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1. INTRODUCCION

1.1 CIFRAS DEL CANCER

El cancer sigue constituyendo una de las principales causas de morbilidad del
mundo, con aproximadamente 18’1 millones de casos nuevos con 9’6 millones de
muertes relacionadas al cancer en el mundo en el afio 2018 (1,2). Las estimaciones
poblacionales muestran que el numero de nuevos casos probablemente aumente
en un 70 % en las préximas décadas, alcanzando los 29’5 millones de casos

aproximadamente en el afio 2040.

Mundial, ambos sexos

25.000.000 -
8 20.000.000 Mundial
S 2018 1 18.078.957
L
'g 15.000.000 - 2040 | 29.532.994 (+63.1%)
u
E
3 -
2 19000000 Fuente: GLOBOCAN 2018
Gréfico: Global Cancer
5.000.000 Observatory (http://gco.iarcr/)
0 Interational Agency for
. . : . i Research on Cancer 2019.
2018 2020 2025 2030 2035 2040

Ano

Figura 1.1: Incidencia estimada de tumores en la poblacién mundial para el periodo 2018-2040,

ambos sexos. (3)

Hay un 20% de riesgo de padecer cancer ante de los 75 afos, y un 10% de fallecer

por esta causa (1) .

Se considera al cancer como la segunda causa de muerte en el mundo (primera en

hombres), por detras de las enfermedades cardiovasculares.
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TUMORES

ENF. DEL SISTEMA CIRCULATORIO
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CAUSAS EXTERNAS

Tasa por 100.000
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Fuente INE
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14,7

Figura 1.2: Defunciones segin causa de muerte por capitulos de la CIE-10 (Clasificacion

Internacional de Enfermedades) y sexo. Afio 2018. (3).

Los tumores mas frecuentemente diagnosticados en el mundo en el afio 2018

fueron los de pulmo6n, mama, colon y recto, prostata y estémago (1). En cuanto a la

mortalidad, los tumores causantes del mayor numero de fallecimientos a nivel

mundial fueron el cancer de pulmoén (18,4% del total de muertes por cancer), el

cancer colorrectal (9,2%), el cancer de estdmago (8,2%) y el cancer de higado

(8,2%).
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© Intemational Agency for Research on Cancer 2019.

Figura 1.3: Tumores mas frecuentemente diagnosticados en el mundo. Estimacién para el afio 2018,

ambos sexos. (3).

- Mundial, ambos sexos
15.000.000
£ 10.000.000-] Mundial
3 2018 ' 9.555.027
§ 2040 | 16.388.459 (+71.1%)
2 5000.000-
Fuente: GLOBOCAN 2018
Gréfico: Global Cancer
Observatory (http:/gco.iarcft/)
© International Agency for
2018 2020 2025 2030 2035 g04G; e Canca0).

Figura 1.4: Estimaciéon de nimero de fallecimientos por tumores en la poblacién mundial para el

periodo 2018-2040, ambos sexos. (3).
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Figura 1.5: Nimero de fallecimientos por tumores en el mundo en el afio 2018, ambos sexos. (3)

A nivel europeo, ocurren al menos un cuarto de los diagnoésticos a nivel mundial
(4’2 millones) y un quinto de los fallecimientos relacionados (1’9 millones),

aunque sea solamente el 9% de la poblacién mundial.

En cuanto a Espafia, también se considera el cancer como una de las principales
causas de morbi-mortalidad. Se estima que en el afio 2020 el nimero de canceres
diagnosticados en Espafa llegara a 277.394 (4), siendo datos muy similares al

2019.

Hombres Mujeres Ambos sexos
<65afios 53404 54,642 108.046
>=65anos 106.794 62.554 169.348
Todas las edades 160.198 117.196 271.3%

Fuente: Red Espariola de Registros de Céncer (REDECAN).

Figura 1.6: Estimacién del nimero de nuevos casos de cancer en Espafia para el afio 2020

(excluidos los tumores cutaneos no melanoma).(3)
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En Espafia, en el 2020 se estiman que los tumores que mas frecuentemente se
diagnosticaran son los de colon y recto (44.231 nuevos casos), prostata (35.126),

mama (32.953), pulmén (29.638) y vejiga urinaria (22.350).

Si hacemos una apreciacion por sexos, en hombres el afio 2020 se diagnosticaran
mas frecuentemente los tumores de prostata, colon y recto, pulmoén y vejiga
urinaria. Cabe destacar que la incidencia de los tumores relacionados con el tabaco
seguira una tendencia al descenso debido a los cambios en el habito tabaquico que
se ha podido apreciar en las ultimas décadas. Siguiendo la distribucién por sexos,
las mujeres presentaran mas frecuentemente en 2020 tumores de mama y colon y

recto (1).

En el caso de las mujeres, el habito tabaquico ha ido en aumento desde los afios 70,
por lo que el cancer de pulmon pasoé de ser el cuarto tumor mas diagnosticado en
mujeres en el aflo 2015, al tercero mas incidente en el afio 2019. En general, se
espera un aumento de la incidencia de los otros tumores relacionados con el

tabaco, como los de cavidad oral y faringe o vejiga urinaria.

Si consideramos el nimero absoluto de canceres diagnosticados en Espafia, estos
han sufrido un continuo aumento en probable relacién con el aumento poblacional,
el envejecimiento de la poblacion (como un factor de riesgo asociado), la
exposicion a factores de riesgo (como el tabaco, el alcohol, la contaminacion, la
obesidad, el sedentarismo entre otros muchos) y la deteccién precoz (en tumores
como el colorrectal, y los de mama, cérvix o préstata, donde se consigue un

aumento de casos pero disminucion de la mortalidad).
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1.2 MEDICINA PERSONALIZADA

Hoy en dia, el concepto de medicina de precision o personalizada, supone un
importante avance con gran potencial tanto en el diagnostico como en el manejo y
tratamiento del paciente oncolégico (5). El objetivo principal de la medicina de
precision consiste en proveer del tratamiento mas adecuado y efectivo para cada
paciente, basado en el perfil genético y las caracteristicas moleculares de cada

tumor, para que pueda disefiarse una estrategia de tratamiento individualizada

(6).

El concepto de medicina de precision no es algo nuevo (7), ya se ha ido realizando
a lo largo de la historia en diferentes ambitos. Un ejemplo ampliamente conocido
es la tipificacién que se realiza previamente a una transfusion. Sin embargo, los
ultimos avances en el conocimiento de la biologia basica del ser humano, como es
el descubrimiento de la secuenciacion genomica, abren un amplio panel de
posibilidades para la aplicacion de esta medicina de precision en otros ambitos de

la medicina, como puede ser la oncologia (8).

El campo de la oncologia es un claro ejemplo para desarrollar este tipo de
medicina personalizada, ya que la incidencia de las enfermedades tumorales es
cada dia mayor y es una de las principales causas de muerte en nuestra sociedad
(5). Por esta razon, el cancer es objeto de una investigacion mas intensiva que
otras patologias menos relevantes ya que es imprescindible obtener la mayor
informacion posible sobre los mecanismos oncogénicos para poder disefiar nuevos
abordajes terapéuticos que nos permitan desarrollar terapias cada vez mas
efectivas, especificas de cada tipo tumoral y con la menor cantidad posible de

efectos secundarios para el paciente.
De esta manera, la investigacion arroja informacion importantisima tanto para el

asesoramiento genético de los pacientes, el desarrollo de instrumentos de

diagnostico y el aumento de estrategias terapéuticas.
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La medicina de precisién supone un avance en el manejo de pacientes con cancer,
dado que va a aportar al oncoélogo importante informacién, como puede ser la
heterogeneidad de los tumores, los diferentes perfiles moleculares, las mutaciones
de cada tumor y las variaciones que se puedan producir en el mismo, la resistencia
a diferentes farmacos y la valoracion de respuesta a diferentes tratamientos y su

monitorizacion (9).

Biomarcador se define como una caracteristica que es objetivamente medible y
evaluable como indicador de procesos biologicos y patogénicos, o respuestas

farmacologicas a intervenciones terapéuticas.

Uno de los retos mas importantes de la medicina de precision para su futura
implementacion en oncologia es la identificacion y deteccion de los diferentes
biomarcadores moleculares que puedan predecir prondstico, sensibilidad o
resistencia a farmacos especificos o su combinacion o incluso posibles toxicidades

a los mismos (9).

No obstante, ademas del estudio de la biologia del tumor para su tratamiento y
monitorizacion, se estan realizando numerosos estudios para poder usar esta
informacion con fines diagnoésticos (6). Numerosos datos apoyan la eficacia de los
biomarcadores circulantes como técnica diagnéstica minimamente invasiva (8).
Estos estudios utilizan tanto células tumorales, acidos nucleicos tumorales (cf-RNA
y cf-DNA) y proteinas circulantes en sangre como biomarcadores circulantes para

la deteccién de numerosos tumores (5).

Hasta hace poco, todos los biomarcadores clinicamente aprobados para cancer de
pulmén eran proteinas o péptidos y carecian de suficientes datos de especificidad,
sensibilidad y reproductibilidad, incluso para diagnostico en fases avanzadas. En
los ultimos afos, han sido aprobadas diferentes técnicas de secuenciacion
genomica para la deteccién de diferentes mutaciones imprescindibles para su
tratamiento. Todas estas técnicas estan basadas en la técnica NGS (Next

Generation Sequency), siendo el producto mas frecuente en esta patologia el
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“Foundation One CDx ™", aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) en

Octubre de 2017.

Esta informacidén especifica de los diferentes tumores, los biomarcadores, junto a
factores epidemioldgicos y firmas radiogendmicas se postulan como prometedores
modelos de prediccion de riesgo para el diagnostico temprano de diferentes
patologias, como es el caso del cancer de pulmdén (donde mayor avance a nivel de

estudios podemos encontrar, junto con melanoma) (10).

Estos avances que se han ido produciendo en los ultimos afios nos permiten una
cantidad inmensa de informacién relevante para el diagndstico y tratamiento
individualizado de los pacientes con cancer, y donde la biopsia liquida, sin duda,
juega un papel principal permitiendo obtener de una manera mas sencilla el

material tisular necesario.
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1.3 MELANOMA

El melanoma maligno cutaneo presenta diferentes incidencias en Europa,
dependiendo de si se trata de un pais mediterraneo (con cifras de 3-5 casos por
cada 100.000 habitantes) o paises ndrdicos (con datos de 12-35/100.000
habitantes) donde se puede apreciar una mayor tasa de diagnosticos. Los paises
que mayor incidencia presentan, 50/100.000 casos, son Australia y Nueva Zelanda,

dada su situacion geografica y su exposicion al sol (11).

La incidencia de melanoma maligno ha ido en un lento incremento durante los
ultimos 40 afios, con una tendencia a la estabilizaciéon de la mortalidad, aunque en
los ultimos afios se ha visto un aumento importante la supervivencia con los
ultimos tratamientos en desarrollo (12). EL pico de edad al diagnostico son los 65

afios (12).

Se ha demostrado la relacién directa que existe entre melanoma y la exposiciéon a
la radiacion ultravioleta (UV) como principal factor de riesgo de desarrollo de la
enfermedad, siento esta identificada como el mayor culpable de la aparicién del
tumor (13). Se asocia esta exposicién a los rayos UV con un dafio en el ADN (Acido
Dexosirribonucleico) y una tasa considerablemente alta de mutaciones por
megabase, lo que provocaria el desarrollo de la carcinogénesis en las células

melandticas (13).

Esta asociacion entre radiacion UV y el desarrollo de melanoma maligno conduce a
aunar esfuerzos en la disminucidén a la exposicion solar como factor principal para
la prevencion (14). En paises como Australia, con datos elevados de incidencia,

existen ensayos clinicos de prevencién con medidas de proteccion solar (14).
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1.3.1 Diagndéstico de melanoma

El principal método diagndstico del melanoma esta basado en la vision directa de
la lesidn, que se analiza con 2 reglas basicas: el “patito feo” y la regla del ABCDE

(Asimetria, Bordes, Color, Didmetro y Evolucion) (15).

Una vez identificada una lesién con estos parametros, el especialista utiliza
diferentes técnicas diagndsticas, principalmente ayudado de un dermatoscopio,
que permite una mejor visualizacion de la lesidon. Este método, sin embargo, es
dependiente del observador, por lo que el diagndstico definitivo se realiza

mediante una biopsia tipo punch de la lesion, o bien su escisiéon completa (16).

Otros métodos mas objetivos estdn siendo desarrollados, como son la
videodermatoscopia, pudiendo mejorar el diagnostico en los pacientes con
multiples nevus cutaneos, principalmente mejorando la deteccién temprana de las

lesiones malignas mediante la imagen de cuerpo completo con alta resolucién (17).

Dado el avance de la tecnologia, esta en fase de estudio el entrenamiento de una
maquina mediante diferentes algoritmos, de forma que pueda mejorar el ratio
diagnostico por un dermatdlogo especializado mediante un dermatoscopio (18).
Esto se encuentra en fases tempranas, pero podria mejorar el diagnostico

temprano de esta enfermedad.
Sin duda alguna, el mayor reto en esta enfermedad es encontrar la técnica que nos

ayude a realizar un diagndstico mas precoz y asi mejorar el prondstico de la

enfermedad.
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1.3.2 Seguimiento del melanoma

Durante el seguimiento de los pacientes que han sido tratados de un melanoma, se
requiere de una monitorizacion clinica de cara a poder detectar y diagnosticar
tempranamente una posible recaida, o incluso segundos melanomas (15). Se
estima que el 8% de los pacientes con melanoma desarrollaran un melanoma

secundario en los proximos 5 afios (19).

Sin embargo, no existe consenso del método mas eficaz para realizar esta
estrategia de seguimiento, que pueda ayudar a mejorar la supervivencia (19,20).
El impacto en supervivencia obtenido en realizacion de pruebas de imagen
seriadas durante el seguimiento no ha sido demostrado (21). El estudio de
marcadores tumorales, como el S100, tiene una mayor especificidad para la
deteccidn de una posible recidiva, siendo en estos momentos el test sanguineo mas
especifico y posiblemente el inico recomendado (en caso de tener que recomendar
uno, puesto que la evidencia no es firme) (22), siendo por tanto una laguna

importante en los pacientes con esta patologia.
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1.4 CANCER DE PULMON

El cancer de pulmén se mantiene como la enfermedad tumoral mas frecuente
después de los tumores de piel no melanoma, pero superando en cifras de
mortalidad (23). Segun el informe GLOBOCAN 2018, el cancer de pulmon sigue
siendo el tumor mas diagnosticado con mas de 2 millones de casos en el mundo
(11°6% de todos los casos) (24). Igualmente supone el tumor mas mortal con en
torno a 1.7 millones de muertes al afio en el mundo (18°4% del total), siendo asi el
tumor con mayor mortalidad, por delante de colon, mama y prostata juntos

(23,25).

En cuanto a la distribucion por sexos, el cancer de pulmoén supone el tumor mas
frecuente en hombres, y el segundo en mujeres (en crecimiento debido a los
cambios en el habito tabaquico de las ultimas décadas), pero se mantiene como el
que mas mortalidad provoca en ambos sexos en los paises mas desarrollados,

viéndose aumentadas las tasas de mortalidad en mujeres en Europa (23).

En cuanto a los diferentes subtipos del cancer de pulmon, la mayoria son cancer de
pulmén no microcitico (CPNM) en torno al 80-90%, mientras que el carcinoma
microcitico de pulmén (CPM) se encuentra en descenso en las ultimas décadas
(mas directamente relacionado al tabaco) (25). Dentro de los CPNM, Ia
distribucién por subtipos es muy similar entre adenocarcinoma y carcinoma

escamoso, con leve crecimiento en los ultimos afios del adenocarcinoma (23).

Atendiendo a los factores de riesgo, el tabaco sigue siendo la causa principal de
desarrollo de cancer de pulmoén. Segin la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
se estima que un 71% de las muertes por cancer de pulmon estan relacionadas con
el tabaco (24). Se ha visto que en paises donde se han realizado campafias de
prevencidn antitabaco, asi como de inicio de consumo, se han visto reducidas las
tasas de cancer de pulmdn, principalmente en hombres, con una estabilizacion en
las mujeres (26). Otros multiples factores de riesgo han sido descritos en la
patogénesis del cancer de pulmén, como son la exposicion a asbesto, arsénico,

radon y otros hidrocarburos aromaticos (27).
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1.4.1 Diagndstico

El aumento en la complejidad de los diferentes tratamientos que se han
desarrollado en los ultimos afios, asi como la importancia de un diagnoéstico
temprano, produce un aumento de la importancia de los comités multidisciplinares
desde las fases tempranas del diagndstico, provocando un mejor estadiaje,

aplicacion de guias clinicas y, por tanto, un aumento en supervivencia (28,29).

Debido a los multiples avances en los diferentes tratamientos de esta patologia, la
necesidad de obtener una adecuada y precisa informaciéon biolégica del tumor

supone un reto importante en la obtencion de muestras histologicas (30).

Actualmente, la técnica utilizada como gold standard para el diagndstico
histolégico es la broncoscopia, principalmente para las lesiones mas centrales, con
una minima morbilidad. Con la broncoscopia se pueden realizar diferentes formas
de obtencién celular, como son los lavados bronquiales, el cepillado y la biopsia
bronquial y transbronquial, obteniendo tasas de diagnostico en torno al 65-85%
(31,32). Por otro lado, la ecobroncoscopia (EBUS) obtiene tasas del 75-85% de
diagnostico, y permite la valoracion de posible afectacion de adenopatias
regionales mediante fibra O6ptica, pudiendo asi en ocasiones, evitar la
mediastinoscopia (33,34). El material obtenido mediante esta técnica permite el
analisis molecular necesario para una decisién terapéutica posterior, no solo

diagnostica histologica.

En caso de lesiones periféricas, el método mas adecuado de diagndstico es
mediante una biopsia percutanea transtoracica guiada por imagen (principalmente
por Tomografia Axial Computerizada (TAC)). En estos casos es preferible una
biopsia de aguja gruesa a la de aguja fina, debido a la necesidad de obtencion de
material suficiente para futuras determinaciones (32,35). No obstante, esta técnica
supone un moderado riesgo de complicaciones, principalmente el neumotorax

(observado en el 17-50% de los pacientes) (36,37).
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1.4.2 Evaluacién de respuesta en Cancer de Pulmén

La evaluacion de respuesta en este tipo de tumor esta recomendada después de 2-
3 ciclos de quimioterapia o inmunoterapia, usando el mismo método radiolégico
que se us6 al diagnostico. El uso del PET-TAC (Tomografia por Emision de
Positrones) no esta recomendado de rutina. Ese mismo esquema de seguimiento se
puede seguir en los sucesivos ciclos posteriores (38). Los criterios de respuesta al
tratamiento deben ser los RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumours)

(39).

