conocida como area bajo la curva (AUC) gque se puede interpretar como la probabilidad
de que el biomarcador clasifigue un caso positivo elegido al azar mas alto que uno

negativo elegido al azar (59).

En cuanto a los criterios de seleccion se utilizaron dos de las herramientas
principales para este propésito: VIP > 1 en el modelo OPLS-DA y AUC > 0.85 en el
analisis ROC que proporciond una lista de 46 candidatos para la validacion. Estos fueron
estudiados de acuerdo con su estabilidad, naturaleza, posibilidad de ser analizadas y
cuantificadas a través de LC-QqQ-MS/MS, disponibilidad de estandar comercial, etc.
Como resultado, se propuso el analisis de los siguientes 13 candidatos biomarcador
(Tabla 8).
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Tabla 8. Resumen de los posibles candidatos biomarcador elegidos para la validacion.

Nivel de
i 0 .
Metabolito confianza Plataf,o_rma Y% dg Adj Modelo
en la analitica cambio AUC
anotacion
exp (B) p valor
Arginine 2 CE-MS/LC-MS(+) 243 0.986  2.70x10*7  4.00x106
Biliverdin 3 LC-MS(-) 300 0.975  3.27x10*%5  4.25x10°7
Linoleoylcarnitine 3 LC-MS(+) -59 0.962  4.00x10°6  4.80x1008
5-Hydroxyindoleacetic > LC-MS(+) Cancer 0.935 3.83 7 .00x10-%
acid group ' ’ '
Hydroxydodecanoic 5 LC-MS(-) Cancer 0.922 3.04 3.07x10-2
acid group ' ' '
Bilirubin 2 LC-MS(-)LC-MS(+) 674 0.896 2.30 2.21x1010
Hydroxydodecanedioic 5 LC-MS(-) Cancer 0.873 231 8.84x10-12
acid group ' ' '
1-Methyladenosine 2 CE-MS 41 0.872  2.63x10*7  1.49x10°7
HETE 2 LC-MS(-) Cancer ; ggg 2.00 2.22x10°%°
group
Sphingosine-1- 2 LC-MS(+) -30 0.856  7.20x10%  2.00x10°%
phosphate
Ursodeoxycholic acid 3 LC-MS(-) 130 0853 6.92  9.11x10%
3-sulfate
Oleoylcarnitine 2 LC-MS(+) -41 0.852  1.88x10%  2.00x10
Ursodeoxycholic acid 2 LC-MS(-) 188 0.851 1.94 4.58x10°09
x10 2
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Figura 9. Cromatograma de los iones extraidos correspondientes a las transiciones fijadas para cada metabolito.

La linea roja representa el gradiente de fase B disefiado para obtener la separacion cromatogréfica.
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Los estandares elegidos se pidieron a distintas casas comerciales. Con ellos se
disend el método mas adecuado de separacién cromatografica y, junto con una extensa
revision bibliogréfica y la ayuda de Optimizer software de Agilent se establecieron las
transiciones mas adecuadas para cada metabolito, ademas de, las energias de colision
y el voltaje del fragmentor requerido. Dado que los metabolitos individualmente tienen
iones precursores y productos especificos, conocidos como transicién, se asegura la
identidad del metabolito, especialmente cuando se combina con un tiempo de retencién
cromatogréfico conocido. Sin embargo, estas transiciones especificas, los tiempos de
retencioén, el rango de concentracion dindmica y los pardmetros de colisién para cada
metabolito deben definirse previamente mediante el analisis experimental. El método de
separacion cromatografica finalmente optimizado se representa en la Figura 9, donde
se puede apreciar que finalmente se logro llegar a un método corto, apenas 6 min de

andlisis, con la mejor separacioén posible.

Finalmente, se seleccion6 un enfoque de MRM dindmico (dMRM) que ofrece
varias ventajas sobre el método de MRM convencional, generando segmentos de
tiempo para muestras complejas con niveles bajos de los analitos de interés. El
algoritmo utilizado por el dMRM utiliza el tiempo de elucion para cada analito y permite
gue los segmentos de transicion de MRM se construyan de forma dindmica a lo largo
del analisis de LC-MS. Con este enfoque se monitoriza cada transicion exclusivamente
en torno a su tiempo de elucién de LC esperado, en lugar de adquirir transiciones en un
segmento de tiempo como en los métodos de MRM convencionales. De esta forma se
maximiza el namero de transiciones idnicas monitorizadas en un solo método sin
comprometer el tiempo de permanencia (Dwell) y la sensibilidad. Datos experimentales
como el tiempo de retencidon o la transicion utilizada para la cuantificacion vy, las
concentraciones obtenidas por grupo junto con el p valor, el % de cambio o el resultado
de r? del ajuste de la regresion lineal para cada metabolito de este nuevo andlisis se

resumen en la Tabla 9.

Arginina,  1-metiladenosina,  biliverdina,  acido  5-hidroxiindolacético,
linoleoilcarnitina, oleoilcarnitina, esfingosina-1-fosfato, acido 15-
hidroxieicosatetraenoico, acido ursodesoxicélico y acido ursodesoxicolico 3-sulfato
fueron confirmados como posibles biomarcadores de NET, mientras que no fue posible
validar bilirrubina, acido 3-hidroxidodecanodioico y el 3-hidroxidodecanoico,
probablemente debido a su inestabilidad. La distribucion de la abundancia de cada
metabolito en el plasma y su correspondiente curva ROC de los metabolitos con

potencial diagnostico entre pacientes NETs y no-cancer se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. A. Abundancia plasmética de los 10 metabolitos validados con potencial diagndstico
en NET. Se realizaron diagramas de violin y la prueba de la U de Mann-Whitney, no paramétrica,
para evaluar la abundancia y distribucién de los 10 metabolitos validados en pacientes con NET
(n =76) y en individuos sin cancer (n = 68). Los valores plasmaticos logaritmicos en pacientes
con NET se muestran en verde, mientras que los individuos sin cancer se representan en gris.

Las lineas continuas corresponden a los valores medios y las lineas punteadas se relacionan
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con los cuartiles. En general, todos los metabolitos validados mostraron diferencias significativas
(****, p < 0.0001) entre individuos con NET y sin cancer. B. Curvas ROC de los 10 metabolitos
validados con potencial biomarcador en NET. Las curvas se construyeron basandose en el
analisis del &rea bajo la curva (AUC) de pacientes (n = 76) y de individuos sin cancer (n = 68).
Los puntos de corte 6ptimos se seleccionaron de acuerdo con la maximizacién del indice de
Youden. En general, todos los metabolitos validados mostraron un alto potencial de

biomarcadores con AUC > 0.75.




Tabla 9. Validacion de posibles biomarcadores de diagnostico de NET. Esta tabla resume los datos experimentales del analisis LC-QqQ-MS/MS de los 13 metabolitos
diferenciales entre pacientes con NET (n = 76) y pacientes sin cancer (n = 68). El RT, tiempo de retencion y los datos de transicion utilizados para la cuantificacion de cada
metabolito, asi como la concentracion para cada grupo, el valor de p (prueba t de Student) y el % de cambio se muestran para cada metabolito. En total se validaron 10

metabolitos como biomarcadores de diagnéstico de NET.

Arginine CeH1aN4O2  0.521 175.1 — 70.1 + 9.67x10707 341 268 £ 76 60.8 £ 6.8 y =145.7x + 48.9 0.9993
1-Methyladenosine C11H1sNsO4 | 0.602 282.1 — 150.0 + 1.01x101° 24 6.73+0.18 5.44 +0.16 y = 2228.6x - 1063.7 0.9991
Bilirubin CasH3sN4Os  4.162 585.3 — 299.1 + NP NP NP NP y = 25.801x + 526.49 0.96

Biliverdin Ca3H3aN4Os | 2.376 583.3 —» 297.1 + 5.12x1014 179 97 +12 34.8+5.6 y =8.6391x + 2.013 0.999
5-Hydroxyindoleacetic acid Ci0HoNOs  1.540 190.1 — 144.0 - 1.40x100® 407 152 + 44 30.0£8.0 y =2.1188x - 9.8133 0.9998
3-Hydroxydodecanedioic acid C12H220s 1.746 245.1 — 185.2 - NP NP NP NP y =30.17635x + 0.23980 0.994
Linoleoylcarnitine C2sH4sNO4  2.529 424.3 — 85.0 + 2.00x106 -53 81.2+7.6 173 +16 y = 784.09x - 3404.6 0.9999
Oleoylcarnitine C2sH47NO4 | 2.570 426.4 — 85.0 + 1.07x109° -50 120 £ 15 238+ 31 y =1003.7x - 6622.4 0.9998
Sphingosine-1-phosphate CisHasNOsP  2.773 380.3 — 82.1 + 4,70x1013 =27 353+ 25 482 + 18 y =107.95x - 1072.3 0.9994
3-Hydroxydodecanoic acid C12H2403 2.778 215.2 - 59.1 - NP NP NP NP y = 70.765x + 120.68 0.9999
HETE C20H3203  3.018 319.2 — 301.2 = 2.13x10°2 1319 21+16 1.48 +0.64 y = 25.441x 0.9997
Ursodeoxycholic acid C24H4004 2.583 391.2 — 391.2 - 4.42x10°? 90 91+ 36 48 £ 18 y =117.01x + 837.82 0.9998
Ursodeoxycholic acid 3-sulfate = C24H4007S  2.448 475.1 — 4751 - 1.86x109° 27 33.2+23 26.2+2.0 y = 129.62x - 342.57 0.9999

NP: no procede
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5. Discusion

El objetivo fundamental de este estudio fue proporcionar, por primera vez, un
perfil metabolémico completo de los NET, evaluado a través del andlisis multiplataforma
no dirigido de muestras de plasma de una cohorte grande de pacientes. Ademas, se ha
identificado una firma metabdlica distintiva que supone un importante potencial clinico.

Con la integracion de los datos adquiridos a través de las 3 plataformas, CE-MS,
LC-MS y GC-MS, 155 compuestos anotados presentaron diferencias significativas
entre NET y pacientes sin cancer. El andlisis ROC y OPLS-DA revel6 49 metabolitos
especificos con potencial diagndstico, 48 de los cuales contribuyeron significativamente
al modelo tras el ajuste con posibles variables de confusion, entre ellas, el sexo, la edad,
niveles de glucosa en sangre o el uso concomitante de otros medicamentos.

Actualmente, en la practica clinica, se lleva a cabo la evaluacion bioquimica de
varios dipéptidos como diagnostico o seguimiento de pacientes con NET. Existen,
ademas, otros marcadores tumorales como la cromogranina A (CgA) o la enolasa
neuronal especifica, los cuales no son recomendables para el cribado debido a que
estos pueden verse alterados por otras condiciones, sean o no de origen oncoldgico
(60). A tal efecto, los metabolitos identificados en nuestro estudio, con alta prediccion
diagnéstica, pueden proporcionar una herramienta muy valiosa para la deteccion
especifica de NET. Algunos de ellos estan relacionados con vias habituales de
sobreexpresion en cancer, como el ciclo celular y la apoptosis, y otras mas
especializadas en la sefalizacion de NET, como el metabolismo del triptéfano, la
angiogénesis o la via mTOR. Asimismo, se han identificado 32 vias metabdlicas que
presentan algun tipo de alteraciébn en NET relacionadas con el ciclo del TCA y el
metabolismo de arginina, glutation o piruvato, con distintas implicaciones en la
oncogénesis.

Como se cit6 anteriormente, en lo reportado hasta la fecha, existen dos estudios
pequefios que han explorado parcialmente el perfil metabolémico de los pacientes con
NET, sin embargo, ninguno de ellos empled, como fuente principal de analisis, muestras
de plasma. Kinross y col. (61) realizaron un estudio piloto de 28 muestras de orina de
pacientes NET gastroentereopaticos utilizando H-NMR. Se consigui6 identificar distintos
fenotipos metabdlicos, segun la localizacion del tumor primario (intestino delgado versus
NEN pancreatico), por importantes alteraciones en el metabolismo del &cido hiparico.
Las limitaciones fundamentales de este estudio fueron el tamafio de la cohorte, el rango
de edad de los individuos empleados como tumorales y como control, sin tener en

cuenta otros factores que pueden generar confusion como el sexo, la funcion renal o la




Capitulo 1

concomitancia de farmacos. Imperiale y col. (32) evaluaron, por su parte, la huella
metabdlica a través H! NMR de NET de tumores primarios del intestino delgado (n = 46)
y de metéstasis en el higado (n = 18). Treinta muestras normales de intestino delgado
e higado completaron la cohorte. Los resultados sugirieron alteraciones en vias
metabdlicas cruciales como el ciclo del acido tricarboxilico (TCA). En relacién con esto,
esta via también se encontré alterada en nuestros datos con la elevada disponibilidad
en el plasma NET de compuestos citrato/isocitrato (+64%). Ademas, esta hipotesis se
encuentra respaldada por los altos niveles de glucosa (+174%), glutamina (+69%) y
acidos grasos, protagonistas también del ciclo de TCA.

Otros estudios realizados en tumores dependientes de hormonas similares a los
NET, como el cancer de prostata, recalcan la alteracion significativa del metabolismo
intermediario en la disfuncion maligna. Especificamente se ha destacado la anomalia
de las células productoras de citrato que durante la oncogénesis se transforman en
células malignas que oxidan ese citrato. El proceso bioquimico de oxidacion del citrato
en el TCA generando ATP esta proximamente relacionado con vias celulares
bioenergéticas, crecimiento celular, apoptosis, lipogénesis y angiogénesis (62). Es por
tanto que, nos encontramos ante una via metabodlica que es pieza central de la
respiracion celular y, que esta estrictamente regulada para cumplir con los requisitos de
bioenergia celular, biosintesis y equilibrio redox; y aunque varios tipos de tumores se
caracterizan por una marcada desregulacion de las enzimas TCA (63), su participacion
en el metabolismo del cancer sigue sin comprenderse completamente.

Los niveles de citrato/isocitrato elevados en plasma también podrian ser una
explicacién de una alteracién en la lipogénesis (64). En nuestros datos, el lipidoma
caracteristico de los pacientes NET estd representado por el enriquecimiento de
glicerofosfolipidos, acidos grasos y esteroles. Ademas, se han encontrado en particular
niveles aumentados de lisoglicerofosfolipidos oxidados (oxLPC) en NET, lo que indica
fuerte estrés oxidativo, junto con altos niveles de derivados oxidados del acido
araquidénico (HETES) y una importante disminucién en los niveles de carnitinas (55). La
L-carnitina es un metabolito critico en el control del metabolismo de las células
cancerosas para el transporte bidireccional entre el citosol y las mitocondrias del acilo
graso de cadena larga y la acil CoA (65, 66). Estudios recientes sefialan el sistema de
carnitina como parte fundamental para la adaptacibn metabdlica de las células
cancerosas, obteniendo energia a través de la B-oxidacion de lipidos. Por lo tanto, los
bajos niveles encontrados en el plasma de pacientes NET podria tener su explicacién

por una sobreexpresion de este sistema en las mitocondrias tumorales y una regulacion
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positiva de la B-oxidacion. Los HETEs constituyen una amplia variedad de mediadores
lipidicos generados a partir del metabolismo del acido araquiddnico por tres vias
enzimaticas diferentes (ciclooxigenasa, (COX), lipooxigenasa (LOX) y citocromo P450)
y que se encuentran implicados en multiples procesos fisiolégicos y fisiopatoldgicos.
Ademas de los elevados niveles de estos derivados, se han encontrado también un
aumento importante en derivados de los eicosanoides, estrechamente relacionados con
las respuestas antiinflamatorias (67).

El colesterol es otro de los compuestos protagonistas en la progresion tumoral.
Las células cancerosas adaptan las elevadas necesidades de colesterol intracelular a
través de distintos mecanismos que incluyen la produccion endégena de colesterol y
acidos grasos, la reduccion de su transporte o el aumento en la captacion de particulas
lipidicas de baja densidad (68). Igualmente, se ha observado un elevado contenido de
esteroles en el plasma de los pacientes con NET, principalmente acidos biliares y
derivados del colesterol como la vitamina D, la biliverdina y la bilirrubina. Esto sugiere
una importante dependencia de los NET con el metabolismo de lipidos y esteroles.

La vascularizacion y la angiogénesis tienen una relevancia particular en el
desarrollo y la progresion de los NET (69), y hemos identificado varios metabolitos
significativos en nuestro estudio que pueden contribuir al cambio de la angiogénesis.
Como ejemplo, se encontr6 que la arginina presentaba niveles aumentados en los NET,
y es la principal fuente de éxido nitrico a nivel endégeno. ElI NO produce efectos tanto
anti- como pro-tumorales, y esta profundamente involucrado en la regulacion de la
angiogénesis, apoptosis, ciclo celular, invasion y metastasis (70). De igual manera, el
acido lisofosfatidico, los HETES o la biliverdina inducen la angiogénesis por regulacion
positiva de los factores de crecimiento endotelial vascular A, C (VEGFA, VEGFC), e
interleuquinas 1y 8 (IL-1, IL-8) (71-73). En general, estos hallazgos respaldan, ain mas,
el papel relevante que desempefia la angiogénesis en la patogenia de los NET.

Centrandonos en las vias mas criticas en los NET, destaca la via mTOR (74);
ademas, se ha demostrado la actividad antiproliferativa de un inhibidor especifico de
MTOR, everolimus, en estas neoplasias aprobado para el tratamiento de NETs
avanzados gastrointestinales, pancreaticos y pulmonares (75, 76). Nuestros resultados
muestran niveles aumentados de arginina (+243%) y glutamina (+69%) debido a la
patologia, que son, junto con otro aminoacido, leucina, estimuladores de mTOR a través
del complejo de regulacion. Del mismo modo, se han obtenido en nuestros analisis,
mayores niveles de fosfatidilcolina, cuya sintesis es promovida por mTOR C1.

Curiosamente, la via mTOR se ha asociado con el cancer a través de su papel en la
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regulacién de la dinAmica de las poliaminas (77). Los niveles de poliaminas se asocian
con una reduccion de la apoptosis y, un aumento de la proliferacion de células
cancerosas Yy la expresion de genes relacionados con la metastasis, aunque los
mecanismos subyacentes a estos efectos no han sido bien definidos (78). La
acetilespermidina es una poliamina que fue detectada en nuestro estudio con un
aumento ~40%, lo que ilustra la importancia del metabolismo de las poliaminas en NET.
Recientemente, Chalishazar y col. (79) observaron que el cancer de pulmén de células
escamosas pequefias (NSCLC), impulsado por la familia de genes MYC, depende
preferentemente de vias reguladas por arginina, incluida la biosintesis de poliaminas y
la activacion de la via mTOR. Argininosucinato sintasa 1 (ASS1) genera arginina en el
ciclo de la urea de manera indirecta y, en varios casos de cancer, es eliminada mediante
el silenciamiento epigenético, incluido el NSCLC. Ademéds, este colapso de ASS1
provoca un aumento de la actividad mTOR y la auxotrofia de arginina. Por lo que, seria
interesante plantear como estrategia terapéutica, la privacion de arginina para los
tumores que dependen de esta para su supervivencia (3).

Por ultimo, es importante citar los niveles diferenciales en hipoxantina
encontrados (—34%). Niveles bajos de esta purina se han observado en muestras de
orina y plasma de pacientes con cancer, especialmente aquellos que se encuentran en
etapas avanzadas de la enfermedad ya que los tejidos hiperproliferativos requieren
mayor sintesis de ADN (80). Y, aunque la causa y el efecto de la desregulacion de la
hipoxantina en los NET no esta clara, es posible que se generen alteraciones en el
metabolismo de las purinas durante la progresion del tumor. Esta hipétesis podria
responder a la correlacion inversa encontrada en nuestros datos entre los niveles
plasmaticos de hipoxantina y la tasa de proliferacion tumoral o indice Ki67 (r? = —0.243,
p = 0.033)

Una de las caracteristicas con mayor potencia del estudio aqui presentado, es
que se ha llevado a cabo con una cohorte amplia y homogénea de muestras de plasma,
recogidas y analizadas de forma uniforme y prospectiva. Ademas, cuenta con un
conjunto de metabolitos validados en un andlisis dirigido, en una plataforma analitica
diferente, utilizando la misma cohorte. El objetivo futuro sera continuar con el estudio de
los resultados, utilizando una cohorte independiente de pacientes con NET y comparar
los perfiles metabolémicos de pacientes con tumores exocrinos de origen tisular similar,
para poder confirmar el potencial diagnéstico de la firma metabdlica seleccionada en los
NET. Asi mismo, estos podrian complementarse con estudios de genémica, proteémica

y/o transcriptomica.
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1. Introduccién

Durante mas de dos décadas, la metabolémica no dirigida ha sido aplicada con
éxito en muchas areas de investigacion (1). Su potencial surge de su capacidad para
nuevos descubrimientos, ya sean nuevos metabolitos o roles para compuestos ya
conocidos. Sin embargo, esta ventaja a menudo se convierte en una gran limitacion
durante el proceso de identificacion, cuando las sefiales deben asignarse a metabolitos
especificos. El flujo de trabajo llevado a cabo por la mayoria de los estudios no dirigidos
de metabol6mica incluye como primer paso para la anotacién, la coincidencia precisa
de masa, estableciendo unos limites de error para la busqueda en bases de datos. En
muchas ocasiones, este es el primer y, Unico método, utilizado para la anotacién de
metabolitos, y produce diversos candidatos o anotaciones poco fundamentadas. Por
tanto, la necesidad de una anotacién mejorada es fundamental y, se refleja a través de
las herramientas de software y los enfoques que tienen como objetivo ayudar en este
proceso (2).

Una anotacion tentativa puede tener mucho éxito en términos de metabolitos
bien conocidos y catalogados, pero obviamente, falla en el caso de moléculas recién
detectadas, especialmente cuando nos encontramos ante modificaciones de estos
metabolitos. Por esta razén, se necesita mas informacion estructural sobre los
metabolitos anotados. Es por esto por lo que, el analisis MS/MS se convierte en una
pieza indispensable, que permite generar los fragmentos clave caracteristicos de una
especie 0, evidencias claras para corregir una anotacion erronea. Los espectros de
fragmentacion generados que permitan la coincidencia espectral con los espectros
disponibles en las bibliotecas proporcionaran una facil determinacién y una rapida
anotacion de la molécula. Esto es posible, siempre y cuando, la biblioteca disponga de
la informacion espectral sobre el metabolito buscado, y aunque el nimero de espectros
de fragmentacion disponibles en estas bases de datos aumenta continuamente, se
estima que solo entre el 5y 10% de todos los metabolitos conocidos tienen informacion
espectral (3).

Hasta la fecha, el andlisis de los estandares de referencia disponibles
comercialmente continta siendo la mejor manera de confirmar la identificacion de un
compuesto, sin embargo, este hecho no siempre es posible, debido a la dificultad de
acceso a los estandares de referencia de los cientos o miles de sustancias de interés
gue se pueden encontrar en una muestra compleja (4). Por lo tanto, para las sustancias
sin estandares de referencia 0 que no estan en las bibliotecas espectrales, las

fragmentaciones asistidas in-silico son una gran ayuda para respaldar el proceso de
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anotacion. La fragmentacion obtenida experimentalmente se enfrenta a la
fragmentacion generada computacionalmente para una estructura candidata, aplicando
diferentes enfoques de fragmentacion como métodos heuristicos, combinatorios, de
aprendizaje automéatico y de quimica cuantica.

Sin embargo, ninguno de los métodos mencionados anteriormente (ni los
enfoques basados en MS? ni los basados en MS/MS) seran efectivos, si no se encuentra
el candidato buscado; la solidez del proceso de anotacién esta limitada por los
candidatos reportados y, no sera nunca efectiva y fiable, si no se ha proporcionado una
identificacion verdadera. Ademas, los enfoques computacionales a veces no consideran
reglas mas elaboradas de estabilidades iénicas que nos conducirian a identificaciones
erroneas (1).

El término lipidoma fue definido por primera vez en 2001, como el espectro
completo de lipidos que se encuentran en un tejido, organulo o membrana (5). En los
sistemas biologicos, se define como lipidomica, el estudio a gran escala de las vias y
redes de lipidos y nos encontramos con una de las llamadas ciencias “6micas” que ha
presentado mayor crecimiento en la Ultima década. No solo nos encontramos ante un
crecimiento en nimero de especies, sino también, al analisis y descubrimiento del papel
de estos lipidos en estudios biomédicos. En la base de datos de estructuras lipidicas
LIPID MAPS® (LMSD, https://www.lipidmaps.org/), a dia de hoy (enero 2022), se
recogen mas de 47100 estructuras (6). Esto es debido en gran parte a los avances en
espectrometria de masas (MS) con alta sensibilidad, precision y resolucién, combinada
con técnicas de separacion como la cromatografia de liquidos (LC).

Los lipidos desempefian funciones diversas esenciales a nivel estructural, de
sefalizaciéon y/o produccién energética y, como otras biomoléculas, estan expuestos a
sufrir modificaciones quimicas que amplian su funcionalidad. La oxidacién es una de las
modificaciones que mas ha ido ganando atencion, cuyo interés es debido
fundamentalmente a los avances ocurridos en la metodologia, que han permitido la
deteccién de estas especies que se encuentran en abundancias muy pequefias, y al
creciente numero de referencias en la literatura, por su relativo reciente descubrimiento,
que los implica en determinados procesos bioldgicos y roles patolégicos. Estos son
compuestos bioactivos, producidos en rutas biosintéticas especificas y, generalmente,
como respuesta a un estimulo extracelular (7).

Los lipidos oxidados pueden derivar de la inclusion de acidos grasos hidroxilados
en la estructura lipidica (8-10) o de modificaciones del tipo enzimatico o no-enzimatico

(11-13). Lo que ha llamado la atencion de los investigadores es la estrecha relacion
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intrinseca entre estas modificaciones y el estrés oxidativo, y que se presentan
desreguladas en muchas patologias como el Alzheimer, la diabetes mellitus,
enfermedad cardiovascular o el cancer, entre otras (14-19).

El estrés oxidativo que ocurre en los organismos vivos se refiere al desequilibrio
entre las especies reactivas de oxigeno (ROS) y su eliminacion por determinados
mecanismos. El estado de un organismo se rige por la actividad de las células que lo
constituyen las cuales equilibran reacciones bioquimicas para asi mantener la
homeostasis. La “homeostasis redox” es uno de los equilibrios cruciales consistente en
la regulacion del metabolismo oxidativo y reductor. Las Ultimas investigaciones en este
campo se han centrado en el estudio del papel que desempefian los lipidos oxidados en
los procesos enddgenos y, como estan intimamente relacionados con el estrés oxidativo
(20). Los lipidos oxidados estéan involucrados en procesos muy importantes como la
produccion de energia a través de la 3-oxidacion, sefializacion a través de eicosanoides
o la degradacion oxidativa incontrolada provocada por los radicales libres. Por lo tanto,
no solo los lipidos intactos sino también sus formas oxidadas representan unos de los
metabolitos mas importantes de la bioquimica de los mamiferos (21).