En cuanto a la opcion de realizar biopsia liquida o rebiopsia a la progresion esta
indicado en aquellos pacientes en los que se quiera detectar alguna alteracion
genomica driver y no se disponga de muestra tumoral suficiente o algun tipo de
resistencia al tratamiento que se ha estado empleando (40). Esto ocurre
principalmente en los pacientes con mutacion en EGFR (Receptor del Factor de
Crecimiento Epidérmico) que se encuentran recibiendo un tratamiento dirigido y a
la progresion se desea valorar la mutacion de resistencia T790M u otras
alteraciones genémicas. En este caso en concreto, esta indicado la realizacion de
una biopsia liquida para la obtencion de células tumorales circulantes (CTCs) y asi
realizar la técnica NGS, donde nos ofrece el panel genémico mutacional del tumor
en concreto. Esta técnica es la mas cominmente usada con una mayor sensibilidad

(40,41).

1.4.3 Tratamiento

Pese a los numerosos avances que se realizan en los tratamientos de esta
enfermedad, las tasas de supervivencia a los 5 afios en estadios avanzados son tan
solo del 4% (25), sin embargo, si la enfermedad se diagnostica en un estadio
operable, la tasa de supervivencia a los 5 afios puede subir hasta el 50% (42). Por
todos estos datos, los tratamientos en el cancer de pulmoén y sus avances suponen

un problema de salud publica (43).

31



En los ultimos afos se ha visto como el panorama en los tratamientos en el cancer
de pulmon se ha transformado radicalmente tras el uso de las terapias dirigidas y,
mas recientemente, los inhibidores de los controles del sistema inmune (conocido
en la sociedad cientifica como inmunoterapia) (44,45). La importancia de un
correcto diagndstico molecular en estos pacientes cobra ain mas importancia a la
hora de seleccionar el tratamiento mas adecuado y asi ganar en supervivencia para

los pacientes (44,45).

Segun el ultimo Consenso de la SEOM (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica) y
la SEAP (Sociedad Espafiola de Anatomia Patoldgica), los biomarcadores que
resultan esenciales a determinar en el diagnéstico de un cancer de pulmén
(esencialmente en histologias no microcitico) para seleccionar un tratamiento mas
adecuado serian mutacion de EGFR, translocacion de ALK, reordenamiento de

ROS1, mutacion de BRAF y sobreexpresion de PD-L1 (46).

Non-small cell lung carcinomas (advanced stage)

|

Non-squamous cell carcinomas
(AC, tumors with an AC component
or tumors where an AC cannot be reasonably excluded)

Squamous cell
carcinomas

Never- or light- smokers
or
< 50 years-old

| I

| | | |

PD-L1 EGFR ALK ROS1 BRAF V600E
expression mutation rearrangement rearrangement mutation

2 9"‘! w P
W P

Figura 1.7: Algoritmo de diagnéstico para la prueba de biomarcadores en pacientes con CPNM
avanzado. Adenocarcinoma (AC), receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), ligando 1
de muerte programada (PD-L1). Figura extraida de Garrido P. Et al. Clin Transl Oncol. 2020
Jul;22(7):989-1003 (46).
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1.5 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

La DSC apareci6 como una herramienta novedosa en biomedicina en 2007, cuando
Chaires y su grupo pusieron de manifiesto su potencial para el diagndstico de
enfermedades en el plasma sanguineo (47). Demostraron que individuos sanos
mostraban un perfil calorimétrico DSC (termograma) de plasma sanguineo tipico

(figura 1.8) mientras que los sujetos enfermos mostraban un patron alterado (47).

>

05

Excess Specific Heat Capacity (cal/°C.g)

40 50 60 70 80 90
0
Temperature ( C)
Figura 1.8: Termograma promedio de plasma calculado a partir de muestras obtenidas de 15
individuos normales. El termograma promedio es la linea continua negra, y la desviacién estandar a

cada temperatura estd indicada por el sombreado gris. Figura extraida de Garbett et al. Semin

Nephrol. 2007 27(6): 621-626. (47)
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Figura 1.9: Termogramas determinados a partir de muestras de suero obtenidas de pacientes
diabéticos con enfermedad coronaria minima (CAD-) o grave (CAD +). Las lineas negras y negras
continuas corresponden a pacientes con CAD - y las lineas discontinuas y punteadas a pacientes con

CAD +. Figura extraida de Garbett et al. Semin Nephrol. 2007 27(6): 621-626. (47)

DSC es una técnica altamente sensible que mide con precision las transiciones
conformacionales de biomoléculas inducidas térmicamente y que permite la
determinacion de los parametros termodindmicos de desnaturalizacion de la

proteina (plegado / desplegado) (48).

De este modo, mediante DSC una proteina en disolucion exhibe un perfil de
desnaturalizacion térmica (termograma) (figura 1.10) relativamente sencillo que
refleja su estabilidad conformacional en disolucion, en términos de temperatura de
desplegamiento (Tm) y entalpia de desplegamiento (AHm). Ademas, este perfil de
desnaturalizacion se ve alterado si esta presente alguna molécula que interacciona
con la proteina e induce un efecto estabilizante (aumentan Tm y AHm) o

desestabilizante (disminuyen Tm y AHm) (49).
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Figura: 1.10 En la grafica de la izquierda se muestra el termograma tipico de desnaturalizacién de
una proteina y en el de derecha se muestra graficamente los diferentes parametros que usamos
para medir las caracteristicas del termograma formado. Figura extraida de Garbett et al.

Biophysical Journal 94, 2008 1377-1383. (50)

En la desnaturalizacion térmica de una mezcla de diferentes proteinas (ej. plasma
sanguineo) se obtiene un termograma mas complejo que consiste basicamente en
la superposicion de los termogramas individuales de cada proteina segun la
concentracion relativa de cada proteina en dicha mezcla (Figura 1.10) (50). Las
modificaciones del termograma del plasma en un sujeto enfermo respecto de un
individuo sano se consideran relacionadas con alteraciones metabdlicas inducidas
por la enfermedad: 1) modificaciones en el contenido proteico del plasma; y/o 2)
modificaciones en la Tm/AHm de proteinas del plasma al interaccionar
especificamente con moléculas asociadas con la enfermedad (interactémica)
(47,50-52). Por tanto, las diferencias entre el termograma de un individuo sano y
un sujeto enfermo reflejan cambios fisiologicos asociados especificamente con la
enfermedad: proteinas presentes y su concentracion, asi como metabolitos de bajo

peso molecular relacionados con una fisiologia alterada.
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Figura 1.11: A. Termograma calculado (linea discontinua) obtenido de la suma de las
contribuciones ponderadas de las 16 proteinas plasmaticas mas abundantes. (B) Termogramas
obtenidos de mezclas de proteinas plasmaticas puras, mezcladas en concentraciones que imitan sus
concentraciones promedio conocidas en plasma normal. La curva roja es una mezcla de HSA, IgG,
fibrin6geno y transferrina. La curva negra es una mezcla de las 16 proteinas plasmaticas mas

abundantes. Figura extraida de Garbett et al. Biophysical Journal 94, 2008 1377-1383 (50)
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DSC Scans of Individual Proteins in Plasma
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Figura 1.12: Termogramas para proteinas plasmaticas puras individuales. Figura extraida de

Garbett et al. Biophysical Journal 94, 2008 1377-1383 (50)

DSC permite realizar medidas termodinamicas directamente de las interacciones
intra e intermoleculares que establecen los sistemas bioldgicos (53). Esta
capacidad de medicion hace que sea posible realizarse en muestras bioldgicas

complejas como son sangre y otros fluidos biologicos (54).

Para facilitar la interpretacion de todos estos cambios analizados existen
numerosos estudios realizados al respecto (55-64) reportando los calculos

meétricos que facilitan su lectura e interpretacion.

Un estudio de gran importancia en el desarrollo de los métodos realizados para
aportar soporte estadistico a la determinacién de muestras ha sido el desarrollado
por Fish DJ et al donde determinan que la distancia entre diferentes perfiles de
DSC era definida como la media geométrica de la correlacion entre los perfiles y

una distancia euclidea (65). Estas medidas fueron desarrolladas en un estudio de
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pacientes con lupus vs controles sanos, donde se alcanzaban hasta un 88% de
clasificaciones correctas para pacientes con la enfermedad (65). Este mismo
método fue recogido satisfactoriamente en otro estudio con pacientes con
carcinoma colorrectal (63). Otros diferentes métodos han sido igualmente
validados por otros grupos en pacientes con cancer de cérvix uterino o de ovario

(63,66).

En 2016, el grupo de los Drs. Adrian Velazquez y Olga Abian, contribuy6 de forma
relevante al desarrollo de un método de analisis de las curvas de los termogramas
(67). En este método se procedia a la deconvolucién del perfil de DSC en diferentes
componentes curvas, cada uno de ellos definido por su altura, centro y anchura,
usando un analisis multiparamétrico para la clasificacion de pacientes sanos y

pacientes con adenocarcinoma gastrico (67) (figura 1.13).
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Figura 1.13 gast: Termogramas de suero experimentales de un sujeto sano (A) y un paciente con
adenocarcinoma gastrico en estadio I (B). (Grafico inferior) Termogramas globales que muestran
los puntos experimentales (circulos abiertos; uno de cada tres puntos experimentales se muestra
para mayor claridad) y la curva de ajuste (linea continua); (Grafico superior) Deconvolucién del
termograma global que muestra las transiciones numeradas individuales. Figura extraida de Vega

et al. Scientific Reports 2016. (67)
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También se presentaron los 18 parametros obtenidos en forma de poligonos que
permitia mediante una representacion facil e intuitiva distinguir visualmente entre

los sanos y los enfermos, y ademas, entre diferentes estadios de enfermedad (51).

En cancer de pulmoén, hay un precedente de estudio de DSC aplicado a diagnostico
del grupo de la Dra. Karolina Kedra (68) en el que estudian 11 pacientes con CPNM
Estadio IV después de haber realizado tratamiento de quimioterapia. Como grupo
control se tomaron 5 pacientes sanos. Con este pequeflo grupo de pacientes
apreciaron como las curvas de los pacientes que habian respondido a la
quimioterapia se iban aproximando a la de los controles sanos. Estos datos son
prometedores para futuras investigaciones con esta técnica en esta patologia

concreta (68).

Estos estudios han demostrado que la técnica DSC acompafiada de diferentes
algoritmos de clasificacion aporta una aproximacidon diagnostica potente en el
analisis de muestras biologicas, identificado una relacién especifica entre
termograma-enfermedad (48). Los diferentes termogramas provenientes de estos
estudios han resultado diferir del patron de termograma normal, e incluso se
aprecia como difieren entre diferentes patologias, siendo estos resultados

prometedores en una futura utilidad clinica (47).

El interés en la aplicacion de DSC en plasma de la sangre en el diagnostico del
cancer es elevado, ya que es una técnica no invasiva para los pacientes y
proporciona un rapido seguimiento in situ de los cambios fisioldgicos de la sangre
(plasma / suero) que estan directamente relacionados con cambios fisiologicos

inducidos por un determinado tumor.

Sin embargo, la validacién de DSC como una herramienta util para el diagndstico y
seguimiento de la enfermedad requiere de mayor esfuerzo en investigaciones
futuras, asi como de una ampliacion de los conocimientos a pequeina escala de lo
que ocurre en esos fluidos estudiados para poder proporcionar mayores

respuestas.
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1.6 CRIBADO EN CANCER DE PULMON

Las estrategias de prevencion primaria como campafias antitabaco y programas de
screening o cribado poblacional representan las medidas mas importantes para
reducir la prevalencia y la mortalidad del cancer de pulmén. En un inicio se
realizaron estudios de screening con radiografias de torax, pero no demostraron
ningun beneficio en la reduccién de la mortalidad por cancer de pulmén (69), por
lo que se iniciaron los estudios con tomografia computerizada de baja dosis
(TCBD), siendo estas una herramienta muy util para la detecciéon de tumores en

una fase temprana de la enfermedad (70).

En 2011 aparecieron los primeros resultados prometedores con una reduccién de
hasta el 20% en mortalidad especifica por cancer de pulmdn tras el estudio NSLT
(Unites States National Lung Screening Trial), debido a la alta sensibilidad del

TCBD frente a las radiografias de térax (70-72).

Este estudio aleatorizado contaba con la participacién de 53.454 pacientes que
podian recibir TCBD o radiografia de térax como método de screening. Los datos
de este estudio se publicaron un afio antes de lo previsto puesto que tenia como
criterio parar cuando se alcanzase un 20% de mortalidad especifica y tras un
analisis interno se observo que se habia alcanzado prematuramente dicha cifra se
obtuvo. Este estudio también mostr6 una reduccion en la mortalidad por cualquier
causa del 6'7% (1877 muertes en el brazo de TCBD frente a 2000 en el otro brazo)
(73,74).
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Figura 1.14: Figura con datos del studio NELSON apreciando las diferencias al usar el LDTC en el
cribado de cancer de pulmén. Figura extraida de N Engl ] Med 2011; 365:395-409 (ref N Engl ] Med
2011; 365:395-409).
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Otro estudio mas reciente, presentado en septiembre de 2018 en el 192 Congreso
Mundial de Cancer de Pulmén en Toronto es el estudio NELSON. Este nuevo
estudio muestra una reducciéon de la mortalidad en un 25% en los pacientes

sometidos a TCBD frente al brazo control (75).

NLST NELSON
Country USA BE/NL
Enrollment 2002-2004 2003-NR
Number of Centers 33 +
Number of screens 3
Screening planned at years 1,2 and 3 1,2and 4
Comparison LDCT vs. Xray LDCT vs. usual care
Population
Age 55-74 50-69 (50-75)
Smoking (pack-years) >30 >15*
Sex both (male 59%) men ° (male 84%)
Years since quit <15 <10
Patients Screened, n 26,722 vs. 26,732 7907 vs. 7915
Planned follow-up, y >7 10
Nodule Size warranting 2009 + VDT
2011 :
Follow-up
>100 mm®
2014 (>5 mm) + VDT
LC diagnosed at screening, % 1.02 0.9
5 mm Reduction of LC mortality 20% 26% 2

*, >15 cigarettes/day for 25 years or >10 cigarettes/day for 30 years; °, both in Belgium; VDT, volume doubling
time; ?, in men.

Figura 1.15: tabla comparativa de los estudios NLST y NELSON. Tabla extraida de Benzaquen ]. Et
al. Cancers 2019, 11, 212. (76)

Basandose en los datos del estudio NLST la UPSTF (United States Preventive
Services Task Force) present6 una serie de recomendaciones para la realizacion de
screening de cancer de pulmon en pacientes en edades comprendidas entre 55y 77
afios con un indice paquetes-afio superior a 30 (77). Con estos resultados, la TCBD
se convierte en la prueba de referencia del screening de cancer de pulmén en

Estados Unidos (73).
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Sin embargo, la implantacién de estos métodos de screening mediante TCBD no
estd exento de controversias dado sus altas tasas de falsos positivos, las dudas
sobre los intervalos dptimos entre las pruebas y la coste-efectividad del protocolo
en poblacion de alto riesgo (se observan también dificultades a la hora de definir la
poblacién de alto riesgo) (73,78). Aparte del criterio habitual de seleccidn de los
pacientes basado en la edad y la historia previa de tabaquismo, se han estudiado
otros modelos donde combinan otros factores de riesgo adicionales como son el
género, raza, nivel educativo, indice de masa muscular, enfermedades previas o
actuales pulmonares, exposicidn al polvo o asbestos y una posible historia familiar

de cancer de pulmén (79,80).

A nivel europeo, multiples de estudios han sido realizados por diferentes paises.
Entre estos estudios se incluyen DANTE, DLCST, ITALUNG, LUSI, MILD, NELSON y
UKLS (71,81-87). Los resultados de estos estudios en conjunto pueden ayudar a
estudiar una posible implementacion del screening en Europa, aunque sin duda el
que mayor cantidad de datos de mortalidad y coste-efectividad proporciona es el

estudio NELSON.

Recruitment  Recruitment criteria

period

Screening methods

Randomised controlled trials

NLST* 2002-04 Age 55-75 years, 230 PY smoker, quit smoking <15 years earlier Annual low-dose CT vs chest x-ray for 3 years
MILD? 2005-11 Age >49 years, 220 PY smoker, quit smoking <10 years earlier, Three groups: no screen, annual screen, and biennial
no cancers within past 5 years low-dose CT for 5 years
ITALUNG* 2004-06 Age 55-69 years, 220 PY smoker Annual low-dose CT for 4 years vs no screen
DANTE® 2001-06 Age 60-75 years, 220 PY smoker, quit smoking <10 years earlier, Annual low-dose CT for 4 years vs no screen
male
DLCST® 2004-06 Age 50-70 years, =20 PY smoker, quit smoking <10 years earlier, Annual low-dose CT vs usual care for 5 years
FEV, ratio >30%, able to climb two flights of stairs without pausing
NELSON? 2003-06 Age 50-75 years, smoker or quit smoking <10 years earlier, Low-dose CT inyear 1, year 2, year 4, and year 6-5 vs
>15 cigarretes per day for >25 years or >ten cigarretes per day for no screen
>30years
LUSY 2007-11 Age 50-69 years, heavy smoking history Annual low-dose CT and smoking cessation for
5 years vs smoking cessation alone
UKLS® 2011-14 Age 50-75 years, 5% of 5-year lung cancer risk as calculated by Wald single low-dose CT screen design vs no screen
LLP , scores
Other studies
|I-ELCAP* 1993-2006  Age >60 years, 210 PY smoker Annual low-dose CT and chest x-ray for 5 years
Mayo LDCT trial® 1999 Age >50years, 20 PY smoker, quit smoking <10 years earlier Annual low-dose CT for 5 years
PANCAN® 2008-11 Age 50-75 years, 22% of 3-year lung cancer risk as calculated by Low-dose CT inyear 1, year 2, and year 4
PLCO score
COSMOS® 2000-01 Age >50years, 220 PY smoker Annval low-dose CT for 10 years

PY=pack-year. FEV=forced respiration volume. LLP,,=Liverpool Lung Project risk model, version 2. PLCO=Prostate, Lung, Colorectal, and Ovarian trial risk model.

Table: European pilot trials for lung cancer low-dose CT screening

Figura 1.16: resumen de resultados de los diferentes estudios europeos. Tabla extraida de Oudkerk

M et al. Lancet Oncol 2017;18: e754-66. (73)
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En el afio 2017, la Unién Europea tomé una postura en cuanto a las evidencias que
mostraban que podria ser interesante realizar una implementacién de un cribado
poblacional de cancer de pulmoén, mediante la publicacién en la revista The Lancet
Oncology (73). En dicho articulo se describe tanto la situacidon del screening de
cancer de pulmon en Europa, como cuales serian las necesidades previas que se

requieren para poder promover su implementacion.

Algo importante para la Union Europea es que se le de una mayor importancia a la
seleccién de la poblacion diana objeto del cribado poblacional. La seleccion
Unicamente en edad (como ocurre en cancer de mama y de colon) es insuficiente
para el pulmén debido a los multiples factores de riesgo. Teniendo todo esto en
cuenta se consideran los posibles factores de riesgo asociados: el habito tabaquico,
la historia de enfermedades respiratorias (EPOC, enfisema, bronquitis, neumonia
previa y tuberculosis), padecer una neoplasia previa, historia familiar de cancer de
pulmén (familiar de primer grado diagnosticado a los 60 afios o menos) y la

exposicion a asbesto (88,89).

Teniendo en cuenta estas dificultades en la seleccion de pacientes susceptibles de
beneficiarse de un posible screening, se han publicado multiples modelos
multivariables de prediccidn de riesgo. Cabe destacar entre ellos el LLP (Liverpool
Lung Project) y el PLCO (Prostate, Lung, Colorrectal ans Ovarian Cancer Screening
Trial), los cuales han sido utilizados mayoritariamente en diferentes estudios para

seleccionar los pacientes (90,91).

Los dafos asociados con un screening en cancer de pulmén como pueden ser el
sobrediagnostico, cirugias innecesarias para lesiones benignas, dafio psicoldgico y
la exposicion a la radiacién deben minimizarse lo maximo posible de cara a
maximizar los beneficios clinicos de esta intervencion (73). Estos posibles dafios
podran ser minimizados tomando una serie de precauciones, como una correcta
seleccidon de la poblacién a estudio, una disminucion de la dosis de radiaciéon al

minimo y un manejo dptimo de los hallazgos radioldgicos (nddulos, sospechas de
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cancer o hallazgos incidentales) por parte de personal cualificado en centros

especializados en esta técnica (73).

Se estan estudiando multiples biomarcadores procedentes de muestras de sangre
(con pruebas que conllevan con menos riesgos para la poblacidn) que pudieran ser
utiles para la deteccidn de estadios tempranos de la enfermedad, y que ayuden a
mejorar la seleccion de pacientes candidatos a un screening o a clasificar los
nddulos pulmonares indeterminados (76). Estos biomarcadores incluyen células
circulantes tumorales (CTCs), ADN circulante (ctDNA), ARN circulante (ctRNA),

exosomas y plaquetas educadas por tumor (TEP) (92,93).

Un estudio francés publico la deteccion de CTCs en pacientes con cancer de
pulmén que presentaban patologia previa tipo Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Crénica (EPOC), y por tanto alto riesgo que de otra manera no hubiese sido
detectable clinicamente, adelantando incluso hasta 4 aiios la deteccién del cancer
por TCBD. Hay que resaltar que no se encontraron CTCs en controles sanos tanto
fumadores como no fumadores (94,95). Estos datos preliminares demostraron por
primera vez la posibilidad de que la determinacion de CTCs pueden detectar de
una manera muy temprana un posible cancer de pulmoén. Estos resultados
prometedores dieron lugar a un ensayo clinico prospectivo (estudio AIR, que
estudia el papel de las CTCs en el screening de cancer de pulmoén en poblacion de
alto riesgo, definida como pacientes con EPOC, grandes fumadores y mayores de

55 afos, pendiente aun de resultados) (96,97).

Se conoce que el ctRNA son las moléculas mas abundantes en sangre, mostrando
una estabilidad duradera en muestras de plasma y suero, provocando que sea un
biomarcador muy util en la deteccion temprana de diferentes tumores (98,99).
Todos estos hallazgos preliminares hacen que la combinacién de todas estas
estrategias minimamente invasivas, a través de imagen y biopsia liquida, basadas
en la radiémica y/o biomarcadores circulantes, permitan mejorar el desarrollo de
futuros protocolos de screening mediante firmas radiogendémicas para diferentes

tumores, entre ellos el de cancer de pulmén (100-102).
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Figura 1.17: representaciéon esquemadtica de un andlisis integrado de biomarcadores circulantes
(biopsia liquida) y radiémica, para mejorar el diagnéstico temprano en cancer de pulmén segin

riesgo individual. Grafica extraida de Dama E. Et al. ]. Clin Med 2019, 8, 108. (69).
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1.7 BIOPSIA LIQUIDA

1.7.1 Concepto

El US National Cancer Institute (NCI) define la biopsia liquida como “una prueba
que se hace sobre una muestra de sangre para buscar células cancerigenas de un
tumor que estan circulando en la sangre, o piezas del ADN de un tumor que se
encuentran en la sangre” (103). En 2018, el término biopsia liquida fue
introducido por primera vez como término MeSH (Medical Subject Heading) por el
National Center for Biotechnology Information (NCBI), el cual coordina las bases de

datos en biotecnologia y biomedicina (104).

Segun la Biblioteca Nacional de Medicina de USA, la biopsia liquida puede definirse
como el procedimiento que obtiene material para el andlisis y examen patolégico.
Dicho material puede ser obtenido de cualquier fluido corporal recuperando
material como 4acidos nucleicos libres, microparticulas derivadas de células,
exosomas, células tumorales circulantes, y otras células circulantes o estructuras

celulares (105,106).

Este nuevo concepto de biopsia ofrece a los pacientes la posibilidad de una opcién
mucho menos invasiva para screening, diagnéstico, monitorizacion y seguimiento
de la enfermedad oncolégica, asi como la posibilidad de obtencién de

biomarcadores que marcaran las decisiones terapéuticas (107-111).
La US FDA aprob6 por primera vez el test mediante biopsia liquida el dia 1 de junio

de 2016 para la determinacion de la mutacién EGFR para pacientes con CPCNP

usando la técnica llamada “cobas EGFR mutation test v2”. (112).
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Figura 1.18: evolucidén del desarrollo de la biopsia liquida . Figura extraida de Dominguez-Vigil I G.

Et al. Oncotarget 2018, vol 9, 2912-2922. (113)

Segun el estudio de mercado de RNCOS (Business Consulting Service), se espera
que para el afio 2023 el mercado global de la biopsia liquida supere los 5 billones
de dolares, como resultado de un uso prometedor de este tipo de técnicas

(114,115).

Con todos estos resultados prometedores que se han ido definiendo en los ultimos
afios, se ha visto incrementado de manera exponencial el nimero de publicaciones
con temas relacionados a la biopsia liquida y sus diferentes caracteristicas como

aplicaciones.
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Figura 1.18: nimero de publicaciones por afio en pubmed con los diferentes términos expuestos
para el afio 2017. Gréfica extraida y adaptada de Figura extraida de Dominguez-Vigil I G. Et al.
Oncotarget 2018, vol 9, 2912-2922. (113)

1.7.2 Caracteristicas

Una de las dificultades mas importantes a la hora de determinar una biopsia
liquida es el conocimiento de la biologia y la dinamica que las células circulantes y
su ctDNA tienen en la sangre, siendo asi necesario conocer sus mecanismos de
apoptosis y su importancia en la carga de material que se desprende de la célula

circulando por el medio (116-120).
La existencia de CTC se conoce desde 1869, pero fue a finales de los 90 cuando se

reconocio su potencial clinico (108,115,121). Aunque el primer informe sobre el

ADN circulante libre de células (cfDNA) fue publicado ya a finales de los afios 40,
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no fue sino hasta cuatro décadas después que se informo de la presencia de cfDNA

en plasma de pacientes con cancer (115).

Las ctDNA se liberan de células que sufren apoptosis, necrosis y por secrecion
activa, y normalmente se elimina del torrente sanguineo en cuestion de horas por
la actividad de la nucleasa (115). Diferentes autores han estudiado en los tultimos

afios las implicaciones de esa actividad celular en diferentes tumores.

Con esta informacion, la biopsia liquida no solo puede centrarse en tratar de
determinar ADN circulante, sino que también esta en auge la determinacion de
otras moléculas que resulten de la actividad de esas células tumorales. Entre estos
metabolitos que se pueden analizar en la biopsia liquida estarian mRNA (RNA
mensajero), miRNA (microRNA), IncRNA, vesiculas extracelulares (fagocitosis),

proteinas y plaquetas educadas de tumor (108,122-124).
Por otro lado, pese que habitualmente cuando se habla de biopsia liquida la

tendencia es a pensar en extraccion sanguinea, la utilidad de otros fluidos

corporales esta siendo estudiada, tales como saliva, orina, liquido pleural, etc.
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Fluido cerebroespinal Fluido cerebroespinal

Lagrimas Lagrimas

Saliva Saliva

Liquido pleural
Lavado bronquialveolar

Liquido pleural
Lavado bronquialveolar

Sangre Leche materna
Fluido mamario
Ascitis
Lavado peritoneal Sangre
Ascitis

Orina Lavado peritoneal

Liquido seminal gnna

Sercrecidn cervical y vaginal
Lavado uterino

Figura 1.19: Anélisis de los tipos de liquidos mas habituales utilizados para la realizacién de
biopsias liquidas en hombres (izquierda) y mujeres (derecha). (Imagen extraida y adaptada de

Lisova A Etal. ]. CLin Med. 2020, 9, 2749. (125)

1.7.3 Subtipos

Existen multiples tipos de biopsia liquida dependiendo de lo que se analice dentro
del liquido en estudio. Existen diferentes divisiones para una mejor comprension
de un tema que cada vez se esta haciendo mas complejo con un incremento
logaritmico de estudios. Una de las posibles divisiones mas practica es dividirlos

segun el tipo de material analizado (126).
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Andlisis de células tumorales circulantes CTC

Esta prueba identifica la presencia de células en la sangre, y usa estas
mismas para la caracterizaciéon molecular de diferentes tumores (127). Las
células tumorales circulantes son células intactas que son liberadas al
torrente sanguineo desde el tumor primario o lesiones metastasicas (128).
Estas células se encuentran presentes en la sangre en un nimero muy
pequefio (en torno a 1 célula por cada 106-107 leucocitos por mililitro de
sangre, muy inferior en las etapas tempranas), por lo que la deteccion y
aislamiento de dicha célula ha supuesto un avance tecnoldgico muy

importante (128,129).

Las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de las CTCs pueden variar a lo
largo de la evolucién de la enfermedad, representando una alta
heterogeneidad a niveles tanto genéticos, transcriptémicos, protedmicos y
metabolomicos, de ahi la importante revolucién en este campo que supuso

su deteccion y estudio (130-133).

Actualmente existen numerosos sistemas aprobados por la FDA que
favorecen la deteccion de las CTCs basados principalmente en citometria de

flujo, inmunofluorescencia y transcriptasa inversa mediante PCR (Reaccion

en Cadena de la Polimerasa) (134,135).

Andlisis de ADN libre circulante

El ADN esta constantemente siendo liberado a la sangre en forma de
fragmentos procedentes de la apoptosis y necrosis las células (tanto
tumorales como no tumorales) (136-138). Cuando las células que liberan
el DNA son células tumorales se llaman ctDNA (si son generales sin
especificar origen se denominan cfDNA). Gracias a este ctDNA se puede

analizar con alta sensibilidad y especificidad mutaciones, nimero de copias
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de variaciones, cambios de metilacion y variaciones en los nucledtidos

(139).

En pacientes con cancer, los niveles de cfDNA son muy superiores con una
media de tamafio superior que en los pacientes sanos. De la misma manera,
ctDNA representa una pequefia proporcion dentro del cfDNA en los
pacientes con cancer (en torno a un 0°'1%-10%). Esta proporcién depende
en gran medida del tamafio tumoral, estadio tumoral y respuesta a los
tratamientos (140-143). De media, un paciente con una masa tumoral de

100g libera un 3'3% de ctDNA a la circulacién (144).

El cfDNA es el material mas usado para la deteccion de diferentes
mutaciones tumorales usados en la practica clinica tales como BRAF, KRAS,

Her2, ALK, PI3K (109,145).

Andlisis de ADN exosomal

Los exosomas con unas bicapas lipidicas que estan formadas por cuerpos
multivesiculares de la fusion celular con proteinas de membrana que se
forman durante la exocitosis y tienen un diametro aproximado de 40-200
nm (146,147) . Se cree que los exosomas tiene como funcion el intercambio
de informacion célula a célula mediante la fusion de los recipientes
celulares y liberando su contenido, el cual puede estar compuesto por
proteinas, DNA, mRNA, miRNA, provocando una serie de sefiales
moleculares (147-151). Estas sefales pueden modificar el ambiente
sistémico y al sistema inmune, afectando asi a la actividad tumoral, de igual
manera se ha visto que ejercen un papel importante en el organotropismo

de las metastasis, la invasion tisular y la angiogénesis(152) .
El método mas utilizado para el aislamiento de exosomas se basa en

propiedades biofisicas (tamafio, morfologia y densidad) o bien en un

sistema de precipitacién por inmunoafinidad (134).
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Analisis de miRNAs (microRNA)

Se le llama microRNA a las moléculas de RNA no codificado que regula la
expresion génica (153). Un unico miRNA puede influir en la expresion de
numerosos genes del ser humano, y en ocasiones se encuentran en lugares
fragiles que son facilmente eliminados por diferentes tipos de tumores, lo
que provoca que esté implicado en la progresion del cancer (154). Hay
numerosos ejemplos de miRNA que estan implicados en diferentes tumores

(cancer de piel miR-21, miR-320a o bien colorrectal con miR-106a, miR-29).

Como ejemplo de esta técnica, en el 2019 se presentaron datos en el
Congreso Mundial de Cancer de Pulmon (IASLC, International Association
for the Study of Lung Cancer, 2019) en los que combinaban
determinaciones de miRNA junto con TCBD en el screening de cancer de

pulmén con datos prometedores (155).

( . Eritrocitos °  fDNA )
) ¥ CtDNA
Leucocitos “  RNA circuante
__ Vesicular extracelulares

CTCs J
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Estudios moleculares

* Mutaciones puntuales
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* Translocaciones- genes fusion
* Estado de metilacion
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Figura 1.20: descripcién grafica del proceso durante la biopsia liquida. Figura extraia adaptada de

Remon J. Et al. Clin and Transl Onc. (43)

54



1.7.4 Ventajas vy desventajas de la biopsia liquida

En la actualidad, las biopsias tisulares siguen siendo consideradas como el gold
standard o técnica de referencia a la hora de obtener material para el diagndstico y
elecciéon de tratamiento de las enfermedades neoplasicas (156). Sin embargo, esta
técnica presenta numerosas deficiencias inherentes a la hora de actuar en diversas
situaciones que se pueden presentar a lo largo de la enfermedad, como puede ser

en el diagnostico y la monitorizacion.

Los principales inconvenientes a la obtencion de material tisular mediante biopsia

convencional serian:

La accesibilidad limitada al tejido tumoral durante la biopsia produce un
aumento en las probabilidades de obtener un resultado falso negativo
(157).

* Ausencia de informacién sobre la heterogeneidad espacial y temporal del
tumor (158).

* La diversidad genética del tumor puede variar dependiendo de la respuesta
a los diferentes tratamientos aplicados y sus resistencias debido a
subclones tumorales. Esta situacién no se puede apreciar con una unica
biopsia tisular (158,159).

* Problemas debidos a la logistica y complicaciones técnicas como puede ser
el almacenamiento de tejido, que darian lugar a resultados equivocos (160).

* Riesgo de efectos adversos debido al procedimiento de la biopsia (157).

* Coste alto del procedimiento (161).

Sin embargo, frente a este procedimiento, la biopsia liquida ofrece una serie de
ventajas como puede ser la facilidad de obtencidon de la muestra de una manera
rapida y con mayor frecuencia, asi como ofrecer una deteccion rapida de
alteraciones genéticas tanto de novo como debido a resistencias a los farmacos

administrados (162,163).
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Esta facilidad de obtencion de la muestra provoca que se puedan tomar
determinaciones en diferentes momentos de la enfermedad, detectando asi antes
las recurrencias y resistencias mutacionales. De igual manera, en diferentes
estudios sobre determinaciones mutacionales, principalmente en cancer de
pulmén, se ha objetivado como la biopsia liquida provee de una mayor deteccion
de los diferentes perfiles mutacionales y genéticos del tumor (164,165). Esto se

debe a una alta sensibilidad y factor predictivo intrinseco de la técnica (166).

En la siguiente tabla, se comentan las principales ventajas y desventajas que

podemos obtener de la realizacion de una biopsia liquida (126,139,163,167-172).

Ayuda a comprender la heterogeneidad Ausencia de estandarizacion de las
espacial y temporal del cancer técnicas actuales

Requiere unicamente una cantidad muy | Validacion técnica y clinica suficiente

pequefia de sangre (6-10 ml aprox.) para su correcta implementacion
Minimamente invasiva En algunos tumores, el diagnostico

requiere de histologia

Deteccién temprana del cancer Variaciones en niveles de DNA

circulante
Monitorizacion en tiempo real para

respuestas al tratamiento y resistencias

Se pueden hacer analisis repetidos

Menor tiempo de respuesta para
genotipado de mutaciones

Oncologia de precision

Tabla 1.1: principales ventajas y desventajas de la biopsia liquida (173).
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De las desventajas comentadas, la estandarizacién de las diferentes técnicas
utilizadas y la variabilidad de las mismas, puede llevar a errores de interpretacion
por los facultativos, requiriendo de una formacion especifica, (141,174,175). Por
otro lado, la cantidad de ADN circulante varia en diferentes pacientes, asi
dependiendo también del estadio tumoral, vascularizacién tumoral, dimensiones
tumorales y potencial metastasico (137,141) lo que puede dificultar los

diagnosticos en fases mas tempranas de la enfermedad (108).

Hoy en dia, una limitacion de la biopsia liquida (no siendo una desventaja
intrinseca de la técnica) es el coste en la implementacién de la técnica en un
laboratorio, debido a la necesidad de un equipo multidisciplinar de bioquimicos,
bioinformaticos y demas especialistas, haciendo que la accesibilidad a la misma sea
mas dificultosa y por tanto menos aplicada en estos momentos tan iniciales de su

beneficio (126).