Es de sobra conocido que el estrés oxidativo, y con ello incluimos la oxidacién
de lipidos, son muy importantes en la patologia de enfermedades como el cancer. La
proliferacién celular, migracién o el crecimiento metastasico juegan un papel crucial en
la aparicion y progresion del cancer y, estos eventos, estan regulados por diferentes
factores, entre los que se encuentran los productos lipidicos. Productos derivados por
oxidacién de &cidos grasos Y lipidos, y las enzimas responsables de sus produccion,
lipooxigenasas y ciclooxigenasas, se encuentran sobreexpresadas durante el desarrollo
y crecimiento tumoral (22, 23).

Los productos generados del ataque de ROS sobre los lipidos dan como
resultado un numero elevado de especies con una alta diversidad estructural, que
incluye desde especies con un simple hidroxilo en la cadena hidrofébica, a reacciones
de fragmentacion o ciclacién y, como consecuencia, una mayor complejidad. A esto se
une la aparicién de formas isoméricas, su escasa abundancia, su inestabilidad quimica
y la diversidad, aun desconocida, en muestras bioldgicas, lo que los convierte en un
verdadero reto para los investigadores.

Pese a que, al igual que el nimero de estudios que incluyen lipidos oxidados ha
aumentado considerablemente, la informacion recogida en las bases de datos sobre
estas especies es elevada pero no abarca su totalidad. Por ello, la interpretacion

exhaustiva de la informacién proporcionada a nivel de MS'y MS/MS es definitiva para
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la correcta anotacion. La anotacién de metabolitos oxidados se ve facilitada por el hecho
de que, generalmente, se construyen parcialmente a partir del esqueleto de moléculas
conocidas y, por lo tanto, deben reconocerse al menos algunos iones producto. La
busqueda de patrones de fragmentacion conocidos podria confirmar la presencia de un
grupo quimico patrticular y, por lo tanto, proporcionar informacién valiosa sobre la clase
guimica (24).

Durante la movilidad internacional realizada en Mass Spectrometry Laboratory
of Clinical Research Center de Medical University of Biatystok en Polonia bajo la tutela
del profesor asociado Michat Ciborowski se llevé a cabo la evaluacion del estado de los
lipidos oxidados en distintos tipos de cancer.

El objetivo fundamental de la estancia fue ampliar capacidades y conocimientos
relacionados con el uso de la metabolémica para la busqueda de biomarcadores en
cancer, tema de la tesis doctoral. Como ya se ha comentado, poder encontrar
biomarcadores especificos es critico para obtener un diagnéstico temprano y
proporcionar un tratamiento efectivo.

Por este motivo el trabajo se dividié en dos partes: una primera parte practica,
de trabajo en el laboratorio, para la optimizacion de un método de analisis de los
diferentes productos de oxidacién de los principales fosfolipidos y, una segunda parte
de reprocesado de datos para la profundizacion en la identificacion de lipidos oxidados
en cancer, con dos aplicaciones, cancer de pulmén y tumores de origen neuroendocrino.

Como hasta ahora la informacién sobre estos metabolitos es todavia limitada, en
los datos procedentes del andlisis de muestras de cancer de pulmoén, se realizé una
busqueda target (dirigida) de las principales formas oxidadas de un tipo de
glicerofosfolipido, glicerofosfocolina (PC), siguiendo un procedimiento similar al
empleado por Godzien y colaboradores (25) en muestras de suero de pacientes
diabéticos. A grandes rasgos conocemos, hasta ahora, dos tipos de oxidaciones
posibles de estos lipidos, de cadena larga y de cadena corta, y como estas
modificaciones afectan considerablemente la naturaleza hidrofébica de estos
metabolitos (20). Una vez identificadas las distintas modificaciones de las principales
PC (oxPCs) se ha realizado un reprocesado target de los datos procedentes tanto de
plasma como de tejido. Con esto se observé cémo estan afectados los niveles de las
formas oxidadas en comparacién de sus formas nativas; oxPCs son significativamente
menos abundantes que sus precursores no oxidados lo cual concuerda con el
conocimiento general sobre la concentracién de las formas oxidadas en muestras

biologicas (26). Esto a su vez limita el trabajo y la cantidad de modificaciones que somos
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capaces de localizar, lo que lo convierte en una ardua tarea. Esta limitacion seria
facilmente superada con la caracterizacion del maximo numero de modificaciones
lipidicas, lo que nos ayudaria en la identificacion de estas.

Con el objetivo de construir una base de datos que nos proporcione la mayor
informacién para poder identificar estos metabolitos, se procedié al analisis de
estandares modificados y su posterior caracterizacién. Partiendo de seis estdndares de
fosfolipidos, de los mas abundantes en muestras biol6gicas, se sometieron a un
tratamiento de oxidacibn para su posterior determinacion mediante LC-MS vy
caracterizacion por MS/MS. La metodologia empleada para la oxidacién fue optimizada
a partir del tratamiento empleado por el grupo de la Dra. Federova (2) v, la cual fue
seguida con la toma de alicuotas a distintos tiempos para poder estudiar el desarrollo
de la reaccién. Todas estas formas oxidadas y sus correspondientes formas nativas se
analizaron utilizando un método previamente establecido en el centro de investigacion
(25) y con los datos obtenidos se realizo la caracterizacion. Posteriormente se trabajo
en la optimizacion del método de andlisis donde se fueron modificando los pardmetros
relacionados con la separacion cromatografica y la espectrometria de masas para
obtener los mejores resultados. Tras este analisis, los datos podrian ser reprocesados,
utilizando un software libre desarrollado por el mismo grupo de trabajo.

Por lo tanto, este capitulo expone, por una parte, los experimentos llevados a
cabo en el laboratorio donde se realiz6 la estancia, relacionados con el tratamiento de
estandares de lipidos para su oxidacion y, posterior analisis con una metodologia
optimizada. Esto se completd con el reprocesado de los datos con la intencién de crear
una libreria de estos productos de oxidacion con sus tiempos de retencién y los
fragmentos caracteristicos procedentes del analisis MS/MS por disociacién inducida por
colision (CID). Partiendo de una exhaustiva revision bibliografica de lo publicado en los
ultimos afios en relacién con el tratamiento de muestras y el método de andlisis de
estandares lipidicos oxidados, se decidié seguir con el procedimiento aplicado por Niy
colaboradores (2) que ofrecia resultados prometedores vy, el consiguiente uso de la
herramienta LPPTiger (https://home.uni-leipzig.de/fedorova/software/lpptiger/), de uso
libre, desarrollada por el mismo grupo, para la identificacion de los fosfolipidos oxidados.
Esta revision se centré no solo en el tratamiento de estandares para su oxidacion,
teniendo en cuenta toxicidad de los reactivos utilizados, atmosferas de trabajo y tiempo
requerido, entre otros, sino también en los métodos de andlisis, fundamentalmente
mediante LC-MS en fase inversa, y en los resultados obtenidos, rendimiento y la posible

aplicacion del método de andlisis a muestras biolégicas.
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Por otra parte, el reprocesado de datos para la identificacion de lipidos oxidados
se realizd con datos procedentes de dos estudios metabolomicos no dirigidos a través
de la plataforma LC-MS. Uno de ellos consta de datos del analisis LC-MS de muestras
de plasma y tejido de pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC)
llevado a cabo por el grupo donde ser realizd la estancia. El otro conjunto de datos
proviene del andlisis no dirigido multiplataforma de muestras de plasma de pacientes
con tumores neuroendocrinos (NET) (Capitulo 1) llevado a cabo como parte de la
investigacion de esta tesis doctoral. Para ello, se utilizaron los datos procedentes del
andlisis LC-MS y, se estableci6 un flujo de trabajo para la anotacion de lipidos oxidados
a nivel de MS/MS cuando la asignacion de su anotacion no es posible mediante la
informacion de las bases de datos disponibles y las herramientas existentes.

El nivel MS/MS cubre el emparejamiento espectral de metabolitos conocidos y
la elucidacion estructural de moléculas desconocidas, aplicado a especies lipidicas
oxidadas como los derivados del acido araquidénico, conocidos como HETEs y las
lisoglicerofosfocolinas oxidadas (oxLPCs). Como ya hemos comentado, la oxidacion es
una de las reacciones mas comunes que ocurren en las células vivas y se ha investigado
durante décadas, especialmente en términos de oxidacion de lipidos. Sin embargo, se
desconocen muchos productos de oxidacion. La investigacién sobre los mecanismos de
oxidacién de los fosfolipidos y su papel en enfermedades especificas aln esta en curso,
y muchas preguntas siguen sin respuesta (12). Mdltiples actividades biolégicas de
glicerofosfolipidos oxidados que causan lesiones oxidativas patégenas se han
relacionado con cancer (27-29), diabetes (25, 30, 31), enfermedades
neurodegenerativas (32, 33) o enfermedades cardiovasculares (34, 35). Se sabe aln
menos acerca de los oxLPCs, ya sea a nivel analitico o bioldgico.

Los estudios de reprocesado de datos reunieron informacion recogida de
muestras de plasma de pacientes afectados por NET, y de plasma y tejido de pacientes
afectados con NSCLC. Los NET son una familia heterogénea de neoplasias en lo que
respecta a su biologia molecular, comportamiento clinico, prondstico y respuesta a la
terapia, cuya incidencia ha aumentado sustancialmente en los Ultimos afios (34).
Aunque se han logrado mejoras significativas en el tratamiento de NET en los ultimos
afios, existen todavia desafios con respecto a la estratificacion del paciente y al
seguimiento del tratamiento. Nuevos biomarcadores son, por lo tanto, necesarios para
ayudar en la toma de decisiones clinicas y, en Ultima instancia, mejorar los resultados
del paciente. Aunque las localizaciones principales son el pancreas, los pulmones y el

tracto digestivo, estos tumores pueden aparecer en cualquier sitio anatémico ya que las
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células neuroendocrinas se distribuyen por todo el cuerpo durante la etapa embrionaria
(36). En comparacion con otros tipos de cancer, el nimero de investigaciones centradas
en los NET es relativamente bajo. Sin embargo, la heterogeneidad antes mencionada
de los NET y una incidencia creciente exige que ampliemos nuestro conocimiento actual.

El cancer de pulmén del tipo de células no pequefias, NSCLC, es uno de los mas
comunes y representa alrededor del 85% de los casos. Aunque el cancer de pulmén
esta entre los mas diagnosticados en el mundo, sigue siendo uno de los mas agresivos
y la principal causa de muerte por cancer. EL NSCLC comienza en las células epiteliales
que conforman mayoritariamente los pulmones y, segun el tipo de célula epitelial donde
comience, se originan los distintos tipos. El adenocarcinoma (ADC) comienza en las
células productoras de mucosidad, mientras que el carcinoma de células escamosas
(SCC) se origina en las células que recubren las vias respiratorias. Ambos representan
el 85% de todos los casos (37). Por ultimo, el carcinoma de células grandes (LCC) nace
en células que no pertenecen a ninguno de los dos tipos descritos anteriormente. Esta
parte es muy importante, delimitar en qué tipo de células se ha originado el tumor, ya
que a nivel clinico determina las distintas opciones de tratamiento. Actualmente no
existen disponibles métodos no invasivos para el diagndstico temprano y el tipificado de
NSCLC, lo que convierte en un aspecto crucial del tratamiento y la supervivencia del
paciente, el diagndéstico de la enfermedad en el estado mas precoz posible. Aunque se
prefiere el uso de muestras de plasma y suero para el diagnostico de cancer y la
monitorizacién de los efectos de un tratamiento, la informacion recopilada a nivel del
tejido es vital para estudiar la bioquimica del cancer. Por eso, este estudio se ha
complementado con el analisis de muestras de plasma y tejido para intentar solventar
las dificultades propias de la busqueda de biomarcadores de cancer en plasma o suero
debido a la elevada homeostasis que se produce en la sangre, ademas de que el tejido
es el centro de proliferacion de reacciones y donde ocurre la secrecion de los

metabolitos a la sangre.

2. Materiales y métodos
2.1. Estandares de lipidos

1-palmitoil-2-araquidinoil-sn-glicerol-3-fosfocolina (PC 16:0/20:4 o PAPC), acido
1-palmitoil-2-araquidinoil-sn-glicerol-3-fosfatidico ~ (PA  16:0/20:4),  1-palmitoil-2-
araquidonoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (PS 16:0/20:4), 1-palmitoil-2-docosahexaenoil-

sn-glicero-3-fosfocolina (PC 16:0/22:6), acido 1-palmitoil-2-docosahexaenoil-sn-glicero-
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3-fosfatidico (PA 16:0/22:6) y 1-palmitoil-2-docosahexaenoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina
(PS 16:0/22:6) de AVANTI Polar Lipids fueron los estandares comerciales empleados
para la optimizacién del método de oxidacion. Las caracteristicas de cada estandar se

resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Estandares comerciales empleados para el método de oxidacion. Ademas del nombre

completo y la abreviatura, se indica el CAS, la riqueza, el disolvente y su concentracion.