1.7.5 Usos de la biopsia liquida en diferentes tumores

En los ultimos afos, la biopsia liquida se ha ido implantando poco a poco en las
diferentes unidades oncoldgicas que tratan diversos tumores como pueden ser
pulmén, melanoma, mama, ovario, cérvix o vejiga urinaria (174). De igual manera
se usan para las determinaciones de diferentes mutaciones que son de aplicacion

clinica en estos tumores, como KRAS y BRAF en colon, o EGFR en pulmoén (176).

En cuanto al diagnostico mediante ctDNA, se ha visto que se puede detectar hasta
en un 75% de los tumores pancreaticos, ovario, colorrectal, vejiga, mama, cuello,
hepatocarcinoma, melanoma y gastroesofagico, y hasta en un 50% en los tumores

del Sistema Nervioso Central (SNC), renal, prostatico y tiroides (110) .

Hay numerosos estudios de biopsia liquida en cancer colorrectal, donde se pueden
identificar numerosas mutaciones (como KRAS, BRAF o APC) en ctDNA con alta
sensibilidad y especificidad (141,177) . También se estudia su uso como estimador
de estadiaje y prondstico midiendo los niveles de CTCs y ctDNA en sangre (a

mayores niveles, peor pronostico o riesgo de recibida y progresion), con estudios
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de validacion de la presencia de dichas moléculas en un diagnostico temprano de

cancer colorrectal (144,178-180).

Otro de los tumores mas estudiados con estas técnicas es el cancer de mama
usando el ctDNA para la monitorizacion del tamafio tumoral, como posible
screening, respuesta al tratamiento y como deteccion de enfermedad minima
residual (1,181-184). Otra de las funciones de la biopsia liquida en este tumor
seria la determinaciéon de Her2, esencial en la practica clinica, con estudios donde
aseguran que las tasas de deteccion con esta técnica eran incluso superiores a las

obtenidas por inmunohistoquimica (185,186).

1.7.6. Biopsia liquida en Cancer de Pulmoén

El cancer de pulmén se ha desarrollado durante los ultimos afios como una
complicada patologia que depende de muchos factores a la hora de decidir
estrategias terapéuticas, aportando mayor importancia a la obtenciéon de material
suficiente de cara a poder realizar un diagndstico completo (46). Las
determinaciones mas importantes que cuentan (o se encuentran en estudio) con
un tratamiento dirigido son EGFR, KRAS, BRAF, translocacion de ALK, ROS1, RET,
insercion de Her2 o amplificacion de MET (187-190).

Existen numerosos estudios donde se comprueba la viabilidad de determinar este
tipo de mutaciones mediante el analisis de CTCs y ctDNA, siendo el cancer de
pulmén uno de los tumores mas avanzados en este tema (187-190). Ademas de la
determinacion de mutaciones, también hay estudios que sirven de guia a la hora de
determinacion de prondstico (dependiendo de los niveles de ctDNA o CTCs en

sangre), riesgo de recidiva o respuesta al tratamiento (137,139,143,163,191-194).
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Figura 1.21: Componentes derivados de tumores que se pueden usar como biopsia liquida para

pruebas genéticas. (125)

En cuanto a las CTCs, se sabe que estas pueden ser determinadas previo a la
aparicion de enfermedad por imagen (objetivado en un estudio de pacientes con
EPOC sin nddulos detectables por TAC (94), llevando asi a un diagndstico precoz
(93,195,196). La técnica mas usada para su determinacioén es la ISET (Isolation by
Size of Epitelial Tumor cells), la cual aisla las CTCs en relacion a su tamafo y ofrece
material para el analisis citomorfolégico e inmunocitoquimico para detectar

reordenamientos o amplificaciones (165,197-200).

La ratio de deteccion de CTCs en estadios tempranos de cancer de pulmén es del
30%, lo que asociado a una técnica mas especifica como ISET lo convierte en una
opcion viable de screening (94,96,201,202), siendo estudiado principalmente en
pacientes de alto riesgo por el grupo francés (94,96,201,202). Si atendemos a la

cantidad de CTCs detectadas, hay estudios que lo asocian al pronoéstico y también a
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la evaluacién de respuesta, aunque estos ultimos con resultados poco sensibles,

por lo que requieren de estudios a mayor escala (131,203-209).

Sin duda, la técnica que mas recorrido tiene y resultados mas prometedores es
mediante el analisis de ctDNA en sangre. Estudios mas tempranos demostraron
que la presencia de cfDNA estd aumentada en pacientes con cancer de pulmon,
pero también se puede ver aumentada por otras enfermedades, por lo que se
requieren de técnicas muy sensibles para determinar la pequefia proporcién de
ctDNA de todo el conjunto (210). Todo ello produce que los requerimientos
técnicos sean muy complicados y se produzcan falsos negativos por falta de ADN

viable o falsos positivos por errores de secuenciacion (211).

Esta técnica se utiliza mayormente para la determinaciéon de las mutaciones ya
mencionadas anteriormente, pero en los ultimos afios se han visto aumentados los
estudios en otros usos. Entre otros, se estipula con utilidad para la determinacion
de respuesta a la inmunoterapia (212-216), deteccion de enfermedad minima

residual o mecanismos de resistencia adquiridos (217).

En cuanto a lo referente al screening, ctDNA se postula como una técnica con alta
sensibilidad (llegando al 100% en estadios II y III segtin la técnica utilizada), la
mayoria combinando el analisis gendmico a través de ctDNA con biomarcadores
proteicos (142,218), aunque en ocasiones se puede determinar la presencia de
tumor pero no su localizacion, ya que el cancer de pulmoén no tiene conocidos

biomarcadores proteicos que ayuden en su deteccion.
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Figura 1.22 current: Resumen de las propiedades técnicas y el rendimiento de las cuatro
principales plataformas de genotipado plasmatico estudiadas para la deteccién del cancer de
pulmén de células no pequefias en estadio temprano. etapas iniciales: captura hibrida,
secuenciaciéon de préxima generacién de plasma (NGS) (16 genes) y 8 marcadores de proteinas.
Enfermedad residual minima (ERM): NGS plasmatica, PCR multiplex especifica del paciente
(variaciones de 10 a 22 de un solo nucleétido), evolucién subclonal. +: ERM en estadio temprano:
captura hibrida, plasma NGS (139 genes). ERM en estadio temprano: captura hibrida, plasma NGS
(58 genes). Figura extraida de Guibert N. Et al. Eur Respir Rev 2020; 29: 190052.

Aparte de la determinacidon de células circulantes o material proveniente de las
mismas, otros mecanismos de estudio estan siendo investigados con buenos
resultados. Un caso es el estudio de proteinas circulantes y su metabolismo en el
diagndstico en fase temprana, con resultados prometedores (219). Este campo esta
cada vez mas en auge, con el estudio de la protedmica, la cual se encarga de
identificar y cuantificar las proteinas en sangre y posteriormente analizar las

modificaciones post-translacionales y las variantes en su secuencia(220).

Numerosos estudios se han llevado a cabo para determinar el estado proteémico
del cancer de pulmon (tanto en sangre como en lavado bronquial) mediante
espectrometria de masa, en los cuales han identificado un panel de proteinas que
podria determinar el diagnostico de cancer de pulmé6n(221). De igual manera, se

han encontrado diversas regulaciones proteicas en diferentes paneles que podrian
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determinar cudles de ellas estan involucradas en el desarrollo de un tumor en

estadio precoz(222).

Por otro lado, ademas del estudio cuantitativo de las proteinas, también se esta
desarrollando un campo muy amplio que estudia su metabolismo, las moléculas
intermedias y sus productos que estas generan, asi como su fisiologia. El estudio de
estas caracteristicas es lo que se conoce como metabolémica. Mediante las nuevas
técnicas de espectrometria de masa se estan realizando estudios focalizados en la
deteccidon temprana de tumores que son dificiles de diagnosticas como es el cancer
de pulmén (223,224). Los metabolitos mas estudiados como producto de la
actividad proteinica son tales como el lactato, valina, lipidos, hexenal, acido

hidroxipiruvico, iosina y demas compuestos metabdlicos.

Por tanto, segun la ultima guia espafola de biomarcadores en cancer de pulmon, la
biopsia liquida ofrece numerosas ventajas (diagnostico no invasivo, screening y
monitorizacion de la evolucién de la enfermedad) y permite la determinacion de
mutaciones susceptibles de tratamiento dirigido (92,225). Sin embargo, ante un
resultado negativo de esta biopsia se recomienda realizarla sobre tejido tumoral
mediante técnicas convencionales, dado que atn falta mayor validacién. De igual
manera se postulan como una técnica prometedora para el manejo de esta

patologia (46).
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Figura 1.23: Aplicaciones potenciales de la biopsia liquida en el cancer de pulmén de células no
pequenas durante todo el tratamiento. En las etapas iniciales de la enfermedad, el cribado requiere
la secuenciacion de plasma de NGS utilizando paneles grandes, con alta sensibilidad (limitada por
una baja diseminacién tumoral) y una especificidad perfecta, o plataformas de deteccién de CTCs
altamente especificas. Para diferenciar los n6dulos benignos de los malignos, la NGS plasmatica
podria ser ttil y evitar biopsias invasivas. La carga de CTC o ADN del tumor circulante antes de la
cirugia tiene el potencial de ayudar a guiar la terapia neoadyuvante, mientras que la deteccion
minima de enfermedad residual después de la cirugia (paneles de NGS grandes o especificos del
paciente) puede guiar la terapia adyuvante. En la enfermedad en estadio avanzado, la
genotipificacién plasmatica estd bien establecida en el entorno del EGFR) y las plataformas NGS
permiten una genotipificacién mas amplia en ambos diagndsticos (incluida la deteccién de otros
impulsores oncogénicos y la estimacién de la carga de mutaciones de tumores sanguineos (b-TMB))
y resistencia. MAF: frecuencia alélica mutante; ICI: inhibidor de puntos de control inmunolégico;
PD-L1: ligando 1 de muerte programada. Figura extraida de Guibert N. Et al. Eur Respir Rev 2020;
29:190052.
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1.7.7 Futuras aplicaciones de la biopsia liquida

Sin duda nos encontramos en las fases tempranas de las multiples posibles
utilidades que nos puede ofrecer esta técnica tanto en el diagndstico como en la
monitorizacién y opciones terapéuticas de los pacientes con enfermedades
neoplasicas, pero también se abre un campo de estudio de otras enfermedades

como pueden ser las cardiovasculares, metabolicas o neurolégicas (114,226,227).

En cuanto a cuestiones técnicas, sin duda que la tecnologia en un futuro ira
proporcionando mayores opciones técnicas de uso de esta biopsia con un descenso
en los costes. Ademas de las que ya conocemos mediante la deteccion de CTC,
ctDNA, miRNA, otras opciones tecnolégicas basadas en espectrometria,
microfluidos, secuencia celular, metabolismo proteico y otras muchas se

encuentran en estudios preliminares con resultados prometedores (114).
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2. OBJETIVOS
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Los objetivos principales de esta tesis son:

Aplicacion de calorimetria diferencial de barrido (DSC) en practica clinica para
diagnostico y seguimiento de pacientes de melanoma.

Aplicacion de calorimetria diferencial de barrido (DSC) en practica clinica para
diagndstico de pacientes de cancer de pulmon.

Correlacionar los datos clinicos de las muestras de los pacientes con patologia
tumoral del estudio y los datos de los termogramas de DSC, para establecer DSC

como test clinico de diagndstico y seguimiento para medicina personalizada.

Los objetivos secundarios de esta tesis son:

Disefiar y desarrollar nuevos parametros que permitan identificar los elementos

caracteristicos y diferenciales de los termogramas de calorimetria diferencial de

barrido (DSC) de plasma/suero sanguineo entre controles sanos y pacientes de

melanoma.

A) Definicién de nuevos pardmetros secundarios a partir de los parametros
primarios obtenidos directamente obtenidos de los termogramas de DSC.

B) Correlacionar la evolucion clinica de los pacientes de Melanoma en
seguimiento con los cambios observados en los nuevos parametros que se

desarrollen en el estudio a partir de los termogramas de DSC.

Disefiar y aplicar modelos y herramientas estadisticas que permitan identificar

los elementos caracteristicos y diferenciales de los termogramas de calorimetria

diferencial de barrido (DSC) de plasma/suero sanguineo entre controles sanos y

pacientes de cancer de pulmon.

A) Desarrollar nuevos modelos estadisticos aplicables a los parametros
primarios que se obtienen tras el analisis de los termogramas de DSC de las
muestras de pacientes con cancer de pulmon.

B) Definicion de un indicador facil de interpretar que retina toda la informacién
de los parametros obtenidos de los termogramas de DSC de las muestras de
pacientes con cancer de pulmén que permita al especialista clinico

discriminar entre enfermedad y no enfermedad.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Diseiio del estudio

3.1.1 Cronograma del estudio

sept-15 mar-16 oct-16 abr-17 nov-17 may-18 dic-18 jul-19 ene-20

Planteamiento estudio |

Recogida muestras | i

Procesamiento de muestras | i

Analisis estadistico | i

Publicacién de paper I:I

Escritura de tesis |

ODuracién
meses

Figura 3.1: cronograma del estudio.

Para este trabajo de tesis doctoral se realizan 2 estudios diferentes con la misma

técnica de DSC:

1) El primer estudio consiste en un estudio prospectivo de casos y controles , en
los que se recogen 3 grupos diferentes de pacientes: pacientes sanos y pacientes
que hayan completado el tratamiento para su melanoma y hayan realizado un
seguimiento en el que no se evidencia recidiva de la enfermedad (estos dos grupos
conforman el grupo control), y el tercer grupo consiste en pacientes con melanoma
que estuvieran recibiendo tratamiento o hubieran completado recientemente el
tratamiento y estuvieran realizando controles para valorar una respuesta o posible

recidiva (grupo de casos). En el estudio se busca una posible correlacién entre la
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evaluacion clinica (examen fisico o pruebas de imagen) con los diferentes

termogramas de DSC obtenidos.

2) El segundo es un estudio prospectivo de casos y controles en el que se estudian
diferentes modelos predictivos para la clasificacién diagnostica de pacientes con
cancer de pulmon (casos) y sujetos sanos (controles) utilizando los parametros
obtenidos tras el analisis de los termogramas de sus muestras de plasma por

calorimetria diferencial de barrido (DSC).

3.2 Poblacidén del estudio

3.2.1 Estudio de Melanoma:

Muestras procedentes de pacientes diagnosticados de Melanoma cutaneo en el
James Graham Brown Cancer Center (Louisville, Kentucky) que tras firma de
Consentimiento Informado dieron su consentimiento por escrito para que su
plasma sanguineo se ingrese en el biobanco (IRB # 08.0388) y se utilicen para
fines de investigacion. El comité de ética aprobd especificamente el uso de
muestras de plasma del biobanco para su uso en este estudio sin la necesidad de

un consentimiento adicional (IRB # 10.0144, 14.0517).

El estudio de melanoma se plante6 como un estudio piloto que incluia a 10
pacientes afectados con melanoma, que se encontraban bajo seguimiento clinico y
para los cuales estaban disponibles tanto las pruebas de imagen y su evaluacion

clinica como los termogramas de DSC.

Se aceptaban melanomas tanto en estadios Il y III, en tratamiento adyuvante con
seguimiento posterior de posibles recaidas (9 de los 10 pacientes) que habian sido
atendidos en consulta en los ultimos 1-2 afios, como pacientes en Estadio IV (1 de
ellos) con cualquier tipo de tratamiento (principalmente inmunoterapia como

tratamiento standard actual).
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Para el grupo de controles en melanoma se analizaron 36 individuos sanos
procedentes del biobanco de la Universidad de Louisville y 8 pacientes que habian
completado el tratamiento quirdrgico del melanoma y que se hubiera determinado
ausencia de evidencia de enfermedad tras una evaluacidn clinica continua. Todas
las muestras de plasma se almacenaron previamente en tubos comerciales y
posteriormente se analizaron en un equipo Nano DSC Autosampler System (TA

instruments, New Castle, DE).

3.2.2 Estudio de Cancer de pulmén:

Dos grupos de sujetos, controles sanos (grupo HC) y pacientes con cancer de
pulmén (grupo LCP), se emplearon para construir el modelo predictivo para el

cancer de pulmoén proporcionando una forma de clasificacion del paciente.

El estudio se realiza en los pacientes con reciente diagnodstico de cancer de pulmoén
que acuden por primera vez a la consulta del Servicio de Oncologia Médica del
Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa (Zaragoza) desde noviembre de 2015 a
noviembre de 2016. Se les propone la entrada en el estudio y se les entrega hoja de
informacion al paciente y consentimiento informado (Anexos 1y 2). Se da tiempo

al paciente a leerlo y a resolver dudas, finalmente firma.

3.2.2.1 Criterios de inclusién:

- Pacientes mayores de 18 afios.

- Consentimiento Informado por escrito firmado

- Pacientes con diagndstico reciente de Cancer de Pulmén de cualquier
histologia, confirmado por biopsia.

- Cualquier estadio tumoral (segin TNM de la American Joint Committee on
Cancer AJCC 72 Edicion).

- Pacientes que reciban tratamiento o seguimiento en el Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa (Zaragoza) en el Servicio de Oncologia Médica.

- Paciente que no hayan recibido tratamiento para la enfermedad neoplasica

a estudio.
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- Cualquier Performance Status escala ECOG (Eastern Cooperative Oncology
Group)
- Pacientes dispuestos a realizar extraccion de sangre en los tiempos

estipulados en el estudio, previamente informado.

3.2.2.2 Criterios de exclusion:

- Pacientes que hayan recibido algin tratamiento previo para la enfermedad
tumoral en estudio.

- Pacientes con otras patologias tumorales activas en el momento del
diagnostico.

- Pacientes cuyo estado cognitivo o mental no permita consentir el estudio

Un total de 114 pacientes con cancer de pulmoén se agruparon segun su tipo
histolégico (adenocarcinoma, cancer de pulmon de células escamosas, cancer de
pulmén de células pequefias y otros tipos diferentes de cancer de pulmoén de
células no pequefias). Ademas, los pacientes se clasificaron en diferentes etapas en
el momento del diagnostico (desde el estadio II al IV). Los pacientes con
antecedentes sincronicos de otras neoplasias malignas, tratamiento previo
relacionado con el cancer, ausencia de muestras de sangre o negativa a participar

en el estudio se consideraron no elegibles.

En el momento de la inclusion, se registr6 informacion detallada sobre la edad, el
género, los habitos de fumar, el estadio tumoral, tipo de tratamiento y subtipo

histolégico.

El grupo de controles sanos consistio6 en 85 muestras de suero de sujetos
caucasicos espafnoles, aparentemente libres de cancer, sin antecedentes de cancer
de pulmén, de un biobanco de FISABIO (Fundacién para el Fomento de la
Investigacion Sanitaria y Biomédica de la Generalitat Valenciana) con una
distribucién homogénea, incluido el género (53% hombres y 47% mujeres) con

una edad promedio de 45.2 + 14.2.
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3.3 Recogida de las muestras

3.3.1 Estudio de Melanoma

La sangre se extrajo en recipientes de 5 ml (plasma, anticoagulante de heparina
sodica). Los tubos se mezclaron suavemente por inversion 8-10 veces
inmediatamente después de la recogida de sangre para distribuir uniformemente
el aditivo anticoagulante seguido de centrifugaciéon a 3200 rpm durante 10
minutos (centrifuga BD-Clay Adams Compact II). El plasma separado se aspird
cuidadosamente para evitar la hemolisis o la contaminacion de las fases
sanguineas separadas y se almacend en alicuotas inmediatamente a -80 ° C hasta
su posterior analisis. Todo el manejo de las muestras y el desecho de las muestras
se realiz6 de acuerdo con los procedimientos de OSHA (Occupational Safety and

Health Administration) sobre patdgenos transmitidos por la sangre.

Todos los especimenes recolectados para el estudio fueron convenientemente
anonimizados. La informacion demografica y clinica asociada fue recolectada por
el personal de la oficina de ensayos clinicos y almacenada de forma segura en el
biobanco. La documentacién relativa a los consentimientos del paciente fue
aprobada por la Junta de Revision Institucional de la Universidad de Louisville
(IRB # 08.0388) y cumplia totalmente con HIPAA (Ley de Transparencia y
Responsabilidad de Seguro Médico). Las muestras proporcionadas para los
estudios de DSC fueron codificadas por el nimero de coleccion de biobanco
quedando protegidos los datos de los pacientes. Tanto los datos demograficos
como los relativos a la clinica se proporcionaron posteriormente para el proceso

de analisis de muestras.
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3.3.2 Estudio de Cancer de Pulmén

Se recogen las muestras procedentes de extraccion sanguinea en diferentes
situaciones (previo al inicio del tratamiento de quimioterapia o aprovechando una

extraccion sanguinea para la realizacion de un analisis).

Aproximadamente 10 ml de sangre periférica de cada paciente y sujeto de control
se recogieron en tubos separadores de suero para el posterior analisis de DSC, los
cuales se rotulan con un cédigo alfa-numérico que identifica a cada paciente del

estudio, asegurando asi la confidencialidad de las muestras obtenidas.

Los tubos se mezclaron suavemente inmediatamente después de la extraccion de
sangre y se centrifugaron a 3200 rpm durante 10 minutos (Centrifuge 5702,
Eppendorf). El plasma separado se aspir6é cuidadosamente para evitar la hemdlisis
y la contaminacion de las fases sanguineas separadas, y se almacené
inmediatamente en alicuotas de 0,2 ml a -80 ° C con su codigo alfanumérico para la
identificacion hasta el analisis. Tras el almacenaje, las muestras fueron enviadas al
laboratorio del Centro de Investigacion Biomédica de Aragén (CIBA) para su

posterior analisis mediante la técnica de estudio.

Todos los participantes dieron su consentimiento informado por escrito al
protocolo del estudio, que fue previamente aprobado y realizado de acuerdo con la
Junta de Revisién Etica para la Investigacién Clinica del Gobierno Regional (CEIC
Aragéon). Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el CEIC
Aragé6n (N2 CP18/2015, 18/11/2015). Todos los experimentos se llevaron a cabo
de acuerdo con las directrices aprobadas. (Anexo 1 y 2: Consentimientos

informados).
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3.4 Procesamiento especial de las muestras de Melanoma

Esta parte del estudio se realiz6 completamente en la Universidad de Louisville

(Kentucky, USA).

Las muestras de plasma (200 pL) se dializaron contra un tampo6n de fosfato
estandar (KH2P0O4 1.7 mM, K2HPO4 8.3 mM, NaCl 150 mM, citrato de sodio 15
mM, pH 7.5) durante 24 horas a 4°C para lograr la normalizaciéon de las
condiciones del tampo6n para todas las muestras. Para dializar eficazmente esos
pequefios volumenes de plasma, se utilizaron dispositivos de dialisis Slide-A-Lyzer
MINI (MWCO 3,500, 0.1 mL; Pierce, Rockford, IL) con cada muestra de plasma (200
puL) dividida entre dos unidades de dialisis para proporcionar un volumen
suficiente para completar el analisis DSC. Las unidades de dialisis se cargaron con
100 pl de tampodn de dialisis y se equilibraron durante la noche a 4°C contra 1L de
tampon de dialisis. Las muestras de plasma congelado se descongelaron durante la
noche a 4°C la noche anterior a la didlisis. En la mafiana de la dialisis, las unidades
de dialisis se retiraron del vaso de precipitados, se vaciaron del tampo6n y se
cargaron con muestras de plasma. Las muestras se dializaron contra 1L de tampo6n
fosfato con cambios de tampdn después de tres horas de dialisis, luego después de
dos periodos de cuatro horas con un periodo final de dialisis durante la noche.
Después de la dialisis, las muestras se recuperaron y se filtraron para eliminar las
particulas utilizando filtros de tubo de centrifuga Spin-X (acetato de celulosa de
0,45 mm; Corning Incorporated, Corning, NY). El tampén de dialisis final también
se filtré (polietersulfona de 0,2 mm; Pall Corporation, Ann Arbor, MI) y se us6 para
todas las diluciones de muestra y como solucidon de referencia para estudios de

DSC.
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3.5 Técnica de estudio:

3.5.1 DSC (Differential Scanning Calorimetry)

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica que nos permite analizar las
propiedades termodinamicas que caracterizan los cambios conformacionales en

proteinas inducidos por aumento de temperatura.

Esta técnica nos permite medir la capacidad calorifica de una proteina en solucion,
en funcidon de la temperatura, proporcionando informacién termodinamica del
equilibrio de plegamiento-desplegamiento, asi como de su mecanismo y
cooperatividad. Para el desplegamiento tipico de una proteina globular, el
termograma obtenido muestra un pico de calor absorbido, inducido por el
incremento de temperatura. El calorimetro, trabajando de manera adiabatica, mide
la diferencia de capacidad calorifica entre dos celdas idénticas, una con la proteina
en solucion y otra con el tampon de solucion. Una vez finalizado el experimento

obtendremos un resultado parecido al mostrado en la figura 1.8.

De un experimento de DSC se pueden obtener directamente parametros
termodinamicos asociados a la transicibn entre la proteina nativa y
desnaturalizada tales como la entalpia, AH; la capacidad calorifica, Cp del estado
nativo y desplegado, asi como la diferencia entre ambas ACp; la temperatura de

desplegamiento, Tm.
Ademas, utilizando un analisis basado en un modelo de desplegamiento, es posible

obtener la energia libre de Gibbs, AG; y la entropia AS, (siempre y cuando el

proceso sea reversible y tenga lugar en equilibrio).
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Figura 3.2. Ejemplo del andlisis de una transicién obtenida por DSC para una proteina y los

parametros que se pueden obtener.

El plasma/suero sanguineo es una mezcla de proteinas y metabolitos, de modo que
el termograma de una muestra de plasma/suero refleja la desnaturalizacion
térmica de las proteinas mas abundantes en plasma/suero, sus posibles
interacciones entre ellas y con metabolitos, y sus posibles modificaciones

estructurales.

3.5.2 Estudio de Melanoma

Los datos de DSC se recopilaron con un sistema Nano DSC Autosampler System (TA
instruments, New Castle, DE) realizandose los experimentos de acuerdo con los
procedimientos del fabricante. Como control interno se utilizd lisozima estandar
comprobandose que estaba dentro de las especificaciones del fabricante. Las

muestras dializadas se diluyeron 25 veces para obtener una concentracion de
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proteina adecuada para el analisis DSC. Las muestras y el dializado, se utilizaron
para cargar tanto la muestra como las camaras de referencia del instrumento,
respectivamente. Se utilizaron placas de 96 pocillos que se encontraban
termostatizadas a 4°C dentro del inyector automatico del instrumento hasta su
analisis por DSC. Se requirieron volumenes de muestra de 950 pL para
proporcionar un volumen suficiente para asegurar un enjuague y llenado
adecuados del area de deteccion térmica de 300 pL. Los termogramas se
registraron de 20°C a 110°C a una velocidad de barrido de 1°C/min con un tiempo
de equilibrio previo de 900 segundos, aunque el analisis de datos se realiz6 solo en
el rango de temperatura de 40-95°C. El instrumento se sometid a ciclos durante la
noche ejecutando multiples termogramas de agua-agua (durante el periodo de
dialisis de toda la noche) seguido a la mafiana siguiente al menos por tres
termogramas de tampon-tampdn para acondicionar las camaras del instrumento
antes de ejecutar el conjunto de muestras. Se examin6 cuidadosamente cada
aspecto del proceso: recoleccién y manejo de muestras de sangre; preparacion de
muestras para analisis DSC; ajustes del instrumento y réplicas de analisis; Analisis

e interpretacion de datos.

Este estudio metodologico fue previamente publicado (54), y se demostr6 que el
almacenamiento a largo plazo de la muestra a -20 o -80°C y/o dialisis no influy6 en
los resultados de DSC en comparacion con el plasma fresco. Es importante destacar
que se demostraron que los termogramas de plasma eran robustos para todas las
variables analiticas y preanaliticas examinadas. Estos estudios permitieron
adoptar un protocolo estandar para el analisis de muestras clinicas. Para cada
conjunto de muestras, se examinaron termogramas de bufer recolectados al
principio y al final de un conjunto de muestras y después de termogramas de
muestras individuales o consecutivas para determinar la reproducibilidad
aceptable y la limpieza efectiva de las camaras del instrumento. También se
compararon los termogramas de muestras recolectados después de un tampoén o
muestra y se encontr6 que es posible obtener termogramas de muestras
consecutivos después de un enjuague extenso de las camaras del instrumento con
poco efecto en el perfil del termograma. Rutinariamente se compararon

termogramas de muestras duplicadas obtenidas bajo diferentes secuencias de
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ejecucion y en diferentes puntos de tiempo para asegurar que el perfil del

termograma fuera reproducible.

Para este estudio, los termogramas se realizaron por duplicado y los datos DSC sin
procesar se corrigieron segin la linea de base instrumental mediante la
sustraccion de un termograma de referencia de tampon adecuado seguido del

analisis multiparamétrico.

3.5.3 Estudio de Cancer de Pulmén

La capacidad térmica de las muestras de suero se midi6 en funcion de la
temperatura, Cp (T), utilizando un microcalorimetro VP-DSC capilar diferencial de
barrido automatico de alta sensibilidad (MicroCal - Malvern Panalytical, Malvern,
UK). Las muestras de suero y las soluciones de referencia se desgasificaron
adecuadamente y se cargaron cuidadosamente en las células para evitar la
formacién de burbujas. La linea de base del instrumento se registré de forma
rutinaria antes de los experimentos. Los experimentos se realizaron en muestras
de suero diluidas [1:25 en salino fosfato-buffered (PBS)] a una velocidad de barrido
de 1°C/min. No se produjo precipitacion/agregacion durante la desnaturalizacion
térmica. Los termogramas se corrigieron y analizaron utilizando un software
desarrollado en nuestro laboratorio implementado en Origin 7.0 (OriginLab,
Northampton, MA, USA). Con el fin de garantizar la reproducibilidad, se realizaron
experimentos repetidos, asi como experimentos de control con suero humano

comercial (H4522, Sigma-Aldrich, Barcelona, Espafia) periédicamente.
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3.6 Obtencion de los parametros del termograma

Los termogramas obtenidos en los estudios de melanoma y pulmén fueron
analizados en base a la estrategia novedosa definida en un estudio previo del
grupo con pacientes de cancer gastrico (67). En dicho estudio, el termograma de
las muestras de suero o plasma se descomponia obteniendo diferentes
parametros. A continuacion, se describe la forma en la que se ha aplicado dicha

estrategia en cada patologia en estudio.

3.6.1 Andalisis Multiparameétrico

La medicion directa en el calorimetro de barrido proporciona el termograma:
capacidad de calor a presidon constante de la muestra en funcion de la temperatura,
Cp(T). Hemos empleado un modelo fenomenoldgico previamente desarrollado en
el grupo de investigaciéon donde se ha realizado esta Tesis Doctoral. En él, el
termograma se deconvoluciona en varias transiciones individuales (n), modelando
cada transicion individual por el pico logistico o la funciéon de Hubbert. Como se
describi6 anteriormente, la funcién Hubbert es capaz de reproducir (incluso mejor
que una funcion gaussiana) el termograma para el desplegamiento de una proteina
(67).
T-T¢;

4Aiexp(— e ’
l

T-T,;
(1+exp(——w ‘C'l))
L

Cp(T) =Cpp + sy

= Ecuacién 1

donde A; es la altura de cada componente (equivalente a la capacidad maxima de
calor de despliegue Cp,max.), Tci €s el centro de cada componente (equivalente a la
temperatura de transicion media Tn), y wi es la anchura de cada componente ( Cp
(Tc + w) = 0.8A, y CpTe £ 2w) = 0.4A). El parametro de compensaciéon Cpo es un
parametro ajustable para contrarrestar los posibles errores de la correccion de la

linea de base.
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Para cualquier termograma de suero dado, se obtuvieron los parametros Aj, Tc; y
wi, para cada una de las transiciones individuales después del analisis de los datos.
Estos parametros constituyen el conjunto basico de parametros a partir de los
cuales se construye otro conjunto final de pardmetros (como se indica en la
siguiente seccidon) para la metodologia cuantitativa comparativa multiparamétrica
(67,228) destinada a establecer un criterio de clasificacion entre sujetos sanos y

pacientes.

El método multiparamétrico se basa en un conjunto de 14 parametros que se
definieron para el termograma TLB de cada sujeto de manera independiente de la
concentracion de plasma/proteina. Por lo tanto, no hay necesidad de determinar la
concentracion de proteina y no hay dependencias ocultas de concentracion de

proteina.
Temperatura media, Tay

Este parametro proporciona la temperatura promedio o el primer momento del

termograma cuando se considera como una funcion de distribucion de densidad:

Yicp(T))T;
Ty = MEcuaciénZ

Xjce(T))

donde el subindice j abarca toda la gama de puntos experimentales en el

termograma

Asimetria G1

Este parametro proporciona una medida de la asimetria del termograma:

_ 2Ce(T)(Tj~Tar)"
k Tjcp(T))
Gl = s

3/2
m,

Ecuacion 3y 4
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Area normalizada bajo la curva, AUCyi.

Este parametro proporciona el area debajo del termograma normalizado por

cualquiera de las alturas de los picos (con i = 2-5):

AUC,; = %(T’) Ecuaciéon 5

i

Area del poligono normalizado, APyi.

Este parametro proporciona el area del diagrama hexagonal irregular construido
con las alturas de los seis picos individuales normalizados por cualquiera de las

alturas de los picos (coni = 2-5):

=x V3 A4 : -
AP, = §=’fTSA—§“ Ecuacion 6

i

Valor de distancia normalizado, Dv;i

Este parametro proporciona la distancia Euclidiana desde el centro del elipsoide

del grupo HC (conjunto de sujetos sanos). Teniendo en cuenta los valores de

referencia (mediana) para el conjunto de sujetos sanos, T,,,, AUC,,,, AP,

= 2 TN 2 -5\ 2

Tav—T, AUCpi—AUC APpi—AP .

Dv; = \/( MT—M) + ( o m) + (—'XP ’“) Ecuacién 7
av nt ni
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3.6.2 Representacién grafica de los parametros

Los datos del analisis multiparamétrico (AUC,, AP, y Tave) se representaron
utilizando graficos X, X/Y o X/Y/Z (es decir, graficos mono, bi o tridimensionales),
donde X, Y y Z pueden ser cualquiera de estos parametros. Cada sujeto de control y
cada punto de tiempo del paciente (p. ej., diagnostico inicial, postratamiento) se
representaron mediante un punto en un grafico tridimensional con AUC,, AP, y
Tave como coordenadas cartesianas. Los sujetos sanos considerados como
controles delimitan la region correspondiente a la ausencia de enfermedad, que

puede representarse por un elipsoide con un centroide ubicado en la media de

cada uno de estos parametros (AUCn, APn, Tave )con la desviacion estandar de
cada parametro (cAUC,, 0AP, y oTave) que define los limites del elipsoide. La
ubicaciéon de cada paciente en un cierto punto de tiempo en relaciéon con el
conjunto de controles, dentro o fuera de la regién de control o elipsoide de
"ausencia de enfermedad", proporciona informacién sobre el estado de salud de
ese paciente en ese momento. Esto puede cuantificarse calculando la distancia
euclidiana de cada punto de tiempo del paciente al centro del elipsoide de control,
el d-valor, tomando como referencia los valores promedio de los parametros para

el grupo de control sin evidencia de enfermedad (NED):

2 P— 2 —
Xi-% AUC,—AUC Tave~T, AP~ AP, iy
d= 23_1( — ) = (%) + (M) + (%) Ecuacion 8
1= X AUC, Tave AP,

donde X; son los diferentes valores de los tres parametros (AUC, / APn/ Tave) para
un paciente determinado en un momento determinado. Para evitar cualquier sesgo
hacia cualquier parametro dado, el d-valor se calcul6 normalizando cada uno de

los tres parametros por cada media, respectivamente.
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3.7. Andlisis estadistico de los parametros

Tras la obtencion de los parametros del termograma, es preciso analizar su
potencial como indicadores diagndsticos y de monitorizaciéon de pacientes. En
primer lugar, se analiza la capacidad diagndstica de cada uno de los parametros y
posteriormente, se desarrolla un modelo estadistico en el que se recogen de forma
global los parametros de forma que sea posible: 1/ Agruparlos en un unico
parametro que informe del diagnéstico; 2/ Aumentar la potencia diagnéstica de la

técnica TLB.