Estandar Abreviatura CAS Rigueza Disolucion Concentracion Vendedor
arachidonoy-sn- pC AVANT
. . 35418-58-7 >99% CHCI3 10 mg/mL Polar
glycero-3- 16:0/20:4 Livids
phosphocholine P
1-palmitoyl-2- PA AVANTI
arachidonoy-sn- . . 322647-60-9 >99% CHCls 10 mg/mL Polar
16:0/20:4 e
glycero-3-phosphate Lipids
arachidonoylsn- = AVANT
. . 474943-16-3 >99% CHCls 10 mg/mL Polar
glycero-3-phospho-L- 16:0/20:4 Linids
serine P
3&?3:1%{::e;noyl-sn- PC AVANTI
. . 59403-54-2 >99% CHCIl3 10 mg/mL Polar
glycero-3- 16:0/22:6 Lii
. ipids
phosphocholine
1-palmitoyl-2- PA AVANTI
docosahexaenoyl-sn- 16:0/22:6 474943-28-7 >99% CHCIl3 10 mg/mL Polar
glycero-3-phosphate ) ) Lipids
(:;)pc?)lgaoe{(lfe;no I-sn- PS AVANTI
y . . 474943-17-4 >99% CHCls 10 mg/mL Polar
glycero-3-phospho-L- 16:0/22:6 Lipids
serine

2.2. Preparacion y andlisis de estandares oxidados

Brevemente, antes de comenzar con la reaccion de oxidacion, se deben formar
los liposomas a partir de los estandares de lipidos debido a que la reaccién de Fenton
no funciona bien segun el solvente organico que se use. Para ello se debe secar el
estandar comercial, que generalmente viene en disolucién con cloroformo (CHCIs). Para
ello se tomaron 65 UL de cada estandar comercial, se llevd a sequedad utilizando un
sistema de nitrogeno gas (N2) y se rehidraté con un tampon acuoso de NH4sHCO; de
concentracion 3 mM. La mezcla se aqitd en un vortex y se sometidé a ultrasonidos
durante 15 min. De esta forma se consiguieron formar los liposomas (Figura 1).

Una vez obtenidas las vesiculas, se continu6 con la reaccién propiamente de
oxidacion (Figura 1). A 125 pL de las vesiculas formadas se le agreg6 una disolucién de
CuS0O4 0.75 mM y 50 pL de una disolucion de 1.5 mM de acido ascérbico. El ascorbato
debe estar en la disolucion para reducir el Cu (ll) (del sulfato de cobre) a Cu (I). Solo

Cu(l) puede realizar la reaccion de Fenton con H>O,. Por ultimo, la mezcla fue incubada
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a 37 °C durante 72 h y se fueron tomando alicuotas cada 24 horas para hacer el
seguimiento de la reaccién.

Adicionalmente se estudi6 un método de extraccion, debido a posibles
interferencias con el cobre y el acido ascorbico. Para ello, una vez concluidos los
distintos tiempos de incubacién, se afiadid6 a la mezcla 2 volimenes de metil-terc-
butileter y se agité durante 30 min para, finalmente, recoger la fase superior para su
analisis.

LIPID VESICLES

PL (esrpL 10 »

e

~ Rehydrated in » \ »
” » it lffcoa | | EEmieatod PL ve5|cles
—’4/_)

mg/mL i in CHCIs) (143 uL. ;:‘meollL) 3
"
yi Method A
e 24 h
LIPID OXIDATION « 48 h
3 « 72h
PL \ﬁ—sTcles Cus04 (5 (50 pL; + A 1—:;” id + g -
3 i SCO| [ IC acl H,0 27
125uL; 6 0.75 mmol/L) (50 pL; 1.5 2>\
mmol/L — mmoliL) - Method B

Figura 1. Esquema del tratamiento de oxidacion empleado para los estandares comerciales. El proceso
se divide en una primera etapa fundamental para formar los liposomas, seguido de la etapa de oxidacion.
Por altimo, se siguieron dos métodos antes del analisis, uno sin filtracion (A) y otro, extrayendo con MTBE
(B). Ambas metodologias fueron caracterizadas a distintos tiempos de incubacion (24, 48 y 72 horas).

2.3. Cohortes de estudio
e Cohorte de estudio de pacientes con NET

La poblacién de este estudio incluyé 77 muestras de plasma de pacientes
diagnosticados con tumores neuroendocrinos no pancreaticos inscritos en un ensayo
clinico de fase IlI-Ill doble ciego (AXINET) que aleatorizé a los pacientes para recibir un
inhibidor selectivo de los receptores del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), Axitinib, versus placebo, ambos en combinacion con octreotida LAR
(EUDRACT: 2011-001550-29). Los pacientes debian cumplir una serie criterios de
inclusidon que se detallaron en el capitulo 1. Ademas, el estudio se completdé con 68

muestras de plasma de pacientes no-cancerosos, utilizadas como control.
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e Cohorte de estudio de los pacientes con NSCLC

Las muestras de tejido pulmonar se obtuvieron de pacientes sometidos a
tratamiento quirdrgico por NSCLC primario en el Departamento de Cirugia Tor4cica del
Hospital Clinico de la Universidad Médica de Bialystok (Polonia). Las muestras se
recolectaron siguiendo los mas altos estandares de biobanco establecidos por la
universidad (38). El estudio incluyd un total de 76 muestras de tejido de pacientes con
NSCLC. Estas muestras, ademas de tejido control adyacente sin cambios morfoldgicos,
se recolectaron y, fueron revisados histolégicamente y clasificadas. Las muestras se
congelaron y almacenaron a —80 °C hasta su analisis.

Las 33 muestras de plasma analizadas pertenecian al grupo clasificado como
pacientes con NSCLC en etapa avanzada y, de los cuales, se disponia también, de
muestras de tejido pulmonar que fueron analizadas en este estudio. Los pacientes
fueron clasificados segun el tipo de célula de origen como: 11 con ADC, 15 con SCCy
7 con LCC. Ademaés, fueron incluidos en el estudio, plasma de 26 pacientes con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), clasificados como grupo control.

Las muestras de sangre se recogieron en tubos de 9 mL con sistema de vacio
con K;EDTA como anticoagulante. Tras la mezcla suave, se centrifugé la mezcla a 1300
X g durante 20 minutos a temperatura ambiente y, la fraccién del plasma fue recogida
en tubos Eppendorf y almacenada hasta su analisis a —80 °C. Este estudio fue aprobado
por el Comité de Etica de la Universidad Médica de Bialystok. Ademas, antes de
recolectar las muestras, se obtuvo el consentimiento informado por escrito para la

recoleccién de muestras de todos los participantes.

2.4. Preparacion de las muestras

Las muestras de plasma de NET se sometieron a desproteinizacion y extraccion
de los metabolitos segun el protocolo establecido en el centro para el analisis LC-MS.
Para ello, brevemente, se mezclaron 100 pl de plasma con 300 pl de MeOH:EtOH frio
(=20 °C) (1:1, v/v). Las muestras se mezclaron con vortex durante 1 min, se incubaron
en hielo durante 5 min y se centrifugaron a 16000 x g durante 20 min a 4 °C. Por ultimo,
el sobrenadante resultante se transfirié directamente a un vial para su andlisis.

El plasma de NSCLC se someti6 al tratamiento de muestra optimizado por el
centro donde se realiz6 el andlisis (39), que difirié del protocolo empleado y descrito en
el capitulo 1, en el filtrado a través de un filtro de nailon de 0.22 ym directamente al vial

de andlisis.
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Por su parte, la preparacion de las muestras de tejido se realizd siguiendo
protocolo publicado por el centro (40) donde, brevemente, el tejido pulmonar fue
homogeneizado con 50% de metanol frio utilizando un homogeneizador de molino de
perlas (Tissue Lyser LT; Qiagen Hilden, Alemania) durante 8 min (30 Hz). Para extraer
los metabolitos se afiadié ACN frio que contenia 1 mg/L de Zomepirac (patrén interno,
IS) y, las muestras fueron centrifugadas Yy filtradas antes de su analisis. El protocolo
detallado de tratamiento de muestras de NSCLC fue descrito por Kowalczyk y

colaboradores (41).

2.5. Analisis UHPLC-MS

Las muestras de NET se analizaron en un sistema de cromatografia de liquidos,
UHPLC 1290 Infinity 1l (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) que incluye una
bomba binaria y un muestreador mdultiple automatico termostatizado, acoplado a un
analizador cuadrupolo-tiempo de vuelo, QTOF, de masa precisa Agilent 6545. Para la
separacion, como ya se explicé en el capitulo 1, se inyectaron 0.5 ul de muestra extraida
en una columna de resolucion rapida Zorbax Extended-C18 (Agilent Technologies, 2.1
x 50 mm, 1.8 um) termostatizada a 60 °C. El caudal fue de 0.6 mL/min con una fase
movil compuesta por agua con 4acido férmico al 0.1% para Ay ACN con &cido férmico al
0.1% para B. El gradiente cromatogréfico partio del 5% B durante el primer minuto,
aumentando a 80% B en 6.0 min, luego al 100% hasta el minuto 11.5 para volver a la
condicién inicial en 0.5 min permitiendo el reequilibrio hasta el minuto 15.0 (25).

Los datos se recopilaron en ambos modos de ionizacién ESI, positivo y negativo,
en analisis separados y, operaron en el rango de m/z 100 a 1000 y m/z 40 a 1000 para
analisis MS y andlisis MS/MS, respectivamente.

Se establecié un voltaje adicional de 1000 V en la fuente de ionizacion Jet
Stream (nozzle voltage) y el voltaje capilar fue de 3000 V con una velocidad de
exploracién de 1.5 espectros/s en modo positivo y —4000 V con una velocidad de
exploracién de 1.0 espectro/s en modo negativo. La temperatura del gas de secado se
fij6 en 250 °C y se hizo fluir a una velocidad de 12 L/min, a una presiéon de 52.0 psi.
Adicionalmente, se utiliz6 un gas auxiliar para aumentar la temperatura hasta los 370 °C
con una velocidad de 11 L/min y mejorar la ionizacion.

Para la correcciobn de masa durante la adquisicion de datos, se infusion6
continuamente en el sistema dos compuestos de referencia durante el transcurso de
todo el analisis: m/z 121.0509 (purina protonada) y m/z 922.0098 hexakis (1H, 1H, 3H-

tetrafluoropropoxi) fosfazina protonada (HP-921) para el modo de ionizacion positivo; y
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m/z 112.9856 (anidén con pérdida de H del &cido trifluoroacético (TFA)) y m/z 966.0007
(aducto de formiato del HP-921) para el modo negativo.

Las muestras se analizaron de forma aleatoria durante la secuencia. Para
controlar el rendimiento del sistema y determinar la reproducibilidad, se analizaron
varias réplicas de una mezcla homogénea que contenia una pequefa alicuota de todas
las muestras (controles de calidad, QC). Estos controles de calidad se trataron como el
resto de las muestras y se inyectaron al comienzo de la secuencia (10 inyecciones) para
equilibrar el sistema y, cada diez muestras para controlar ain mas la estabilidad del
analisis (42).

El analisis de los estdndares oxidados y la toma de huellas dactilares
metabdlicas para las muestras de plasma y tejido de NSCLC se realiz6 utilizando los
mismos métodos LC-MS descritos anteriormente (39, 40). Los productos de oxidacion
y las muestras extraidas se analizaron mediante un equipamiento LC-MS, sistema 1290
Infinity UHPLC (Agilent, Santa Clara, California, EE. UU.), similar al empleado en el
andlisis de las muestras NET, con la diferencia que este se combinaba con un
espectrometro de masas QTOF con tecnologia iFunnel 6550 como detector (Agilent,
Santa Clara, California, EE. UU.). Los analisis se realizaron en modo ESI(+) y ESI(-)
tanto para los estdndares como para las muestras de plasma y tejido de NSCLC, y en
los estandares oxidados se llevo a cabo el andlisis MS/MS utilizando la herramienta
AUTO MS/MS. Esta tiene la capacidad de realizar un analisis MS/MS automatizado, lo
gue permite capturar la mejor informacién de fragmentacién de la seleccién de iones.
Este método fue optimizado para un rango de adquisicion MS de m/z de 400 a 1000 y
de MS/MS de m/z de 40 a 1000 utilizando las mismas condiciones de separacion
cromatogréfica que en el analisis MS. Utilizando una ventana estrecha de aislamiento,
los iones precursores fueron fragmentados con una energia de colisién de 20 eV. La
seleccién de los iones precursores se optimiz6 con un umbral de 25000 cuentas,
excluyendo los m/z pertenecientes a los compuestos empleados como masas de
referencia. La informacion sobre el analisis LC-MS de NSCLC realizado se describio

detalladamente por Kowalczyk y col. (41).