3.7.1 Andlisis estadistico

Dada la complejidad del analisis estadistico requerido para el estudio de los datos
obtenidos, esta parte de creacion de un modelo estadistico que pudiera diferenciar
entre pacientes con cancer de pulmén y controles sanos fue realizada por un

especialista estadistico.

El objetivo principal en este trabajo es construir un indicador 6ptimo derivado de
TLB que muestre una fuerte correlacidn con la condicion del cancer de pulmén que
podria emplearse como una herramienta clinica para la evaluacion del cancer de
pulmén. Ese indicador se debia construir utilizando el conjunto de datos
multiparamétrico introducido anteriormente, y se consideraron tres modelos
predictivos diferentes, pero relacionados, cada uno con un conjunto de variables
base diferente: el modelo 1 basado en Tay, G1, AUCyi y APni; modelo 2 basado en Dvj;

y modelo 3 basado en los 14 parametros.

Debido a que tenemos que predecir una variable binaria, el GLM binomial se
convierte en una herramienta adecuada para estimar una regresion logistica con el
resultado de la probabilidad de ausencia de cancer de pulmdén (es decir, sujeto

sano) de acuerdo con un termograma TLB dado.

Estos tres modelos diferentes se desarrollaron para abordar el problema de la

construccion de un indicador de prediccién o clasificacion para el cancer de
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pulmén basada en los parametros derivados de TLB. De hecho, ese indicador
representara la probabilidad de que un sujeto sea clasificado como sano/enfermo
segun los parametros derivados de TLB dados (sano si el termograma TLB no esta
alterado, enfermo si el termograma TLB estd alterado). Esos modelos se
elaboraron utilizando modelos lineales generalizados binomiales (GLM) con
modelos de enlace logit, ya que esta herramienta super6 a otras herramientas
estadisticas en la discriminacion de sujetos sanos y enfermos. Esta probabilidad se
puede interpretar de manera directa como la probabilidad de que el individuo con
dicho termograma TLB esté libre de cancer de pulmoén y, por lo tanto, esa

probabilidad se puede utilizar como criterio de diagndstico.

La Unica diferencia entre los tres GLMs consiste en el conjunto de parametros TLB
individuales considerados: 1) el modelo 1 emplea Tav, G1, AUChi y APyi; 2) el modelo

2 emplea Dviy 3) el modelo 3 emplea los 14 parametros.

Por lo tanto, en cada uno de los tres GLM, se emplea un conjunto dado de
parametros derivados de TLB, {pk}, se emplea, y el indicador de probabilidad de
sano, PS, de un individuo con un termograma determinado (es decir, con

parametros derivados de TLB dados {pk}) esta dado por lo siguiente:

GS)

PS = P(healthyl{p:}) = —— =5

donde p es una funcion lineal de los parametros derivados de TLB:
p{ped) = ao + Z Ak Pi
k=1

Ademas, los coeficientes {ax} se estiman de manera dptima mediante un estimador
de maxima verosimilitud, que a su vez utiliza un algoritmo iterativo de minimos
cuadrados reponderado o el método de Newton (229). Esta probabilidad puede
interpretarse directamente como la probabilidad de que el individuo con un

termograma TLB esté libre de cancer de pulmén y, por lo tanto, esa probabilidad
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puede usarse como criterio de diagnostico. Este indicador de PS basada en
parametros derivados de TLB clasifica a los individuos como sujetos sanos

(resultado negativo, PS> 0.5) y enfermos (resultado positivo, PS <0.5).
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 RESULTADOS MELANOMA

Se realiza primero un estudio descriptivo de la muestra para conocer las

caracteristicas tanto demograficas como clinicas de los sujetos del estudio.

Controles sanos Controles con Pacientes con

(n=36) melanoma melanoma

(n=8) (n=10)

Edad * Ds '
34+11 51+10 51+15

Sexo
Hombres 19 (53%) 4 (54%) 4 (40%)
Mujeres 17 (47%) 4 (46%) 8 (60%)

Etnia
Caucasicos 22 (61%) 7 (87%) 10 (100%)
Negros 13 (36%) 1 (13%)
Hispéanicos 1 (3%)

Total de |

muestras

Melanma |
NED* . 8(100%) 7 (70%)
Enfermedad 3 (30%)

activa

Tratamiento

_ 10 (100%)

durante estudio

Tabla 4.1: caracteristicas demograficas y situacion clinica de los participantes del estudio

(*No Evidencia de Enfermedad).
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A continuacidn, se ofrece una tabla con las caracteristicas y valores de las muestras

obtenidas de cada paciente.

o g-

NED Ihdlolﬁgioo
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Radiolégico
(1)

Radiolégico

Radiolégico
(6)
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‘q-

Progressio  Radiolégico
n (Stage (1)
I
En-Tto Active Clinico
Post-Tto

Radioldgico
(20)

Radiolégico
(1)

Pos 1, hun

c.‘I l'FI I\L:'I ) i .hl lI“,II *I N‘

Post-Tto NED
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2 182 En-Tto NED Radioldgico
(0)

3 236 En-Tto NED Radiolé6gico
0

4 431 Post-Tto NED Radiolégico
(0)

5 513 Post-Tto NED Radiolégico
0

6 595 Post-Tto NED RadiExtlﬁigico

Tabla 4.2: Informacidn clinica de los pacientes con melanoma en seguimiento.
NED: No evidencia de enfermedad. Tto: tratamiento

1: Los valores entre paréntesis indican la cantidad de dias relativos a la recoleccién de muestras.
Esto proporciona una referencia para el momento en que se realizé la evaluacién clinica con
respecto a cudndo se recolecté la muestra en la clinica. Los nimeros positivos indican que la
determinacion del estado de la enfermedad se realizé antes de la recoleccién de la muestra y los

valores negativos indican que la determinacion se realizé después de la recoleccién de la muestra.

4.1.2- Deconvolucion de termogramas de plasma

Segun los datos publicados en un trabajo anterior del grupo de investigacion, Vega
S et al (67), donde se describe un nuevo enfoque de analisis multiparamétrico que
aplica el ajuste logistico maximo a los termogramas de suero obtenidos de sujetos

sanos y pacientes con cancer gastrico para la clasificacion de pacientes.

En el presente trabajo, el manejo de la muestra fue ligeramente diferente, tal como
se describe en el apartado de materiales y métodos (previamente a la dilucién de la
muestra antes de medirla en el DSC, se realizé una dialisis de la muestra). Los

termogramas del presente estudio requieren cuatro curvas componentes para
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reproducir el termograma global. La figura (4.1) muestra un ejemplo de las
diferencias entre las formas del termograma de un sujeto sano y un paciente con
melanoma (que corresponde a la Muestra 1 del paciente 8 de este estudio). Las
transiciones individuales que componen la curva global (obtenidas tras su
deconvolucion), reflejan cambios importantes entre los grupos sanos y los grupos
de melanoma donde se observaron cambios en la altura, el centro y el ancho de

cada transicion.

Esta deconvolucidon del termograma experimental permite la determinacién de

todos los parametros para el analisis multiparameétrico: A;, Te,i, wi, AUCy, APn y Tave

T T T T T T
T T T T T T
0.08 | | 0.08F |
o 0.06F | o6t i
©
(]
= 0.04f ] 0.04f .
©
£
© 0.02f |1 o002} | ]
/J L i
0.00 e A \¥= |l o000}
L 1 1 1 1 1 L L L 1 1 N
40 50 60 70 80 90 100 40 50 60 70 80 90 100
o
Temperature (°C) Temperature ( C)

Figura 4.1: termogramas de plasma de un sujeto sano (izquierda) y un paciente con melanoma
(derecha). Los termogramas experimentales se muestran mediante las lineas negras en cada panel
(CP se ha normalizado, de tal manera que el area total debajo del termograma es 1). La
deconvolucién del termograma global se muestra mediante los cuatro componentes (lineas roja,

verde, azul y cian).

4.1.3 Caracteristicas de las muestras de control

Se han analizado el plasma de 36 sujetos sanos (controles) y de 8 pacientes que
habian completado con éxito el tratamiento quirurgico para su melanoma y se
demostré mediante una evaluacion clinica continuada que no existia evidencia de
enfermedad (NED) (controles de melanoma, MC) (Figura 4.2) No se observaron

diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) entre los grupos segun los

98



valores de AUC,, AP, y Tave (Figura 4.2). Esto muestra que no hay diferencias
discernibles entre los termogramas DSC de los controles sanos y los pacientes con
melanoma que no tienen evidencia de enfermedad. Esta es una observacion clave

para validar DSC como un enfoque util para el seguimiento de pacientes con

melanoma.
30
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1.0 T 71
0.8 F 70 1
: K
\ \ $ : 3
o.: 0.4k ' . '_m 68
< f) i %
/ ® 67 “~
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Figura 4.2: Datos multiparamétricos obtenidos de termogramas de plasma para controles sanos y
controles de melanoma (MC). (Panel A) Valores para Tave representados como una funcién de
AUCn para controles sanos (circulos negros) y controles de melanoma (MC) (circulos rojos). Curvas
de distribucién correspondientes a los valores medios y las desviaciones estidndar para AUCn

(Panel B), APn (Panel C) y Tave (Panel D).
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4.1.4 Graficos tridimensionales: elipsoide de control y distribucion de

distancia de pacientes con melanoma

Cuando se representan los valores de AUC,, Tave y AP, como coordenadas
cartesianas en un grafico tridimensional (Figura 4.3), se puede observar una
region bien definida correspondiente al grupo de controles sanos y pacientes de

melanoma.

i B Controles sanos
| B Pacientes melanoma

| B NED controles
MUSP pacientes

@
68 ,g\
A

40 30 35
AUch AUCh 40

Figura 4.3. (A) Valores de AUCy, Tave y APy a partir de termogramas de plasma de controles sanos
(cuadrados negros) y controles de melanoma (cuadrados rojos) en una grafica tridimensional
cartesiana (representacion XYZ, izquierda y proyecciones XYZ, derecha). (B) pardmetros AUCnp, Tave
y AP, a partir de termogramas de plasma de controles NED (cuadrados verdes) y pacientes con
melanoma bajo seguimiento (cuadrados anaranjados) en una grafica tridimensional cartesiana

(representacion XYZ, izquierda y proyecciones XYZ, derecha).
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Se obtuvieron los datos de los termogramas de 10 pacientes con melanoma en
diferentes momentos (Tablas 4.1 y 4.2), con un total de 63 termogramas. Cada
cuadrado naranja corresponde al termograma de un paciente dado en un cierto

punto de tiempo.

La estrecha coincidencia entre controles sanos y controles de melanoma define
una regién en el grafico tridimensional que denominamos "sin evidencia de
enfermedad" (NED), que es la region de referencia cuando se comparan los valores

obtenidos para pacientes con melanoma en seguimiento. Esta region puede ser

representada por un elipsoide centrado en AUCn , APn , Tave , con limites

definidos por gaucn, GAPn, OTave-

Se recogieron muestras de plasma de 10 pacientes con melanoma en sus consultas
programadas de seguimiento oncolégico. Se analizaron entre cuatro y ocho
muestras por paciente. La Figura 4.3B muestra todos los datos de esas mediciones

(63 en total).

En comparacion con la Figura 4.3A, se puede observar en la Figura 4.3B que
algunos termogramas de pacientes con melanoma estan ubicados dentro del
elipsoide de control (es decir, en la region NED), pero algunos termogramas caen
fuera de este elipsoide. El objetivo de este estudio es desarrollar un enfoque simple
y util para monitorizar pacientes y rastrear su estado de enfermedad. Desde un
punto de vista practico y de facil comprension, seria conveniente utilizar un solo
dato con el que se pudiese evaluar el estado de la enfermedad. Calculamos la
distancia de un termograma dado a la regién NED y prob¢ la utilidad de este
parametro para evaluar el estado clinico de los pacientes de melanoma en este

estudio.
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4.1.5 El d-valor: la distancia de un termograma hasta la region NED

Definimos el d-valor como la distancia euclidiana entre la ubicaciéon de un
termograma de un paciente (usando AUC,, AP, y Tae como coordenadas
cartesianas) para el centroide del elipsoide de control o la region NED (esta parte
se ha explicado en material y métodos). Debido a que los valores de los tres
parametros son de diferente magnitud, el d-valor se calcul6 mediante la
normalizacion de los valores de cada parametro. (ver Ecuacién 7 en materiales y

meétodos)

La Figura 4.4 muestra una comparacion entre los d-valor de diferentes grupos de
sujetos. El grupo control saludable (controles) y el grupo control de melanoma
(MC) se han agrupado en los controles "sin evidencia de enfermedad" (controles

NED), que es un grupo muy homogéneo.

B NED controles

B Controles sanos MUSP pacientes
B Controles Melanoma Evidencia Clinica de melanoma
B NED controles No evidencia clinica de melanoma
1.0
4.0
" L] n
\ 1 \
\ | "-,
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et ) =\ v
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Figura 4.4. d-valor de todos los termogramas de plasma en este estudio. (Panel izquierdo) Vista
ampliada para los d-valor para controles sanos (cuadrados negros), controles de melanoma (MC,
cuadrados rojos) y controles sanos y de melanoma agrupados como controles NED (cuadrados
verdes). No hay diferencia estadisticamente significativa (p> 0.05) entre ambos grupos (controles
sanos y MC). (Panel derecho) d-valores para controles NED (cuadrados verdes), pacientes de
melanoma bajo seguimiento (MUSP) (cuadrados anaranjados) y los subgrupos MUSP, pacientes con

enfermedad activa confirmados por diagnéstico clinico o radioldgico (circulos rellenos de color
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naranja) y pacientes determinados clinicamente o radiol6gicamente para no tener evidencia de
enfermedad (circulos anaranjados abiertos). En el panel izquierdo, los d-valor se han calculado
considerando el valor promedio de los parametros dentro del grupo correspondiente. En el panel
derecho, los d-valor para el grupo MUSP (cuadrados naranjas) se han calculado considerando el

valor promedio de los pardmetros para el grupo de control NED.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre los sujetos sanos
(controles) y los pacientes con melanoma (p> 0.05) que se determiné clinicamente
que no tenian evidencia de enfermedad (controles de melanoma, MC). Los sujetos
sanos y los controles de melanoma se agruparon en el grupo sin evidencia de

enfermedad (control NED) (Figura 4.4, panel izquierdo).

Los d-valor para los termogramas de pacientes con melanoma en seguimiento
durante su tratamiento se compararon con el grupo de control NED. Los
termogramas de pacientes con enfermedad activa en el momento de la toma de
muestra de plasma se caracterizan por presentar un d-valor que son mas altos que
los del grupo de control NED. Se puede definir una region NED o un umbral de d-
valor a partir del valor d medio para el grupo de control NED y su desviacion
estandar (Figuras 4.5, 4.7 y 4.9). Los d-valor para los termogramas de pacientes
con designaciones de estado NED son similares a los del grupo de control NED. De
acuerdo con las Figuras 4.5, 4.7 y 4.9, los d-valor no exceden 5; hay 11 muestras
con d-valor significativamente superiores a la region del grupo de control
(definido como el valor de control promedio mas el doble de su desviacion
estandar); 12 muestras con valores d alrededor del umbral del grupo de control; y
el resto (40 muestras) tienen d-valor dentro de la region del grupo de control, y

tipicamente alrededor del umbral.

Al examinar los datos clinicos de los 11 termogramas en el grupo MUSP con un alto
d-valor, 4 de estos 11 termogramas correspondieron a muestras de plasma
recogidas al comienzo del seguimiento del paciente donde los pacientes se habian
sometido recientemente a cirugia o acababan de iniciar el tratamiento adyuvante.
Esto podria explicar por qué estas muestras aun exhiben d-valor en desacuerdo
con el estado clinico de NED: el estado metabdlico del plasma sanguineo puede que

no se hubiese restablecido del estado previo al cancer. Otras cuatro muestras de
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los 11 termogramas con d-valor altos correspondieron a la recidiva de la
enfermedad; algunas de estas muestras mostraron una indicaciéon temprana de
recidiva de la enfermedad (Paciente 7, muestras 4-5, y Paciente 8, muestras 3-4).
Solo para una muestra de pacientes, la muestra 4 del Paciente 9, el d-valor esta por
encima de 1 y no concuerda con la evaluacion clinica, pero en visitas posteriores el

d-valor vuelve a entrar en la region NED.

En general, esto sugiere potencialmente que el termograma DSC fue capaz de
detectar alteraciones metabdlicas en el plasma sanguineo asociadas con la
recurrencia antes de que el tumor adquiriera un tamafio detectable para la

determinacion clinica.

4.1.6 Uso de los termogramas mediante DSC para la monitorizacion de

pacientes con melanoma (10 pacientes)

La utilidad de DSC para la monitorizacion del paciente radicaria en la capacidad de
DSC para rastrear el estado clinico de un paciente de forma personalizada. El
analisis del termograma y los resultados clinicos obtenidos para cada caso brindan
informacion relevante sobre la capacidad del DSC para detectar enfermedades, la
comparacidon entre el umbral para detectar enfermedades usando técnicas de
diagnostico por imagen y termogramas DSC, y el acuerdo entre ambas pruebas de

seguimiento.

Los diez pacientes MUSP se dividieron en tres categorias diferentes segun el
estado de la enfermedad, el tratamiento y el d-valor correspondiente. Los cinco
pacientes del caso A tuvieron reseccion quirdrgica de sus melanomas, recibieron
terapia adyuvante y tuvieron valores de termograma que correspondian a la
determinacion clinica del estado de la enfermedad. Se recogieron muestras de
plasma de pacientes en visitas clinicas durante un periodo de uno a dos afios y se

analizaron para este estudio.
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Los pacientes del caso B se colocaron dentro del grupo de enfermedad activa. El
paciente 6 tenia una enfermedad activa desde su diagndstico inicial y durante el
tratamiento. Los pacientes 7 y 8 fueron colocados inicialmente en terapia
adyuvante después de la reseccion quirurgica de sus melanomas, pero tuvieron
recurrencia de la enfermedad. El paciente 8 se cambi6 a un régimen de tratamiento

alternativo.

El ultimo grupo de pacientes, el Caso C, tuvo resultados discordantes con su estado
clinico: clinicamente los pacientes son como el Caso A, pero los resultados del

termograma fueron discordantes con la evaluacion clinica.

4.1.7- Caso A: no evidencia de enfermedad (NED) de acuerdo con la

valoracion clinica y mediante termogramas de DSC

Este grupo comprendia pacientes con melanoma en etapa 2 o 3 considerados
clinicamente como que no tenian evidencia de enfermedad después de la reseccion
quirurgica de sus melanomas seguida de quimioterapia adyuvante. Para cada
paciente, entre 6 y 8 muestras de plasma fueron analizadas por DSC en diferentes
puntos de tiempo que abarcan antes, durante y después de la quimioterapia en un
periodo de uno a dos afos (Figura 4.5). Comparando los termogramas durante y
después de la quimioterapia, se observa que los termogramas no se vieron
afectados por la terapia. Cabe sefialar que se determiné un estado inicial de NED
después de la reseccidn clinica de los melanomas y se mantuvo como el estado
clinico durante las rondas iniciales de quimioterapia. Esto no fue confirmado por la
evaluacion por imagenes hasta la segunda o tercera ronda de quimioterapia o en el
post-tratamiento (como se indica en la Tabla 4.2). En el momento de la ultima
muestra, ninguno de los cuatro pacientes exhibié ninguna recurrencia de

melanoma.
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Figura 4.5: Comparacién longitudinal de los resultados del termograma y las evaluaciones clinicas
de muestras de plasma MUSP. Los cuadrados corresponden a los d-valor de cada termograma DSC
de la muestra recogida en un momento determinado después del diagnéstico. Los cuadrados verdes
indican un resultado negativo de TLB, es decir, dentro de la regién de d-valor NED (valor medio del
grupo de control NED mas dos veces la desviacién estidndar, sombreado amarillo) y los cuadrados
rojos indican un resultado TLB positivo, es decir, fuera de esta area . Las flechas corresponden a la
evaluacién clinica realizada en un momento determinado después del diagnoéstico. Las flechas
sélidas representan una evaluacién radiolégica y las flechas discontinuas representan una
evaluacién clinica.

Las flechas verdes o rojas representan NED o enfermedad activa,

respectivamente.
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No todas las muestras de termograma de DSC se han comparado con la evaluacion
clinica. Las evaluaciones clinicas y termogramas proporcionaron resultados
idénticos en todas las muestras, excepto una discrepancia menor en el paciente 5

(muestra 6, pero el d-valor es inferior a 1) (Figura 4.5).

Se realizaron unas tablas de contingencia para la evaluacidn clinica y los resultados
DSC se muestran en la (Figura 4.7). Ademas, los pocos d-valor encontrados fuera
de la region de control NED corresponden principalmente al primer termograma
inicial en un paciente, es decir, muestra inicial después de la reseccién quirtrgica.
La interpretacion de estos resultados es que podria haber un estado alterado
residual como resultado de la enfermedad después de una reseccién quirurgica
que podria no ser clinicamente detectable, pero que podria reflejarse en un estado
metabolico alterado del plasma sanguineo. Esto podria ser una consecuencia de la
alta sensibilidad del termograma de DSC para detectar alteraciones en la
composicion e interacciones en el plasma sanguineo. Debido a que es una prueba
minimamente invasiva, el termograma DSC se puede prescribir tantas veces como
lo requiera el médico durante el seguimiento del paciente para evaluar cuando el
estado metabolico del plasma sanguineo vuelve a un perfil normal / saludable
después del tratamiento clinico. Por lo tanto, cada vez que un resultado de
termograma DSC proporciona un resultado positivo para la recurrencia del
melanoma, los termogramas posteriores realizados en un tiempo cercano a esta

muestra se pueden utilizar para confirmar una recurrencia.
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Figura 4.6. Poligono para los valores normalizados de Ai, n (altura de los cuatro componentes
diferentes en los que se desconvoluciona el termograma de acuerdo con la ecuacién 1 descrita en
material y métodos). Se muestran los valores de los parametros de dos sujetos: sujeto sano (negro)
y un paciente con melanoma (rojo), correspondientes a los que se muestran en la Figura 4.1. El drea

de la regién delimitada por el poligono se llama AP, (Ecuacién 4 descrita en material y métodos).

4.1.8 Caso B: pacientes con enfermedad activa de Melanoma de acuerdo con

valoracion clinicas y mediante termogramas de DSC.

Estos pacientes tenian enfermedad activa durante el periodo de seguimiento
(Figura 4.7). Es importante sefialar que el paciente 6 tenia un estado de

enfermedad activo al comienzo del tratamiento, mientras que los pacientes 7 y 8
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tenfan un estado inicial de enfermedad NED. Ademas, el paciente 8 se colocd
inicialmente en quimioterapia adyuvante, pero se cambi6 a terapias alternativas

debido a la metastasis mas adelante en el tratamiento.
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Figura 4.7: Comparacién longitudinal de los resultados del termograma y las evaluaciones clinicas
de muestras de plasma MUSP. Los cuadrados corresponden a los d-valor de cada termograma DSC
de la muestra recogida en un momento determinado después del diagnédstico. Los cuadrados verdes
indican el resultado de TLB negativo, es decir, dentro de la regidon de d-valor NED (valor medio del
grupo de control NED mas el doble de la desviacién estandar, sombreado amarillo) y los cuadrados
rojos indican resultado de TLB positivo, es decir, fuera de esta area. Las flechas corresponden a la
evaluacién clinica realizada en un momento determinado después del diagnoéstico. Las flechas
sélidas representan una evaluacién radiolégica y las flechas discontinuas representan una
evaluaciéon clinica. Las flechas verdes o rojas representan NED o enfermedad activa,

respectivamente.
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Los resultados muestran que el analisis de DSC detecta la enfermedad del
melanoma con alta sensibilidad (Figura 4.7). La inica muestra donde la evaluacion
clinica y los resultados del termograma DSC no coinciden corresponde a la
evaluacion clinica no radiolégica. Curiosamente, los termogramas de plasma
parecen detectar la recurrencia del melanoma antes de la evaluacién clinica
(Figura 4.7). Para los pacientes 6 y 7 hay poca evidencia clinica a lo largo de su
historial de tratamiento. Los termogramas para los pacientes 6 y 7 pudieron
detectar un cambio en el estado de la enfermedad antes de la determinacion
clinica. Esto sugeriria que el DSC puede usarse para llenar los vacios para
evaluaciones radiolégicas infrecuentes y / o examenes clinicos en consulta que no
incluyan diagnostico por imagen. Curiosamente, para el paciente 8, la primera
evaluacion clinica (muestra 3) no indica enfermedad, mientras que el termograma
de DSC proporciona un indicador previo de recurrencia, confirmado por una

evaluacion radiologica posterior.

Evaluacién clinica Evaluacidn clinica
Caso A + - Total Caso B + - Total
@ + 0 1 1 o + 4 1 5
ar ar
- 0 16 16 - 0 0 0
Total 0 17 17 Total 4 1 5
Evaluacidn clinica Evaluacidn clinica
Caso C + - Total Global + - Total
" + 0 5 5 o + 4 7 11
ar ar
- 0 5 5 - 0 21 21
Total 0 10 10 Total 4 28 32

Figura 4.8: Tablas de contingencia para la comparacién de evaluaciones clinicas y biopsia térmica
liquida (TLB) para cada caso de paciente (casos A, By C, y datos globales). Los resultados positivos
significan recurrencia del melanoma (evaluacion clinica: evaluacién radiolégica o clinica; TLB: d-
valor > 0.5, de acuerdo con el umbral del grupo de control NED), y los resultados negativos
significan ausencia de recurrencia (evaluacién clinica: evaluacién radioldgica o clinica; TLB: d-valor

<0.5).
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4.1.9 Caso C: resultados discordantes entre la evaluacion clinicas y los

termogramas de DSC

Se determin6 que estos pacientes eran NED a lo largo de su seguimiento clinico y
se los sometio a tratamiento de quimioterapia adyuvante. Sorprendentemente, los
resultados del termograma sobreestimaron la recurrencia en estos pacientes
(Figura 4.9). Para el paciente 10, los d-valor estan cerca del umbral NED. Debemos
tener en cuenta que, si este método se usa para la monitorizacion del paciente, el
umbral se puede establecer de forma individual para cada paciente. Para el
paciente 10, si el umbral NED se establecié un poco mas alto, los resultados del
termograma coincidirian con la evaluacion clinica. Para el paciente 9, se encuentra
un escenario similar, aunque hay una muestra con mayor discrepancia (muestra
4). Al final del periodo de seguimiento no se observo recurrencia del melanoma en
ambos pacientes. Estos dos pacientes (9 y 10) proporcionan los resultados mas
discrepantes entre la evaluacién clinica y el termograma DSC. Puede haber una
sobreestimacidn de la recurrencia tumoral en DSC (en algiin momento debido a la
sensibilidad de la técnica, o debido a una remision incompleta del estado
metabolico alterado en el plasma), pero la prueba DSC se puede repetir sin riesgo y
a bajo costo. Puede ser mejor tener falsos positivos que falsos negativos, y de
acuerdo con las tablas de contingencia (Figura 4.6), no hay falsos negativos

proporcionados por las pruebas DSC.
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Figura 4.9: Comparacién longitudinal de los resultados del termograma y las evaluaciones clinicas
de muestras de plasma MUSP. Los cuadrados corresponden a los d-valor de cada termograma DSC
de la muestra recogida en un momento determinado después del diagnéstico. Los cuadrados verdes
indican un resultado negativo de Biopsia Térmica Liquida (TLB), es decir, dentro de la regién de d-
valor NED (valor medio del grupo de control NED mas dos veces la desviacion estdndar, sombreado
amarillo) y los cuadrados rojos indican un resultado TLB positivo, es decir, fuera de esta area. Las
flechas corresponden a la evaluacién clinica realizada en un momento determinado después del
diagnostico. Las flechas sélidas representan una evaluacién radiolégica y las flechas discontinuas
representan una evaluacion clinica. Las flechas verdes o rojas representan NED o enfermedad

activa, respectivamente.
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4.2 RESULTADOS EN CANCER DE PULMON

4.2.1 Descriptivo de la muestra

En primer lugar, se realizd estudio descriptivo de la muestra para conocer las
caracteristicas de los pacientes reclutados durante el periodo en estudio, y asi

poder realizar posteriormente el analisis por subgrupos.

Se obtuvieron muestras de un total de 114 pacientes diagnosticados de cancer de

pulmén a lo largo del periodo estudiado.

Tal como se detalla en la Tabla 4.3, observamos que la edad media de nuestros
pacientes se sitia en los 64’6 afios con una desviacion media en torno a 8’3 afios.
En cuanto a la distribucion por sexos, se aprecia que un 83% (95 sujetos) de los

pacientes son hombres frente al 17% (19 sujetos) de mujeres.

Tabla 4.3: estudio descriptivo de la muestra obtenida (*QT= quimioterapia, QT/RT= quimio-

radioterapia)
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Pacientes con cancer

de pulmoén

Hombres 95 (83%)
Mujeres 19 (17%)
Habito tabaquico
Fumador

Ex fumador

No fumador

Histologia
Adenocarcinoma 43 (37%)
Células pequeiias 35 (30%)
Escamoso 32 (29%)
Otros 4 (4%)
Estadio
II

Tratamiento
QT paliativa 77 (68%)
QT/RT 26 (22%)
QT adyuvante 8 (7%)
QT neoadyuvante 3 (3%)
Respuesta
Respuesta parcial
Respuesta completa

Enfermedad estable

Progresion

Exitus
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En cuanto a factores de riesgo asociados, se estudié la exposicion al tabaco (Figura
4.10), apreciando que en nuestra muestra el 64% de los pacientes eran fumadores
habituales en el momento del diagndstico, frente a un 29% de sujetos que
cumplian criterios de exfumadores en el momento del diagnéstico y un 7% del
grupo que no habia fumado en ningin momento. Entre el grupo de fumadores y no
fumadores, la exposicién al tabaco se ha calculado con un IPA (Indice

Paquetes/Afio) medio de 47.
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Figura 4.10: grafica descriptiva de distribucién de habito tabaquico.

En cuanto a la distribucion por sexos en pacientes fumadores (Figura 4.11, Tabla
4.4), se aprecia que en los hombres, el 63'13% eran fumadores, frente a un 34’63
de hombres que habian cesado en el habito tabaquico y tan solo un 2°11% que no
habian fumado nunca. En el caso de las mujeres, el 68'42% no eran fumadores en
el momento diagndstico, frente al 31'58% de las mismas que no habian fumado
nunca (no hay caso de exfumadoras en nuestra muestra). En cuanto al porcentaje
de pacientes que fuman por sexos, se aprecia que un 82°19% de los fumadores

eran hombres.
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Figura 4.11: gréfica descriptiva de distribucién por sexos segun el habito tabaquico.

Sexo Ex fumador Fumador No fumador

Hombres 33 (34'7%) 60 (63'2%) 2 (2'1%)
Mujeres 0 (0'0%) 13 (68'4%) 6 (31'6%)

Tabla 4.4: datos de distribucidn por sexos segtin el habito tabaquico

En cuanto a la histologia (Figura 4.12), se aprecia que el tumor mas
frecuentemente diagnosticado fue el adenocarcinoma con un total de 43 pacientes
(37% de la muestra), seguido del carcinoma de células pequenas que se observo en
35 pacientes (30%) y del carcinoma escamoso, con 32 pacientes (29% de la
muestra). Finalmente 4 pacientes obtuvieron diferentes histologias como son el
pleomorfo o endocrino de células grandes, lo que constituye un 4% de la muestra

total.
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Figura 4.12: gréfica descriptiva de la distribucién de pacientes segtn la histologia tumoral.

Células
Adenocarcinoma Escamoso Otros

pequeiias

Hombres

34 (35'4%) 27 (28'1%) 3 (3'1%)

31 (33'3%)

Mujeres
9 (47'4%) 1(5'3%) 8 (42'1%) 1(5'3%)

Tabla 4.5: datos de distribucion por sexos segun histologia.
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Si atendemos a la distribucion por sexos segun la histologia, podemos ver como
tanto en hombres como mujeres el tumor mayormente diagnosticado es el
adenocarcinoma (34 pacientes en los hombres y 9 en las mujeres, 35'42% vy
47'37% de sus respectivos grupos) seguido del carcinoma de células pequefias en
los hombres con un 33'33% (31 pacientes) frente a las mujeres donde el segundo
tumor mas frecuente fue el carcinoma escamoso (8 paciente, suponiendo un
42’11%). En el caso de las mujeres solo se diagnosticéd un cado de carcinoma de

células pequefias, frente a los 31 casos que se obtuvieron en el grupo de hombres.
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Figura 4.13: grafica descriptiva de distribucién por sexos segtn las diferentes histologias.

Otra variable estudiada en el grupo de pacientes recogido fue el estadio al
diagnostico de los pacientes. En nuestro estudio, dado que se trataba de pacientes
visitados en la consulta de Oncologia Médica, la mayoria de pacientes se
diagnosticaban en estadio IV, siendo un 68% del total de la muestra (78 pacientes
en total), seguido del estadio III con 30 pacientes (un 27%) y del estadio II con 6

sujetos (un 5% del total de la muestra).
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Figura 4.14: gréfica descriptiva de la distribucién de pacientes segun el estadio al diagnéstico.

Sexo

Hombres 5 (5'2%) 28 (29'2%) 63 (65'6%)
Mujeres 1(5'3%) 2 (10'5%) 16 (84'2%)

Tabla 4.6: datos de distribucién por sexos segun estadio al diagnéstico.

En cuanto a la distribucién del estadio por sexos, se mantiene acorde con la
distribucién global, apreciando que en ambos sexos la mayoria de pacientes se

diagnosticaron en estadio IV (65'62% en hombres y 84'21% en mujeres).
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Figura 4.15: grafica descriptiva de distribucién por sexos segin los diferentes estadios al

diagnostico.

Si atendemos a la distribuciéon de pacientes segiin su histologia y el estadio al
diagndstico, apreciamos que en el estadio IV se obtiene una distribucién acorde a
lo observado a nivel general, siendo mas frecuente el adenocarcinoma (en el
44’30% de los pacientes en este estadio, seguido de carcinoma de células pequefias
y escamoso con un 30'38% y 22’78% respectivamente. Si bien en el estadio III
apreciamos que en primer lugar se encuentran pacientes con carcinoma escamoso
y células pequefias con 11 pacientes en ambos grupos (siendo ambos un 36’67%
de los pacientes en estadio IIlI) seguido de adenocarcinoma con 8 pacientes

(26'67% de los pacientes en ese estadio).
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Figura 4.16: grafica descriptiva de la distribucién de histologias en los diferentes estadios

tumorales.

En cuanto al tratamiento recibido por el grupo de pacientes de la muestra, se
encuentra acorde con el estadio al diagndstico, observando como todos los
pacientes que fueron diagnosticados en un estadio avanzado se realizé tratamiento
con quimioterapia paliativa (78 pacientes, un total del 68% de la muestra y el
100% de los pacientes en estadio IV). Por otro lado, los pacientes diagnosticados
en estadios localizados (II y III) se trataron de diferentes formas segun las guias
clinicas de ese momento, por lo que podemos apreciar que en nuestra muestra 3
pacientes (3% de la muestra) recibieron tratamiento neoadyuvante y 8 (un 7% de
la muestra) fueron a tratamiento adyuvante posterior a la cirugia. El resto de
pacientes diagnosticados en estadio Il que no fueron resecables fueron tratados

con quimio-radioterapia (un total de 26 pacientes, el 22% de la muestra).
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Figura 4.17: grafica descriptiva de la distribucién de pacientes segun el tratamiento recibido.

En cuanto a la distribucion de sexos por tratamiento realizado, se mantiene acorde

con el estadio al diagndstico sin variaciones dependientes del tratamiento.

Con la muestra objeto de nuestro estudio, se realizd un seguimiento a los 3-4
meses con evaluacion de respuesta mediante técnica de imagen y con una nueva
extraccidn de sangre. Aunque en este trabajo no se estudian los cambios obtenidos
en las segundas muestras, se presenta un estudio descriptivo de las diferentes

respuestas obtenidos en nuestros pacientes a lo largo del periodo estudiado.

Analizamos la respuesta obtenida en el total de la muestra, observando que la
mayoria de pacientes obtienen una respuesta parcial de la enfermedad (un total de
46 pacientes, lo que supone un 40% de la muestra global). Seguidamente
observamos que 19 de los pacientes consiguen una estabilizacion de la
enfermedad (un 17%), y un 10% acaban alcanzando una respuesta completa de la
enfermedad (11 pacientes). Con todos estos datos vemos que se consigue un

control de la enfermedad en un 67% de todos los pacientes de la muestra.
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Por otro lado se aprecia una progresion de la enfermedad en 15 pacientes, lo que
supone un 13% de la muestra, y se aprecia que 23 pacientes fallecieron antes de
los 3-4 meses que se pudiera realizar una evaluacién de respuesta, siendo un 20%

de todos los pacientes estudiados.
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Respuesta Respuesta

ENFERMEDAD ESTABLE 0.00/1.00 ENFERMEDAD ESTABLE
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" PROGRESION ENFERMEDAD i j PROGRESION ENFERMEDAD
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RESPUESTA PARCIAL RESPUESTA PARCIAL
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0.25-

0.00-

Figura 4.18: grafica descriptiva de la distribucién de pacientes segun la respuesta obtenida.