2.6. Procesado de datos
e Procesado de datos de estandares oxidados

Los cromatogramas, espectros de masas y de fragmentacién fueron
inspeccionados manualmente utilizando Mass Hunter Qualitative (B.06.00, Agilent). Los

lipidos nativos, como sus diferentes productos de oxidacion, se extrajeron utilizando su
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correspondiente [M + H]*, comprobando, también, su aducto [M + Na]* en ionizacion
positiva y [M — H]7, [M + HCOOH-H]~, [M + CI]” en el modo de ionizacién negativa con

una tolerancia de masa de maximo 10 ppm.
e Procesado de datos NET

Los datos en crudo se procesaron mediante el algoritmo de extracciéon de
caracteristicas moleculares (MFE) en Mass Hunter Qualitative (B.06.00, Agilent). El
algoritmo MFE permite borrar los datos del ruido de fondo y los iones no relacionados,
y crea una lista de caracteristicas. Para encontrar iones coeluyentes y co-relacionados,
se consideraron los aductos [M]*, [M + H]*, [M + Na]* en ionizacion positiva y [M - H]",
[M + HCOOH-H], [M + CI]” en el modo de ionizacién negativa. También se incluyé la
perdida de agua neutra para ambas polaridades. EI método de reprocesamiento
establecido en el software Mass Hunter Qualitative se utilizd en la herramienta DA
Reprocessor Offline Utilities (B.05.00 Agilent) para el procesamiento automatizado fuera
de linea de todo el conjunto de datos. Con el software Mass Profiler Professional (B.14.9
Agilent) se llevé a cabo la alineacion de los datos reprocesados vy el filtrado de los
mismos, utilizando una ventana de tiempo de retencién de 0.5% + 0.15 min y una de
masa de 15 ppm = 2.0 mDa, conservando los compuestos que estuviesen presentes en,

al menos, el 75% de los QCs.
e Procesado de datos NSCLC

Los datos crudos fueron reprocesados de forma dirigida a través del software
MassHunter Profinder (B.08.00, Agilent). A través de su algoritmo de extraccién de
caracteristicas de forma target, dirigida, (TFE), utilizando una base de datos que
contiene las férmulas moleculares, masa y/o tiempo de retencién, busca y extrae las
caracteristicas de los datos que cumplan esos criterios mediante un proceso
denominado “buscar compuestos por formula” (FbF).

Para construir esa base de datos necesaria para el procesado dirigido, utilizando
MassHunter Qualitative (B.07.00, Agilent), se realizé la busqueda manual de todos los
productos de oxidacién posibles derivados de las principales glicerofosfatidilcolinas (PC)
encontradas en muestras de humanos siguiendo la informacion publicada (25). Estos
productos y sus formas nativas fueron caracterizados a través de los tiempos de
retencion de todas sus posibles formas isoméricas utilizando los datos de ESI positivo y
negativo. Todas las caracteristicas encontradas se inspeccionaron y, con esto, se
construyo la base de datos necesaria para el reprocesado dirigido, asignando cada

especie con su férmula, masa molecular y tiempos de retencion.

161



162

Desafios analiticos en estudios metabolémicos de cancer: busqueda de biomarcadores

Cuando las caracteristicas moleculares de entrada se caracterizan con su masa
y tiempo de retencién, en lugar de solo con la formula molecular, el algoritmo TFE calcula
patrones isotopicos razonables y los utiliza para encontrar las caracteristicas objetivo en
los archivos de datos con una tolerancia de tiempo de retencion. La inspeccion manual
de todas las caracteristicas encontradas, incluyendo la reintegracion, completaron el

procesado.

2.7. Andlisis estadistico
e Andlisis estadistico NET

El reprocesado de datos y el andlisis estadistico llevado a cabo para el estudio
LC-MS de NETs se explicdé detalladamente en el Capitulo 1. Brevemente, para la
correccion del efecto dentro de la secuencia se utilizé el algoritmo de muestras de
control de calidad y regresion de vectores de soporte (QC-SVRC) con los parametros
detallados anteriormente (43). Tras la correccion, los datos se sometieron a un
procedimiento de garantia de calidad (QA) para evaluar la varianza analitica de cada
caracteristica medida. Los datos se filtraron conservando las caracteristicas con
desviaciones estandar relativas (RSD) < 30%.

El analisis univariante (UVA) se llev6 a cabo utilizando MATLAB (R2015a,
MathWorks) y, se comprobd la normalidad aplicando la prueba de Kolmogérov-Smirnov
(K-S). Por ultimo, se evaluaron las diferencias entre casos NET y los individuos sin
cancer aplicando la prueba t de Student (valor de p < 0.05) con post-correccion multiple
de Benjamini-Hochberg.

El analisis multivariado (MVA) se realiz6 en SIMCA 15.0 (Sartorius Stedim
Biotech) para visualizar los datos. Se utilizé un método no supervisado, el andlisis de
componentes principales (PCA), para examinar la calidad de los datos y para probar la
agrupacion espontanea de las muestras. Para evaluar la fuerza y la calidad de las
diferencias entre los grupos se utiliz6 un método supervisado, el andlisis discriminante
de minimos cuadrados ortogonales parciales (OPLS-DA). Por ultimo, la calidad de los
modelos construidos se evalué a través de la varianza explicada (R?) y la predicha (Q?),
y se realizé una prueba de permutaciones para evaluar cualquier sobreajuste de los
modelos (999 permutaciones) (44).

Para inspeccionar las variaciones entre los grupos se calculé el porcentaje de
cambio. La abundancia de cada compuesto se promedié en cada muestra entre dos
grupos y la variacion se calcul6é de la siguiente manera: (Promedio para el grupo de

casos — Promedio para el grupo sin cancer) / Promedio para el grupo sin cancer, en %.
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e Analisis estadistico NSCLC

Los datos resultantes del reprocesado dirigido fueron importados en Mass
Profiler Profesional (MPP 12.6.1) (Agilent, Santa Clara, California, USA), donde se
realizaron todos los andlisis estadisticos y las diferentes comparaciones. Los analisis
incluyeron pruebas paramétricas y no paramétricas sin correccion de prueba multiple,
debido a la pequefia cantidad de especies probadas. Los estudios comparativos de
plasma fueron no pareados, mientras que las comparaciones con los datos de tejido
fueron pareadas.

Las comparaciones entre grupos fueron representadas con diagramas de Venn,
mientras que, la distribucibn de cada especie lipidica significativa se inspeccioné
utilizando el gréafico de caja y bigotes, y un gréfico del perfil, donde las abundancias en
cada muestra individual se representaron mediante lineas.

Para los datos de plasma no se utiliz6 normalizacion alguna, mientras que los
datos de tejido fueron normalizados segun el patron interno. Se omitié cualquier otra
normalizacion debido al peso estandarizado del tejido y el solvente de extraccion.

El nimero de muestras utilizado para cada comparacion, y la prueba estadistica

aplicada se resume en la Tabla 2.
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Tabla 2. Resumen de los andlisis estadisticos llevados a cabo con los datos procedentes de
muestras de plasma y tejido de NSCLC, que incluye el nimero de muestras comparadas y los

resultados significativos obtenidos, lipidos nativos y formas oxidadas.

PLASMA
- Lipidos Formas Lipidos N° L Tipo

Comparacion LR . ! Andlisis -

significativos | nativas | oxidados | muestras comparacion
cancer vs control 16 12 4 33 vs 26 prueba t Enfermedad
ADC vs control 11 7 4 11 vs 26
LCC vs control 6 6 0 7 vs 26 vmt?mney Subtipo
SCC vs control 14 11 3 15 vs 26
estadio 3 vs control 8 5 3 7 Vs 26 Mann-
estadio 4 vs control 16 10 6 19 vs 26 Whitney Estadio
estadio 5 vs control 7 4 3 7 Vs 26

TEJIDO
. Lipidos Formas Lipidos N° Ly Tipo

Comparacion A . ; Analisis .

significativos | nativas | oxidados | muestras comparacion
cancer vs control 22 12 10 76 vs 76 pruebat Enfermedad
ADCtumor VS ADCecontrol 21 18 3 25vs 25 Mann-
LCCtumor VS LCCecontrol 7 6 1 15vs 15 Whitney Subtipo
SCCrumor VS SCCeontrol 24 19 5 36 vs 36 pareado
estadio 3 vs control 25 18 7 26 vs 26 Mann-
estadio 4 vs control 23 19 4 25vs 25 Whitney Estadio
estadio 5 vs control 18 14 4 25 vs 25 pareado

2.8. Anotacion de los metabolitos

Para los datos procedentes del estudio NSCLC, al ser un estudio dirigido, los

compuestos significativos se encontraban anotados.

El proceso de anotacion de NETs fue mas complejo y, cubrié dos etapas:
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primero, una asignacion tentativa basada en los datos de MS! y, en segundo lugar,
coincidencia espectral y elucidacion estructural basada en datos de MS/MS. El flujo de

trabajo establecido para las anotaciones se resume en la Figura 2.
e Nivel MS?

Se realizé una identificacién tentativa inicial de las caracteristicas que
discriminan entre grupos en funcion de la coincidencia de masa exacta utilizando CEU
Mass Mediator (CMM). CMM es una herramienta de anotacioén, que utiliza informacién
relacionada con la ionizacion, la formacion de aductos y el orden de elucién en una
clasificacion de candidatos tentativos recuperados a través de varias bases de datos
(45).

La justificacion de la asignacion se representa mediante una puntuacion

numérica (46) o mediante explicaciones en lenguaje natural (47). Este proceso comenzé
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con la asignacion tentativa de las masas experimentales a los resultados candidatos
ofrecidos por la base de datos y cubrid la coincidencia de masa exacta, la determinacion

de la distribucion isotdpica y la verificacion de los posibles iones y aductos.
e Nivel MS/MS

Para confirmar la anotacién de los compuestos, se realizé el andlisis LC-MS/MS,
repitiendo el andlisis. El andlisis de datos independiente (DIA) se realizé con las mismas
condiciones cromatogréficas y espectrométricas utilizadas para el analisis inicial no
dirigido. De acuerdo con la masa exacta y el tiempo de retencion determinados
previamente, los iones de interés se seleccionaron para su fragmentacion por
disociacién inducida por colision (CID), utilizando una ventana de masa aislada estrecha
(aproximadamente 1.3 Da). Los iones precursores se sometieron a dos energias de
colisién fija, 20 y 40 eV, en andlisis separados para obtener sus espectros MS/MS
especificos de la energia de colision.

Como la oxidacion de un lipido para formar hidroperdxido o productos de hidréxido
implica la adicion de oxigeno a la estructura nativa, la masa de la molécula cambia y la
modificacion resultante puede detectarse facilmente mediante MS. Por ello, se realizd
la interpretacion manual precisa y exhaustiva de los espectros MS/MS comprobando los
multiples productos de oxidacion de lipidos que se pueden generar. Con el espectro
MS/MS del compuesto estandar, la forma nativa, siempre y cuando estuviese disponible
en la libreria del centro o en la base de datos METLIN (45) o MEtFrag (46), de
fragmentacion in-silico por sistemas asistidos por computadora, se realiz6 la
comparacion del patrén de fragmentacién, basado en el mecanismo de dicho proceso,
aplicando las diferencias de masa para comprobar la posible identidad de un producto
de oxidacion lipidico. La nomenclatura utilizada en cualquier caso, incluida la anotacion
de los iones de fragmentos observados, se basé en las recomendaciones de la literatura
(47). Brevemente, un tipo de fragmento de lipidos, definido como fragmento especifico
de especies de lipidos moleculares (MLF), proporciona informacion sobre la
composicion quimica de la cadena de acilo. Sin embargo, la deteccion de MLF no
respalda la inferencia de restos acidos grasos (FA) en los glicerofosfolipidos en
posiciones sn-1/sn-2 / sn-3. Por otro lado, otro tipo de fragmento lipidico definido como
fragmento selectivo de clase lipidica (LCF) proporciona informacién sobre todas las

moléculas que pertenecen a la misma clase lipidica y, es comun a todas ellas.
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Figura 2. Flujo de trabajo de anotacion para metabolitos oxidados. Esquema de los pasos realizados para la
anotacion de especies oxidadas en muestras bioldgicas. En el nivel MS?, los candidatos asignados tentativamente
de CMM se verificaron manualmente. Para la confirmacion de las ID tentativas y la anotacién de sefiales sin ningin
candidato de las bases de datos, se realizé DIA. Los espectros de fragmentacién obtenidos se compararon con la
estructura de los candidatos obtenidos, lo que condujo a la conformacién de los ID tentativos o su rechazo. Los
espectros con anotaciones incorrectas se inspeccionaron primero verificando su calidad y, luego, buscando posibles
signos de oxidacion (por ejemplo, pérdidas neutras, cambios en la masa de acilos grasos). Con base a esta
inspeccion, se determinaron y compararon formas nativas de lipidos oxidados a través de CMM. Los espectros
obtenidos se inspeccionaron manualmente y se compararon con los espectros de las formas nativas obtenidas
mediante el analisis del estandar, si se dispone, o de bases de datos. Por Ultimo, se realizé una inspeccion final de
los espectros MS/MS en ambos modos de ionizacion para confirmar la oxidacion comparando el patron de

fragmentacion con la forma precursora.
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3. Resultados
3.1. Estudio de los productos de oxidacion

A partir de los estandares utilizados, se estudiaron los principales productos
derivados de la reaccion de oxidacion. Para ello se trabajé con dos metodologias que
se combinaron. Por una parte, se estudio el uso o no de un método de extraccion y, por
otro lado, se tomaron alicuotas a distintos tiempos de reaccién de oxidacion,
concretamente a las 24, 48 y 72 horas, y se analizaron. Todos estos procedimientos se
aplicaron de forma combinada y, se realizaron por triplicado para asegurarnos de los
resultados obtenidos.

La Figura 3 muestra los cromatogramas obtenidos del analisis de los productos
de oxidacion de PAPC, PC 16:0/20:4. El panel A muestra los cromatogramas de iones
totales (TIC) obtenidos de oxPAPC con el método de extraccién planteado a los distintos
tiempos de seguimiento establecidos. El panel B muestra los TIC de los productos de
oxidacién de PAPC sin método de extraccion final, superponiendo de igual manera las
alicuotas tomadas a distintos tiempos de reaccion. Lo que se puede observar
inicialmente, es la diferencia en el perfil que nos proporciona uno u otro método segln
llevemos a cabo la extraccién o no. Aunque podriamos pensar en un perfil mas pobre
derivado del tratamiento de muestra con extraccion, las sefiales obtenidas en el método
B podrian ser derivadas de productos secundarios indeseados y/o artefactos. Por lo
tanto, para tomar una decisiébn que nos permitiese seguir con el estudio, se decidié
utilizar los datos MS/MS y seguir una estrategia como en este caso, de blsqueda del
namero de posibles precursores que presentaban el fragmento caracteristico de la
cabeza de glicerofosfocolina, m/z = 184.07, en ionizacion positiva. Esto gener6 como
resultados, 260 precursores para el método B, sin extraccion, y solo 2 para el método
A, con extraccion, lo que nos ayudd a concluir que con el método de extracciéon

perdiamos la mayor parte de los productos buscados frente al método sin extraccion.
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Figura 3. Cromatograma de iones totales (TIC) resultado de la oxidacién de PAPC (PC 16:0/20:4)
para los distintos métodos empleados. A. TICs resultantes de la oxidacion de PAPC que incluye
la extraccion con MTBE. B. TICs resultantes para oxPAPC con tratamiento de muestra sin
extraccion. Los métodos completos se resumen en el apartado “Materiales y métodos”. Ambos
métodos muestran superpuestos los TIC para el seguimiento de la reaccién de oxidacion

tomando alicuotas cada 24 (rojo), 48 (azul) y 72 horas (verde).

En cuanto al seguimiento del tiempo de oxidacion, también se pudo observar
gue no se destacaban remarcadas diferencias entre los 3 tiempos. No éramos capaces
de distinguir zonas en las que vayan apareciendo progresivamente mas sefiales y
desapareciendo otras. Bien es cierto, que se pudo observar una ligera diferencia de
intensidad segun los tiempos de incubacion de la oxidacion, pero de forma global,

aparecen, practicamente, las mismas sefiales.
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Este trabajo ha permitido identificar gran parte de los productos de oxidacion que
se conocen, derivados de los principales mecanismos de reaccion para cada estandar
comercial utilizado. La Figura 4 muestra el EIC de los productos de oxidacién derivados
de una de las principales glicerofosfocolinas, PAPC, encontradas en muestras
humanas. La caracterizacion de cada sefial nos informa de céomo, a medida que
aumentamos el grado de oxidacion, la especie presenta menor tiempo de retencién que
su correspondiente especie nativa; y como los productos de reaccién de cadena corta

se representan en la zona intermedia (5-6 min).

p d Name oxPC
s Al Short chain- g et PAPC PC 16:0/20:4
axidized PC oxidized PC PAPC-OH PC16:0/20:4;0H
G-PC 1 L PAPC-OOH PC 16:0/20:4;00H
x104 ON-PC PC 16:0/9:0;,CHO
4+ AZ-PC PC 16:0/9:0;COOH
38 | OB-PC PC 16:0/4:0;CHO
38 [ »Hexendia-PC S-PC PC 16:0/4:0;COOH
: i OV-PC PC 16:0/5:0;CHO
o) G-PC PC 16:0/5:0;COOH
284 Hex-PC PC 16:0/6:0;CHO
264 \‘ Hexendia-PC PC 16:0/6:0;COOH
Z: I | Hept-PC PC 16:0/7:0;CHO
i i | Heptendia-PC Heptendia-PC PC 16:0/7:0;COOH
| ~ OD-PC PC 16:0/10:0;CHO
sl » OB-PC ou-PC PC 16:0/11:0;CHO
] PAPC
PAPC-OOH PAPC-OH
08
08
04
0.24
iy i

*8.023

72 74 176 78 8

82 B84 86 88

Counts vs. Acquisition Time (min)

9 92 94 96 98 10 102 104 106 108 11

6.6

7 72 74 716 18 8

84 86

Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 4. Cromatograma de iones extraidos (EIC) para los productos de oxidacion de PC 16:0/20:4 en

88 9 92

94 96 98

102 104 106 108

modo de ionizacion positivo. La tabla resume las abreviaturas cominmente empleadas para esas

especies. El cromatograma ampliado nos proporciona una imagen de la abundancia y de los tiempos

de retencién de la forma nativa, y los productos de oxidacién derivados de cadena larga y de cadena

corta.

3.2. Perfil metabdlico en NET de muestras de plasma

Utilizando LC-QTOF/MS se llevo a cabo el estudio metabolémico no dirigido de
145 muestras de plasma de individuos sin cancer y pacientes con NET. El procedimiento
de QA se realiz6 tras la reduccién del efecto intra-secuencia con QC-SVRC, limitando
la matriz a las caracteristicas medidas de manera reproducible. La normalidad de los
datos se demostré con la prueba de Kolmogoérov-Smirnov (K-S) (el 73% de las
caracteristicas en modo positivo y el 85% en modo negativo tenian una distribucién

normal). El andlisis univariante condujo a la seleccién de 150 y 296 metabolitos
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discriminantes en modo positivo y negativo, respectivamente. La anotacion provisional
permitié asignar 58 compuestos en positivo y 74 en modo negativo, de las cuales 31y
25 anotaciones se confirmaron en base a la informacion espectral DIA.

Los perfiles metabolicos de los pacientes con NET fueron claramente diferentes
de los individuos sin cancer. Esto fue apoyado por un gran numero de masas
estadisticamente significativas y una robusta separacion de las muestras incluso en el
nivel de PCA (Fig. 5A). Esta fuerte separacion se confirmé ain mas con el modelo
OPLS-DA y sus parametros de calidad: R?: 0.964 y Q2: 0.921 (Fig. 5B). La robustez de
la clasificacién obtenida se confirmé mediante la prueba de permutaciones que descarto
la posibilidad de sobreajuste del modelo. Todas las sefales discriminatorias y anotadas
pertenecen a lipidos. Siguiendo el sistema de clasificacion oficial de lipidos (48) se
clasificaron en 6 categorias principales, predominando los glicerofosfolipidos, acidos
grasos y esteroles (acido hidroxioxicdlico, acido ursodesoxicdlico y &cido glicocdlico). La
Fig. 5C muestra el panel lipidico de las alteraciones metabdlicas encontradas en
muestras de plasma de pacientes con NET. Como se puede observar facilmente, se
detect6 una elevacion general del contenido de lipidos en el grupo NET. La abundancia
de la gran mayoria de los lipidos medidos fue elevada excepto para esfingolipidos,
carnitinas, glicerofosfocolinas y glicerofosfoetanolaminas. Estos datos muestran las
identificaciones finales; sin embargo, es importante discutir la forma en que estos lipidos

fueron anotados.
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Figura 5. Diferencias metabdlicas en los perfiles plasmaticos entre pacientes con NET (n = 77) e
individuos sin cancer (n = 68). A. Modelo PCA construido a partir de datos adquiridos en modo de
ionizacion negativo con escalado UV y transformacion logaritmica. Los puntos azules indican
pacientes con NET y los rojos representan los controles. Parametros del modelo: R2=0.186y Q2 =
0.156; B. Modelo OPLS-DA construido a partir de datos adquiridos en modo de ionizacion negativo
con escalado pareto y transformacion logaritmica. Los puntos azules indican pacientes con NET y
los rojos representan los controles. Parametros del modelo: R? = 0.964 y Q2 = 0.921; C. Gréfico
circular de la distribucion de lipidos discriminantes y anotados clasificados en las principales
categorias (circulo externo) y clases (circulo interno). Las flechas indican los cambios entre los
grupos comparados: hacia arriba, un aumento en NET en comparacién con los controles; hacia
abajo, una disminucién en NET en comparacién con los controles. Los nimeros indican el nimero

de especies identificadas para cada categoria de lipidos.

Durante el proceso de anotacion, se establecieron diferentes enfoques para
abordar mejor los desafios encontrados en sefiales especificas. La combinacion de
metodologias, utilizando diferentes métodos y enfoques, aumentan la probabilidad de
éxito de una asignacion de ID a través del mejor uso de la informacion disponible, ya
sea a nivel MS! o MS/MS. De las 46 identificaciones confirmadas en total para ambas
polaridades, 31 eran lipidos, y tres de ellas no pudieron verificarse con la coincidencia
espectral de la anotacion tentativa y fueron identificadas por elucidacion estructural. Por

lo tanto, a continuaciéon, se presentan los diferentes enfoques utilizados para la
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anotacion de lipidos oxidados, incluida la coincidencia espectral para metabolitos
conocidos y la elucidacién estructural de metabolitos modificados.

3.3. Anotacién MS/MS de HETESs a través de coincidencia espectral

La anotacion de 4cidos grasos oxidados se ilustra con el ejemplo de los acidos
hidroxieicosatetraenoicos, conocidos como HETE. Este es un metabolito del acido
araquidonico con un grupo hidroxilo. La diferencia en la posicién del grupo hidroxilo da
como resultado la formacion de diferentes isoformas de HETE, por ejemplo, 5-HETE,
12-HETE o 15-HETE. Los HETE, como metabolitos del acido araquidénico, se han
investigado en profundidad y son bien conocidos. Sin embargo, la diversidad de
isébmeros, la multitud de vias quimicas que conducen a su formacion y el efecto
fisiologico dependiente de la concentracion, implican la necesidad de continuar con su
investigacion. Como ya se menciond, la investigacion sobre HETE tiene una larga
tradicidon y existen ya, varios métodos robustos dedicados exclusivamente a ellos (49-
55). Sin embargo, la capacidad de los enfoques no dirigidos para analizar estos lipidos
brinda oportunidades Unicas para su exploracion y la de otros lipidos oxidados, en
muchos casos fisioldgicos y fisiopatoldgicos. En este estudio, el método de analisis no
dirigido para el estudio del perfil de plasma permitié separar y detectar 5 isoformas de
HETE: 5-HETE, 8-HETE, 11-HETE, 12-HETE y 15-HETE (Fig. 6A) en ambas
polaridades. Teniendo en cuenta que contabamos con un gradiente muy pronunciado,
se obtuvo una buena resolucion cromatografica. La inestabilidad de los lipidos oxidados
es uno de los principales retos en el andlisis de este grupo de metabolitos. La co-elucion
se confirmé mediante el andlisis MS/MS, donde los espectros obtenidos contenian
diferentes fragmentos procedentes de diferentes isoformas juntas. Tal caso se
ejemplifica claramente en la Fig. 7B: el espectro presentado contiene fragmentos que
se originan a partir de tres isoformas de HETE, que incluyen 12-HETE, 11-HETE y 8-
HETE. Al comparar esta informacion con el orden de eluciéon de HETE (Fig. 6A), tal co-
eluciéon puede justificarse facilmente. La importancia de ambos modos de polaridad en
el proceso de anotacion es bien conocida. En el caso de los HETE, este punto no es tan
crucial. Esto se debe a que se ionizan facilmente en modo de ionizacion negativo (Fig.
6B, EIC azul), pero en modo positivo la eficiencia de ionizacién es muy pequefia (Fig.
6B, EIC rojo).
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Figura 6. Cromatogramas de iones extraidos (EIC) de HETE en muestras de plasma de NET.
A. EIC de 5 isoformas de HETE resueltas cromatograficamente en modo de ionizacion negativa.
B. EIC de HETE en modo de ionizacion positivo para [M + H]* (color rojo) y en modo negativo

(azul) para [M-HJ.

Ademas, en segun qué condiciones de analisis, se observa predominantemente
la pérdida neutra de agua o los aductos de sodio frente a una sefial imperceptible de los
iones protonados. Sin embargo, la falta de sefial en un modo i6nico particular podria ser
tan informativa como la presencia de un cierto aducto. Como se mencioné
anteriormente, los HETE son un grupo de lipidos bastante conocido, por lo que es facil
encontrarlos en las bases de datos. Ademas, la mayoria de las isoformas de HETE
tienen informacioén de fragmentacion que se puede utilizar para la coincidencia espectral.

La Fig. 7A muestra un ejemplo de 5-HETE.
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Figura 7. El panel (A) muestra el espectro experimental MS/MS de 5-HETE y el panel inferior presenta los

espectros de la base de datos METLIN MS/MS; flechas indican fragmentos y sus colores corresponden a las

marcas en los espectros. (B) Ejemplo de un espectro MS/MS de co-eluciéon de tres isoformas de HETE: 12-

HETE, 11-HETE y 8-HETE. La parte superior muestra el espectro experimental, mientras que la parte inferior

muestra tres espectros de fragmentacion de la base de datos METLIN MS/MS. Todos los espectros se

adquirieron en modo negativo aplicando 20 eV. MLF: fragmento especifico de especie de lipidos moleculares.
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Las siguientes Figuras (Fig. 8-11) muestran las anotaciones restantes para los
isbmeros HETE en los datos experimentales de MS/MS en plasma. La similitud
estructural de los HETE da como resultado una analogia espectral entre diferentes
isoformas. Comunmente, hay iones producto que se forman en diferentes HETE, por
ejemplo: m/z 301.21 formado a través de la pérdida de agua de su precursor m/z 257.22,
generado, a su vez, por la pérdida de un grupo carboxilico. A pesar de estas similitudes,
hay muchos fragmentos de MLF que ayudan en el proceso de anotacién diferenciando
los isémeros. Los fragmentos de MLF que diferencian entre las isoformas de HETE
incluyen: m/z 115.03 para 5- HETE, m/z 155.06 y 163.14 para 8-HETE, m/z 167.10 para
11-HETE, m/z 179.10 para 12-HETE y m/z 219.13 para 15-HETE. La mayoria de los
HETE producen espectros similares con la excepcion del 11-HETE que produce muy
pocos fragmentos y, por lo tanto, tiene un espectro bastante diferente. Los HETE, como
grupo, proporcionan espectros mas informativos bajo energias de colision pequefias

(entre 10 y 20 eV) porque las energias altas conducen a una sobrefragmentacion.
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Figura 8. Panel superior: espectro de fragmentacion experimental de 8-HETE
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3.4. Elucidacion estructural MS/MS de lisoglicerofosfocolinas oxidadas (oxLPC)

Todavia existian tres anotaciones no confirmadas por la coincidencia espectral
gue requerian un andlisis profundo y elucidacién de los espectros MS/MS. El estudio de
sus correspondientes espectros de fragmentacién concluydé que estas incognitas se
referian a glicerofosfolipidos oxidados. En los Ultimos afios se ha observado un mayor
interés por las glicerofosfocolinas oxidadas, como primeros productos de oxidacion, lo
gue ha supuesto un enorme aumento del conocimiento adquirido sobre estos lipidos,
tanto desde una perspectiva analitica como biolégica. En marzo de 2018 se reportaron
26 especies oxidadas catalogadas en la base de datos LIPID MAPS (38), 260 especies
en febrero de 2022. Sin embargo, se sabe muy poco sobre las monoacil- o monoalquil-
glicerofosfocolinas oxidadas (oxLPC). La falta de oxLPC en las bases de datos impide
que incluso los enfoques mas robustos para la anotacion provisional logren obtener una
asignacion correcta. Como se mencion0 anteriormente, tres lipidos se anotaron
erréneamente basandose Unicamente en la informacién de MS*: m/z = 512.3354 Da a
RT 4.21 min, m/z = 540.3658 Da a RT 4.70 min y m/z = 536.3344 Da a RT 4.41 min.
Todas estas caracteristicas se obtuvieron del andlisis en modo de ionizacion positivos
y, todas ellas fueron anotadas como fosfatidilserinas por CMM a través de informacién
de MS?: LPS 0-18:0, LPS 0O-20:0 con pérdida de agua y LPS 0-20:0, respectivamente,
de acuerdo con el flujo de trabajo explicado en la Fig.2.

Se obtuvo un posible candidato adicional de PC 16:1/2:0 para m/z = 536.3344
Da. Una inspeccion de los espectros de fragmentacion rechazé rapidamente la
anotacion tentativa y permitié clasificar los tres iones como lisoglicerofosfolipidos
oxidados: LPC 16:0;0H, LPC 18:0;0H y LPC 18:2;0H. La evidencia y el razonamiento

gue nos llevaron a estas anotaciones se describen a continuacion.

e LPC 16:0;0H: emparejamiento del espectro experimental MS/MS con el espectro
MS/MS de la forma no oxidada del estandar de referencia puro

El m/z estadisticamente significativo, 512.3354 Da y RT 4.21 min se asigné
provisionalmente como LPS 0O-18:0 a través de CMM. Una vez que se obtuvo el
espectro experimental MS/MS, se pudo comprobar que esa asignacion tentativa inicial
era incorrecta, debido a la falta de iones producto caracteristicos de las
glicerofosfoserinas. Por su parte, si se pudo observar la presencia de iones producto
caracteristicos de las glicerofosfocolinas en el espectro (Fig. 12). Tras la exclusion de

posibles coeluciones, se considerd la presencia de una posible oxidacion. De esta
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forma, las posibles oxidaciones se calcularon con la diferencia de masa entre las formas
oxidadas y nativa (no oxidada): 15.9949 Da para —OH, 31.9898 Da para —(OH), o —OOH

(20). Las masas recalculadas de formas no oxidadas para —(OH), / -OOH y —OH

condujeron a la obtencion, tras la busqueda en CMM, de LPC O-16:1y LPC 16:0 como

posibles candidatos por [M]* respectivamente. Si bien solo se observé un candidato con

pérdida de agua, y se sabe que —(OH); presenta una doble pérdida de agua (18.0108 y

36.0216 Da), no se pudo descartar esta opcidén, pues si bien esta pérdida neutra

probablemente proviene de la forma liso, la segunda pérdida solo es posible observarla

con energias de colisién altas. Para confirmar el producto de oxidacion, los espectros

MS/MS para ambas polaridades se compararon con los espectros del estandar nativo

(Fig. 12).
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Figura 12. Comparacion del patrén de fragmentacion basado en el mecanismo de fragmentacién (LCF y MLF) y las

diferencias de masa en MLF. Los espectros superiores muestran los espectros MS/MS resultantes del LPC en estado

nativo (16:0) a 20 eV adquirido en modo de ionizacién positivo (A) y en modo de ionizacion negativo (B). Los

espectros inferiores ilustran los espectros experimentales de MS/MS de la forma oxidada LPC 16:0;0H presente en

las muestras de plasma a la misma energia de colision (20 eV) en modo de ionizacién positivo (C) y negativo (D).

LCF: fragmento selectivo de la clase de lipidos; MLF: fragmento especifico de especie de lipido molecular.
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Los fragmentos caracteristicos de estos espectros fueron relevantes para la
identificacion de las cadenas de acilo graso del glicerofosfolipido. En la region de masa
media, el fragmento caracteristico de la cadena de acilo graso se puede observar en
modo negativo, y el resultado de la base de datos para m/z = 271.2291 (MLF) fue acido
hidroxihexadecanoico. Ademas, las MLF caracteristicas pueden compararse entre los
espectros de LPC nativos y oxidados. Se mostré una diferencia de masa de 15.9949
Da, la diferencia entre nuestro precursor y la forma nativa y, se correspondia con la
variacion de masa causada por la presencia de un grupo —OH. Todos los deméas LCFs
permanecen sin cambios, como ya se menciond, ya que estos solo brindan informacion
sobre la clase de lipidos.

Al unir la informacion proporcionada por los datos de MS/MS en ambos modos
de ionizacidn, se identificé LPC 16:0;0H como la caracteristica significativa con [M]* =
512.3354 a RT 4.21 min.

Se han llevado a cabo estudios mecanisticos de las vias de fragmentacion de
lipidos para una amplia gama de estas moléculas, lo que demuestra que la comprension
de las reacciones de fragmentacién del ion precursor es esencial para la caracterizacion
estructural (56-58). Estos estudios han dedicado especial atencién a estandarizar las
reacciones de lipidos en condiciones de disociacién inducida por colision (CID) y han
demostrado que la CID de estas moléculas se produce a través de dos mecanismos
predominantes, fragmentacién por migracion de carga (CMF), un mecanismo que
implica la carga del ion precursor, y fragmentacion por retencion de carga (CRF),
mecanismo que tiene lugar fisicamente lejos del sitio de carga. Estos mecanismos de
fragmentacion producen iones de fragmentos comunes y predecibles a partir de
moléculas de lipidos que tienen diversas estructuras quimicas (59).

La caracterizacion estructural ha sido respaldada con rutas de fragmentacién
propuestas basadas en estudios previos para los compuestos objetivo, como se muestra
en las siguientes figuras (Fig. 13-15), donde se representan los iones caracteristicos y

las pérdidas neutras del LPC estandar 16:0 en modo ESI negativo y positivo.
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e LPC 18:0;0H; emparejamiento del espectro experimental MS/MS con el espectro

MS/MS de la forma no oxidada del estAdndar de referencia puro

Como en el caso anterior, la caracteristica con m/z = 540.3658 Da y RT 4.70
min, asignada de forma tentativa como LPS O-20:0 por [M]*, fue estudiada en detalle
mediante la inspeccion de datos MS/MS experimentales. Debido a que los fragmentos
caracteristicos de las glicerofosfocolinas dominaban el espectro MS/MS en modo
positivo, se estudiaron posibles modificaciones del precursor. Extrayendo las posibles
oxidaciones e inspeccionando los fragmentos obtenidos en modo negativo, se pudo
establecer con relativa facilidad la composicion exacta de los acidos grasos, en base al
espectro MS/MS adquirido en modo de ionizacién negativa. A través del espectro
MS/MS del estandar nativo, los fragmentos caracteristicos podrian compararse entre la
forma oxidada y la no oxidada (Fig. 16).

X
(A) 2 g lo (B) 0 o
0 /\/\\N\/\/\\/\/\)LO/\)._/\O’E‘()/\/N: 05 /\/\/W\/W\)L(]/\I,/\[)’R\(]/\/N\
H 3y OH - H'on Y o
45 275 g g
5 25 o P
4 = 2 2254 ] ]
35 =1 a = 2
3 2 & 1754
25 & 154
5 125
15 g M
] - 23 b 5 2 2 R I g 2
e 8 2 2 2 uz 2 054 2 3 B
I = = = - = nas| I 3 2
R “.- 3 ¥ ol 1 . I . %
50 75 100 135 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 0 160 150 200 250 300 330 400 450 500 580
Counts s Mass 1o Chargs (miz) Counts vs. Mass-to-Charge (miz)
protonated form (+ve ion) formate adduct form (-ve ion)
@ ©) _
native LysoPC(18:0) native +44.9982 Da native native LysoPC(18:0)
precursor ion m/z = 524.3711 LPC LPC precursor ion m/z = 568.3620
+ -
1] [M+HCOOH-H]
oxidation oxidation
+15.9949 Da +15.9949 Da
- ® © o Losop 16,
oxidized LysoPC(18:0)-OH + 44,9982 Da oxidized LysoPC(18:0)-OH
precursor ion m/z = 540,3658  ©X-LPC—OH S — ox-LPC—0OH precursor ion m/z = 584,3569
" -
M+HCOOH-H
(© M (D) [ 1
10 L0 2
16 % 14
=
144 z 12 g
12 g . 3
1 - &
3 08 @
08 8 .
08 S w °e 8 ] E
r ] 0.4 == =
0z 1 é ] 0.2 J = I
ol T A T I TR O AP { ol il T R TR DT el L
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 S0 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Counts vs. Mass-to-Charga (miz} Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

Figura 16. Comparacion del patrén de fragmentacion basado en el mecanismo de fragmentaciéon (LCF y MLF) y
las diferencias de masa en MLF. Los espectros superiores muestran los espectros MS/MS resultantes del
estandar nativo LPC 18:0 a 20 eV, adquiridos en modo positivo (A) y en modo negativo (B). Los espectros
inferiores ilustran los espectros experimentales MS/MS de la forma oxidada LPC 18:0;0H presente en las

muestras de plasma con la misma energia de colision (20 eV) en modo de ionizacion positivo (C) y negativo (D).
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Las sefiales correspondientes al 4cido graso desprotonado o a la forma liso
desmetilada se pudieron observar en la regién de masa media; por lo que, con la sefial
de m/z = 299.2596 (MLF) correspondiente al acido hidroxioctadecanoico, se identifico la
molécula como LPC 18:0;0H.

e LPC 18:2;0H: comparacién del espectro experimental MS/MS con los disponibles

en las bases de datos

Otro caso fue el de la caracteristica con m/z = 536.3344 Da y RT 4.41 min. La
anotacion tentativa se realizé de acuerdo con el flujo de trabajo explicado en la Fig. 2 y,
asi, se le asignaron los candidatos PC16:1/2:0 con [M]* o LPS 20:0 por [M + H = H0]".
Aungue PS se descartd por completo porque se identificaron fragmentos caracteristicos
del grupo de cabeza de fosfocolina en el espectro MS/MS (modo de ionizacion positivo),
también se pudieron observar dos pérdidas de agua neutra en la region de masa alta
(Fig. 17A). Como el espectro no coincidia con la asignacion tentativa y, se podian
observar dos pérdidas de agua en modo positivo, se consideré la oxidacién de acidos
grasos. De la misma manera que en el caso anterior, se calcularon y buscaron posibles
precursores, y se confirmé LPC 18:2;0H, con el fragmento relacionado con el acido
graso en laregion de masa media en el espectro MS/MS experimental en modo negativo
( Fig. 17C). En este caso, se utilizé el espectro MS/MS de la forma nativa en modo de
ionizacién negativo procedente de una base de datos en linea, para comparar sus
fragmentos caracteristicos (60) (Fig. 17B). En el modo de ionizacién positivo, se pudo
asignar las sefales pertenecientes a las pérdidas de agua a la forma liso, y otra al grupo
—OH. Ademas, la pérdida relacionada con el grupo principal/aducto, identificada como
pérdida de formiato de metilo, es una pérdida relevante para el reconocimiento de
aductos en datos MS/MS en modo negativo. También se puede observar que las
estructuras oxidadas con dobles enlaces conjugados pueden perder facilmente agua

como pérdida neutra.
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Figura 17. A. Espectro MS/MS experimental de LPC 18:2;0H de muestras de plasma adquiridas en modo

positivo a 25 eV. B y C. Comparacién del espectro MS/MS experimental de la forma oxidada LPC 18:2;0H con

el patron de fragmentacion basado en el espectro nativo en negativo de la base de datos MassBank. El espectro

superior muestra el espectro de la base de datos MS/MS del precursor nativo LPC 18:2 adquirido en modo de

ionizacion negativo (B). El espectro inferior ilustran el espectro MS/MS experimental de la forma oxidada LPC

18:2;0H de una muestra de plasma a 20 eV en modo negativo (C).
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3.5. Implicaciones biolégicas de la oxidacién lipidica en pacientes con NET

Aunque la relacién patolégica del estrés oxidativo con el cancer ha sido bien
establecida, la caracterizacion de los productos de oxidacién de lipidos generados bajo
esta condicién no esta bien desarrollada hasta la fecha. Hay estudios en los que se ha
utilizado la espectrometria de masas para perfilar el lipidoma oxidado en muestras
biolégicas de pacientes con cancer (61-66). Sin embargo, muchas publicaciones suelen
proporcionar resultados contradictorios que podrian simplemente confirmar la compleja
naturaleza de los lipidos oxidados (67, 68). Se ha demostrado que diferentes isoformas
de la misma forma nativa pueden desempefiar diferentes funciones fisiol6gicas.
Ademas, un solo lipido oxidado puede exhibir propiedades muy diferentes o incluso
opuestas dependiendo de su concentracién. Muy a menudo, las bajas concentraciones
dan como resultado propiedades protectoras, mientras que un aumento en la
concentracion implica efectos pro-enfermedad. Esto demuestra claramente la necesidad
de explorar mas a fondo el papel de los lipidos oxidados.

Los derivados oxidados del acido araquidonico se relacionaron con la
modulacion de los efectos de los factores de crecimiento en las células cancerosas, los
efectos co-mitogénicos, la angiogénesis, la adhesién, la migracién y la invasion de las

células tumorales. Los procesos bioquimicos de los mecanismos de propagacion y
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migracién estan relacionados con estos productos de oxidacion y son esenciales para
la metastasis. El papel y la actividad de los HETE han sido investigados en diferentes
tipos de céncer, incluido el cancer de prostata (69, 70), el adenocarcinoma esofagico
humano (EAC) (71), el cancer de mama (72), el cancer gastrico (73) y el cancer de
pulmén (74), pero nunca ha sido estudiado en pacientes con NET. Independientemente
de la isoforma, se ha encontrado que todos los HETE estan significativamente elevados
en pacientes con NET en comparacién con individuos sin cancer (Fig. 18A). También,
se ha observado la misma tendencia para otros lipidos oxidados, como las oxLPC (Fig.
18B).

La formacion de fosfolipidos oxidados es bien conocida y abarca la oxidacion
enzimatica altamente controlada y los eventos no enziméticos no controlados. La
produccion de lisofosfolipidos oxidados aun no se ha explorado profundamente, pero
algunas fuentes brindan informacién sobre tres vias principales: a) fragmentacion
oxidativa de glicerofosfolipidos a través de la pérdida de un grupo acilo de un fosfolipido
oxidado, b) esterificacion de &cidos grasos oxidados a glicerol derivados (75) o c)
enziméticamente por LOX, COX o citocromo P450. Estos productos de oxidacion estan
involucrados en la regulacién de los procesos de inflamacion, trombosis, angiogénesis,
inmunotolerancia y funcionamiento de la barrera endotelial, ya que se alteran las
propiedades fisicas de fluidez y empaquetamiento de acilo. Si bien se ha estudiado el
papel de HETE en el cancer, no se sabe mucho sobre los oxLPC. La correlaciéon
estadistica entre los oxLPC anotados con los HETE podria sugerir una relacion biol6gica
entre ambos tipos de productos de oxidacion. Esto también implica la formacién de
dichos oxilipidos y, podria indicar su origen enzimatico. Sin embargo, para confirmar
esta relacion y su naturaleza, se necesita mas investigacion. Los lipidos oxidados son
diferentes entre el grupo sin cancer y los pacientes con NET; sin embargo, también se
observaron algunas tendencias dentro del grupo NET. Esta heterogeneidad se ilustra
en dos parametros clinicos, como son la actividad proliferativa tumoral y la cantidad de
cromogranina A. Los NET se estratifican por actividad proliferativa en grado 1 y grado
2, donde el grado 1 significa actividad proliferativa baja (indice proliferativo Ki67 < 3%)
y actividad proliferativa intermedia de grado 2 (indice proliferativo Ki67 de 3-20%). La
Fig. 18C ilustra las diferencias en el nivel de HETE entre los grados. Como puede verse,
con una mayor actividad de proliferacién, el nivel plasmatico de HETE esta
disminuyendo. Se sabe que los HETE promueven la proliferacién de células tumorales
(76, 77), por lo tanto, podrian acumularse localmente en el tejido tumoral, lo que a su

vez da como resultado la disminucién de su nivel en la sangre. La cromogranina A (CgA)
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es la principal proteina soluble que se libera junto con hormonas peptidicas,
neurotransmisores o0 aminas en respuesta a diversos estimulos fisiolégicos vy
farmacoldgicos. Ubicada en las vesiculas secretoras de las neuronas y células
endocrinas, la CgA vy sus diversos fragmentos bioactivos ejercen un amplio espectro de
actividades reguladoras al influir en los sistemas endocrino, neurolégico, cardiovascular
e inmunoldgico, y afecta a la homeostasis de la glucosa y el calcio. La CgA y sus
péptidos derivados se utilizan como marcadores de diagndstico y pronéstico o para
controlar la respuesta a la intervencion farmacolégica no solo en tumores
neuroendocrinos, sino también en enfermedades inflamatorias, cardiovasculares y
neuropsiquiatricas. En la Figura 18D se muestra una disminucién de HETE en el grupo
2 donde se superé el limite superior del nivel de referencia de cromogranina A, con un
aumento particularmente grande en el grupo 1 de 5-HETE. Todos estos hallazgos
brindan una nueva e importante perspectiva sobre el metabolismo de los lipidos en los
NET; sin embargo, se requiere mas investigacion. Las diferencias capturadas en el nivel
de lipidos oxidados en plasma son muy prometedoras en el contexto de la investigacion
sobre los tumores NET. Ademas, para comprender completamente la funcién de estos
productos de oxidacién, se requiere un analisis funcional a través del analisis combinado

de lipidos y proteinas.
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3.6. Estudio lipidos oxidados en NSCLC

En el analisis dirigido para la busqueda de diferencias significativas entre los
distintos grupos comparados en lipidos oxidados presentes en muestras de plasma y
tejido de NSCLC, se han encontrado importantes resultados preliminares que contindan
siendo analizados para intentar ofrecer la mayor informacién posible.

Los andlisis de plasma mostraron diferencias significativas en lipidos como PC
16:0/20:4;00H, PC 16:0/20:3;0H o PC 18:0/18:2;0H en las comparativas ADC vs
control y SCC vs control. El estudio comparativo LCC vs control no reportd diferencias
significativas en cuanto a lipidos oxidados. Se ha podido observar con los resultados de
estos primeros analisis preliminares que, las especies mayoritarias que se encuentran
alteradas en los datos procedentes de plasma son lipidos oxidados de cadena larga, y
que las formas hidroperdxido se encuentran disminuidas en el grupo cancer, sin importar

el subtipo, mientras que el resto, presentan niveles aumentados (Figura 19).
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Figura 19. Resultados obtenidos del analisis de lipidos oxidados en plasma de NSCLC. A.
Diagrama de Venn con la comparacion de los resultados obtenidos del estudio estadistico segun
el subtipo de cancer de pulmén (ADC vs control, y SCC vs control). El estudio comparativo LCC

vs control no proporciond resultados significativos en cuando a lipidos oxidados B. Diagrama de
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caja y bigotes para las abundancias obtenidas de los derivados oxidados PC 16:0/20:4;,00H y

PC 18:0/18:2;0H en ambas comparativas

En cuanto a los resultados obtenidos del estudio comparativo con los datos
procedentes del analisis de muestras de tejido se concluyd que estos pertenecian en su
mayoria a lipidos oxidados de cadena corta. El estudio comparativo segun el subtipo de
cancer de pulmoén se llevé a cabo comparando los resultados encontrados en muestras
de tejido tumorales y de tejido adyacente asignado como control. Ademas, se realizaron
diferentes andlisis para observar la tendencia y el comportamiento de las especies
lipidicas oxidadas con el progreso de la enfermedad en el estudio comparativo de los
estadios de NSCLC (Figura 20). En todos los casos se pudo observar que los niveles
de oxPC se encuentran disminuidos en el tejido tumoral frente al control y que esos
niveles se van reduciendo a media que aumenta el estadio. El diagrama de Venn para
los resultados de tejido en diferentes subtipos de cancer se realizé solo con lipidos

oxidados.
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Figura 20. Resultados obtenidos del analisis de lipidos oxidados en tejido de NSCLC. A. Diagrama de Venn

con la comparacion de los resultados obtenidos del estudio estadistico segun el subtipo de cancer de pulmoén
(ADCrumor VS ADCcontrol, LCCrumor VS LCCeontrol Y SCCrumor VS SCCeontrol). B. Diagrama de caja y bigotes para las
abundancias obtenidas del derivado oxidado PC 16:0/7:0;CHO segun los distintos estadios. Este incluye una
representacion grafica de la intensidad de esta especie y su distribucién en las muestras. El asterisco

representa resultados significativos.

191




192

Desafios analiticos en estudios metabolémicos de cancer: busqueda de biomarcadores

Como se observa en el gréfico, 3 lipidos son exclusivos en las comparaciones,
6 lipidos se comparten entre 2 tipos de cancer (2 para cada combinacién) y 1 se
comparte entre todos los tipos de cancer. Los datos del lipido que dio los mejores
resultados, PC 16:0/7:0;CHO, se analiz6 con un diagrama de caja y bigotes segun los
diferentes estadios y se representaron los diagramas de perfil que muestran los cambios
de forma mas evidente.

Estos resultados continGan aun en estudio y se estan completando con el
andlisis de otra cohorte independiente de pacientes. Con esos resultados, junto con los
colaboradores donde se realizé la movilidad, se continta trabajando en el desarrollo de

una publicacion cientifica que redna la informacién mas relevante posible.

4. Conclusion

En este trabajo se realiz6, por una parte, el perfilado metabdlico de muestras de
plasma de pacientes con NET y controles que condujo a la seleccion de lipidos
desregulados. Entre los lipidos seleccionados y anotados, se prest6 especial atencion
a los lipidos oxidados, incluida la serie de HETE y los oxLPC anotados. Debido a su
importancia bioldgica, se afrontaron varios desafios analiticos, especialmente durante
el proceso de anotacion. Estos desafios se pueden dividir en dos categorias principales
segun el tipo de informacién que se utilizé en la identificacion. La anotacion MS/MS a
través de la coincidencia espectral se realiz6 para HETE, y la elucidacién estructural de
MS/MS se llevd a cabo para los oxLPC haciendo la comparacién con el espectro del
estandar nativo, siempre que fuese posible. Ademas, en nuestro estudio, se utilizé una
combinacién de ionizacién positiva y negativa, para obtener una mejor anotaciéon de
confianza, aunque los datos del modo negativo nos proporcionaron mas informacion
sobre la cadena de acilo. La anotacion tentativa puede ser interesante, pero la
informacién estructural es obligatoria para una anotacion inequivoca. Nuestro proceso
de elucidacion de la estructura para LPC estandar (16:0), basado en datos de modo
negativo ESI-MS/MS, mostro las principales reacciones y mecanismos derivados de la
participacion del grupo de cabeza glicerofosfocolina en el proceso de fragmentacion.
También se proporciond evidencia de que varios productos de oxidacion tienen
diferencias significativas entre pacientes con cancer y personas sin cancer, y
establecimos un flujo de trabajo para identificar dichas modificaciones. Se reporté la
regulacion positiva de acidos grasos oxidados y oxLPC en pacientes con NET vy, hasta

donde sabemos, este es el primer intento de determinar HETE en NET. Ademas, hay
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muy pocos estudios en los que se miden los oxLPC, por lo que los resultados obtenidos
proporcionan informacion importante sobre la oxidacion de lipidos en los NET. Sin
embargo, las funciones fisiolégicas de los lisofosfolipidos oxidados aun deben

establecerse y requieren mas investigacion.

Por otro lado, se llevd a cabo la busqueda de especies oxidadas derivadas de
las principales glicerofosfocolinas humanas en un estudio de datos procedentes del
analisis de muestras de plasma y tejido de cancer de pulmén. Los resultados
preliminares mostraron la existencia de especies oxidadas discriminantes segun el tipo
de subtipo cancerigeno, mas concretamente para diferencias ADC o SCC frente a
control. La comparativa LCC vs control no revelé diferencias en cuanto a oxPCs en
plasma. Este estudio forma parte de un estudio preliminar. Ademas, también se pudo
establecer diferencias en cuanto al estadio con muestras con enfermedad avanzada
(estadio 3, 4 y 5). Una observacién importante es el hecho de que aparecen alteradas,
fundamentalmente, oxPC de cadena larga en datos plasmaticos, con formas
hidroperéxido que disminuyen en casos, y formas hidroxido aumentadas, y oxPC de
cadena corta en los datos procedentes de tejido pulmonar. Estos resultados nos han
permitido concluir, también, una marcada disminucién en la abundancia de la forma
oxidada, a medida que avanza la enfermedad, posiblemente debido a la apoptosis

provocada en estadios tan avanzados.

Por dltimo, el analisis de estandares oxidados permite la construccion de una
libreria que caracteriza cada producto de oxidacion con sus tiempos de retencion y
fragmentos caracteristicos. Todos estos datos podran reunirse en herramientas como
CMM, facilitando al investigador el complicado proceso de anotacién, debido al reciente

interés que han mostrado las especies oxidadas por su importante rol patoldgico.

Como resumen, con todo este trabajo se podra continuar con el desarrollo de
una biblioteca que redina la mayor cantidad de especies identificadas, con sus espectros
de fragmentacién correspondientes, que simplifique el cuello de botella que supone la
identificacion de lipidos y, mas recientemente, de especies lipidicas oxidadas. Ademas,
se ofrece un flujo de trabajo establecido para la identificacién de especies oxidadas sin

resultado en las bases de datos disponibles.

La busqueda de especies oxidadas en distintos tipos de muestras procedentes
de estudios de cancer demuestra la conocida relacién entre el estrés oxidativo y esta
patologia. Estos andlisis deben validarse y apoyarse en ensayos complementarios con

nuevas cohortes de pacientes que validen los resultados.
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