Si atendemos a la distribuciéon por sexos, apreciamos que las distribucion se
observa muy similar en ambos grupos, observando en ambos que la mayoria
presentan una respuesta parcial (40% en hombres y 42’11% en las mujeres),
seguido de enfermedad estable, con un 31’58% de mujeres que obtuvieron una
estabilizacion de la enfermedad y un 13°68% en el grupo de los hombres. Como
principal diferencia entre ambos grupos se observo en los pacientes que
fallecieron, observando como solo un 5’26% del grupo de mujeres fallecié antes de
la evaluacion de respuesta frente al 23°'16% en el grupo de hombres. De igual
manera sucedié en los pacientes que obtuvieron una respuesta completa de la
enfermedad, dado que se observa que un 5'26% de las mujeres obtuvieron esta

respuesta, frente a un 10’53% de hombres que la alcanzaron.
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Hombres
Mujeres 8 1
(42°’1%) (5'3%)

38 (40'0%) 10 (10°5%) 13 (13'7%) 12 (12'6%) 22 (23'2%)

6
(31'6%)

3 1
(10°8%) (5'3%)

Tabla 4.7: Datos de distribucidn por sexos segin la respuesta al tratamiento. (RP= Respuesta

Parcial, RC= Respuesta Completa, EE= Enfermedad Estable, PD: progresién)
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Figura 4.19: grafica descriptiva de distribucion

tratamiento.
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4.2.2 Termogramas de suero de TLB para individuos con HC y LCP

Se obtuvieron los termogramas de DSC de las muestras de suero de los individuos
pertenecientes a los grupos HC (controles sanos) y LCP (pacientes de cancer de
pulmén). La Figura 4.20 muestra termogramas representativos para sujetos sanos
y enfermos. La homogeneidad dentro del grupo HC, asi como la heterogeneidad
dentro del grupo LCP son notables. Ademas, son evidentes diferencias
significativas en los termogramas de TLB de sujetos sanos y enfermos. La
aplicacion del procedimiento de deconvolucidon (ya explicado en la seccién de
Materiales y Métodos) proporcionan un conjunto de parametros que representan
la base de la metodologia estadistica para clasificar y discriminar entre los

individuos de HC y LCP

C,(au)

L Il L L 1 L Il L 1 1 L L

40 50 60 70 80 90 100 40 50 60 70 80 90 100

Temperature (°C) Temperature (°C)

Figura 4.20: Termogramas de suero TLB para individuos con HC y LCP. (Izquierda) El termograma
de TLB promedio calculado con todos los sujetos que pertenecen al grupo HC (linea continua) se
muestra junto con la desviaciéon estdndar de los termogramas a cada temperatura (region
sombreada). (Derecha) Se compara un termograma de TLB para un sujeto sano (linea negra) con

los de tres ejemplos de pacientes con cancer de pulmoén (lineas magenta).
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4.2.3 Analisis de parametros derivados de TLB individuales

En primer lugar, se realiza un analisis completo de cada uno de los 14 parametros,
obteniendo los diferentes valores (maximo, minimo, media) de los 14 parametros

en cada uno de los 2 grupos, tanto HC como LCP

m

65.93 67.98 69.08
03757 02330  0.7714
7.011 3692 = 2017
02438 3598 8129
1498 2402 7684
02934 09215 4343
2882 4390 1482
0.07751 3232  16.24
2206 4967 1438
02949 4203 3344
09857  3.244 = 71.43
09855 1175  5.101
09861 1443  6.069
09825 1377 1093

-

Tabla 4.8: Descriptivo completo de los 14 diferentes parametros analizados procedentes de la TLB

en el grupo HC.
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65.04 68.23 70.63
-0.1058 0.4518 3.622
7.011 29.82 98.32
0.0952 1.924 20.61
8.830 34.63 263.71
0.2049 2.145 29.33
4.842 122.7 8098.0
0.2855 261.2 28790
18.95 101.8 1858
0.1778 152.3 8070
0.9857 1.909 1L
0.9855 2.562 35.50
0.9861 3.872 149.7
0.9825 3.644 85.04

n

-
]
A
(T
el
]
|
APps

B2 |
B
bz
R

Tabla 4.9: Descriptivo completo de los 14 diferentes parametros analizados procedentes de la TLB

clasificar a los individuos en grupos de HC y LCP, se utilizaron los cuartiles
principales Q1, Q2 y Q3 (es decir, la mediana y el primer y tercer cuartiles) para la
distribucion de cada parametro TLB derivado del parametro dentro de esos dos
grupos. La tabla 4.10 muestra esos indices estadisticos para los grupos de HC y

CP.

—
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I e — e —

Parametro jli/)

Tav 67.59 68.09 6852 67.78 68.16 68.71
0.197 0.3449 0.4921 0.2899  0.4436  0.5662
19.32 2513 3839 18.72 24.20 36.15
0.5404 09874 2.170 0.4884 09303 1.902
20.88 2443 28.54 21.59 25.76 33.09
0.6773 09018 1.207 0.7416 09723 1551
26.75 36.53  50.72 25.74 33.30 46.76
1.095 1.990  3.838 09898 1.619 3.508
37.79 4496  58.08 36.73 47.69 63.12
2.206 2952  5.216 2.150 3.120 6.294
1.078 1.193 1.451 1.094 1.204 1.393
1.010 1.056  1.224 1.014 1.072 1.509
1.057 1179  1.359 1.081 1.184 1.3333
1.014 1.079 1413 1.025 1.197 1.480

Tabla 4.10: Cuartiles de parametros derivados de TLB individuales en grupos de HC y LCP.

Se realiza una comparativa visual entre ambos grupos para apreciar las diferencias
que podemos encontrar entre ambos grupos con los diferentes valores netos de los

14 parametros resultantes del analisis directo de la TLB (Figura 4.21).
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Figura 4.21: Estimadores de densidad no paramétricos para los 14 paradmetros individuales

derivados de TLB. Grupo HC (negro) / grupo LCP (rojo).

Para inspeccionar visualmente y explorar las diferencias de un solo parametro
entre los grupos HC y LCP, se calcularon las diferencias entre la mediana (Q2)
normalizada por el rango intercuartilico (Q3-Q1). De esta manera, no solo se
evaluda la diferencia en la mediana de cada parametro, sino también el tamafio de
esta diferencia en comparacion con la dispersién de parametros. La Figura 4.21
muestra la mediana normalizada para cada parametro, y siete parametros (G1,
AUCn3, APn3, AUCn5, Dv2, Dv3 y Dv4) emergen individualmente como los

parametros estadisticamente mas importantes para distinguir ambos grupos.
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Figura 4.22. Diferencias en la mediana normalizada de rango intercuartilico para los parametros
individuales derivados de los termogramas de suero TLB entre los grupos de HC y LCP. Algunos de
los parametros muestran diferencias notables entre esos dos grupos: G1, AUCn3, APn3, AUCn5,
Dv2, Dv3 y Dv4. El cédigo de color se ha establecido de acuerdo con la magnitud de las diferencias

con un valor de umbral de + 0.3.

Para evaluar las capacidades predictivas de cada uno de los parametros derivados
de la TLB, realizamos un analisis de curva de Caracteristica Operativa del Receptor
(ROC). La idea principal detras del analisis de ROC es la identificaciéon de un valor
de corte 6ptimo para cada uno de los parametros que podrian emplearse para
clasificar a los sujetos como sanos o enfermos, de modo que se maximice la
sensibilidad y especificidad estadisticas. Para establecer el corte dptimo, hemos
considerado el método de Youden, uno de los métodos mas comunes para la

optimizacién de ROC.
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Success

Parametros Especifi- | Thresh | Tend

rate

cidad old encia

Tav 57.8 61.4 52.9 68.0 |
71.4 63.2 82.3 0.37 l
m 53.8 48.2 61.2 23.9 1
m 56.8 62.3 494 1.23 ?
- 63.8 59.7 69.4 249 |
m 61.8 64.0 588 088 |
_ 58.8 53.5 65.9 34.0 1
APps 59.3 54.4 65.9 182 1
m 61.3 57.9 65.9 454 l
_ 58.3 439 77.6 4.26 l
m 53.3 58.8 45.9 117 |
m 58.8 412 82.4 1.14 l
Dva 56.3 65.8 445 1.11 |

63.3 59.7 68.2 1.08 |

Tabla 4.11. Andlisis de ROC para parametros derivados de TLB individuales.



termograma TLB sano (negativo, inalterado) y enfermo (termograma TLB alterado
positivo). El simbolo de tendencia indica la direccion para la clasificacion como
sujeto sano: T | significa que, en general, los sujetos clasificados como saludables

(resultado negativo segun TLB) mostraron valores mayores / menores que el

umbral indicado.
De la Tabla 4.11, es evidente que G1, AUCn3, APn3, AUCn5 y Dv5 son los

parametros individuales mas exitosos (alta tasa de éxito, valores de sensibilidad y

especificidad) para clasificar correctamente a los sujetos como sanos o enfermos.

4.2.4 Construyendo un valor predictivo/de clasificacion para la condicion de

cancer de pulmén con GLM

Si bien algunos de los parametros derivados de TLB individuales muestran un
buen desempefio con respecto a la clasificacion de sujetos, el uso combinado de
varios parametros (como se sugiere por el hecho de que los dos enfoques
preliminares han proporcionado subconjuntos ligeramente diferentes de
parametros relevantes) podria mejorar significativamente el desempefio de la

clasificacion de los pacientes si el objetivo es aplicar TLB en la practica clinica.

Realizamos un analisis comparativo de cuatro herramientas de creacion de
modelos: GLM (modelos lineales binomiales generalizados con regresion logistica),
LDA (analisis de discriminacion lineal), SVM (maquina de vectores de soporte para
clasificacion) y NBC (clasificador Naive Bayes). El rendimiento de estas cuatro
herramientas fue el siguiente: GLM> SVM> LDA> NBC, aunque SVM y GLM siempre
estan muy cerca. Como se muestra en Tabla 4.12 GLM y SVM funcionan de manera
similar con el modelo 3, que aparentemente es el mejor modelo. Ademas, la
interpretacion del modelo predictivo con SVM no es tan sencilla como con GLM.

Por estas razones, de ahora en adelante solo consideraremos el marco GLM.
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Parametro Success Rate Sensibilidad  Especificidad

Success Rate Sensibilidad Especificidad

Parametro Success Rate Sensibilidad Especificidad

Modelo 3

Tabla 4.12: Estudio comparativo del rendimiento de GLM, LDA, SVM y NBC en los tres modelos.

Se realiz6 una comparacion de los tres modelos (1-3) utilizando GLM. Debido a que
los parametros Dvi son funciones no lineales de otros parametros derivados de
TLB individuales, establecer un modelo 3 (los 14 parametros individuales)
representa una mejora significativa para predecir la condiciéon de salud /

enfermedad fue un paso requerido.

Cuando se aplica GLM al modelo 1, solo los parametros individuales Tay, G1 y AUCn3
tienen significacion estadistica (valores de p <0,05). Los resultados de este analisis
se muestran en la Tabla 4.13. El valor z es el coeficiente de regresion dividido por

su error estandar. El valor z es el coeficiente de regresion dividido por el error

133



estandar obtenido por GLM. Como regla general, un valor de corte de 2 (que
corresponde aproximadamente a una prueba de hipotesis de dos lados con un
nivel de significaciéon de a = 0.05) indica si los parametros correspondientes son
importantes o no (es decir, si el valor z> 2, entonces su coeficiente GLM
correspondiente no es despreciable (no es nulo) y el parametro es importante y
significativo para predecir la presencia / ausencia de cancer de pulmoén). Por otro
lado, cuando se aplica GLM al modelo 2, solo los parametros individuales Dvz y Dvs
tienen una significacidon estadistica (valores de p <0,05). Finalmente, cuando se
aplica GLM al modelo 3, los parametros que muestran significacion estadistica son
principalmente los que fueron significativos en los modelos anteriores: Tay, G,
AUCn3, AUCn4, APng, AUCns y Dvs.. Curiosamente, algunos de estos parametros
coinciden con los ya identificados a través del analisis estadistico simple que se

muestra en la Tabla 4.2.
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Modelo Parimetros

MODELO 1

MODELO 2

MODELO 3

z-value Pr(>|z|)

Tay -5.14 0.00000
Gy -6.38 0.00000
AUC;z -1.18 0.23689
APz 0.931 0.35192
AUCq3 -2.59 0.00949
AP 0.975 0.32937
AUCns 1.38 0.16735
APy -1.28 0.20197
AUCns 1.36 0.17247
APys 1.46 0.14450
Dvz 1.29 0.19585
Dva -2.14 0.03265
Dvy -1.22 0.22283
Dvs -1.96 0.04993
| Tav -4.63007 0.00000
Gy -6.30023 0.00000
AUC,z -1.45263 0.14633
APy 1.68493 0.09200
AUCna -2.84924 0.00438
APy 105694 0.29054
AUC4 2.80208 0.00508
APy -2.36746 0.01791
AUC,s 2.15199 0.03140
APys -1.31683 0.18789
Dvz -1.65683 0.09755
Dvs -0.70715 0.47947
Dvs -2.26054 0.02379
Dvs 0.04718 0.96237

Tabla 4.13: Resumen de la aplicacién de GLM (Binomial Generalized Model with Logistic

Regression) a los 3 diferentes modelos.
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Debido a que los tres modelos (1-3) tienen un rendimiento aparentemente
diferente, debemos establecer cual de ellos se debe emplear finalmente. Las
pruebas de equivalencia del modelo basadas en la relacion de probabilidad (Tabla
4.14 y 4.15) muestran que el modelo 1 es estadisticamente equivalente al modelo

completo. Ademas, los criterios de informacion de Bayesian y Akaike confirman

que el modelo 1 y el modelo 3 son bastante similares en términos estadisticos.

Modelo2 Modelo 3
Degrees of Freedom

Residual Degrees of Freedom

Residual Deviance

Deviance -8.9 -123
Pr(>x?) 0.06269 0.00000 NA

Tabla 4.14. Comparacién de modelos basada en la relacién de probabilidad.

Modelo1l Modelo2 Modelo 3

Tabla 4.15. Comparacién de modelos basada en los criterios de informacién de Akaike y

Bayesianos.

Si comparamos el desempefio de los tres modelos para predecir el cancer de
pulmén para los individuos dentro de los grupos de HC y LCP, como se muestra en
la Tabla 4.16, el modelo 3 se desempefia mejor que cualquiera de los otros dos
modelos en tasa de éxito, sensibilidad y especificidad (Tabla 4.16). Los falsos

negativos son pacientes con cancer de pulmén con puntuaciones de PS
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pronosticadas superiores a 0,5, mientras que los falsos positivos son individuos
sanos con puntuaciones de PS (Probabilidad de Sano) pronosticadas menores de
0,5. La sensibilidad y la especificidad se definen como las tasas positivas
verdaderas y negativas verdaderas considerando como referencia el grupo LCP y el
grupo HC, respectivamente. El valor de la proporcion de probabilidades de los

modelos 1,2y 3 es 54, 5y 104, respectivamente.

Las predicciones para construir la tabla anterior se hicieron para los mismos
individuos que se utilizaron para ajustar el modelo. Con el fin de reducir cualquier
posible sesgo, se realiz6 un estudio de no recurrir (LOO) para obtener una idea
mas realista del rendimiento de los modelos propuestos (Tabla 4.16). En esta
prueba, con el fin de predecir la probabilidad de salud / enfermedad para un
individuo, ajustamos el modelo con todos los datos, pero solo ese caso especifico;
luego, esta prueba produce tantos conjuntos de parametros ajustados como el

tamafio del conjunto de datos (numero de individuos de HC y LCP).

Success Sensibilidad Especificidad
MODELOS .
rate

Modelo 1
Modelo 2
Modelo 3

TESTDE  Success Sensibilidad Especificidad
LOO rate

Modelo 1
Modelo 2
Modelo 3

Tabla 4.16: Comparacién de modelos basada en la capacidad de clasificar sujetos (por los modelos
de estudio y por el test de LOO de correccién).
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Como se requiere un conjunto fijo de parametros para definir el modelo completo,
a partir de ahora consideraremos el modelo 3 basado en el conjunto completo de
parametros derivados de TLB para calcular un valor que indique la probabilidad
de sano (PS), es decir, de que una persona esté sana o sufra de cancer de pulmoén
dado el termograma TLB. Se debe enfatizar que esta probabilidad, como
herramienta de diagnostico, debe entenderse como un indice de evaluacidn:
cuanto mas bajo sea el indicador de PS (mas cercana a 0) para un individuo, mayor
sera la probabilidad de que él / ella sufra de cancer de pulmdn; cuanto mayor sea
el indicador de PS (mas cercana a 1) para un individuo, mayor sera la probabilidad
de que el individuo esté sano. Es importante enfatizar que el indicador PS no es la
probabilidad de estar sano o de padecer cancer de pulmén, sino la probabilidad
asociada a un termograma TLB de suero de proteina alterada / alterada; un cancer
de pulmén podria inducir o causar un termograma de TLB alterado. Esa
correlacion entre la condicion del cancer de pulmén y el termograma de TLB
alterado constituye la base sobre que soporta el buen desempefio de nuestro

modelo al clasificar y discriminar los grupos de HC y LCP.

Esta claro que el modelo completo (modelo 3) es el mejor, logrando casi el 92% de
los éxitos en la clasificacidn correcta de los individuos, el 10% de falsos positivos
(es decir, clasificar como enfermo como un sujeto sano) y el 8% de falsos negativos
(es decir, , clasificando como sano un sujeto enfermo). A pesar de que no todos los
parametros derivados de TLB parecen ser estadisticamente significativos con
respecto a la capacidad de clasificar a los individuos, decidimos mantener todos los

parametros en el modelo.

La Figura 4.23 muestra la distribucion del valor indicador de PS calculada con el
modelo 3 utilizando GLM. Hay una marcada diferencia en la distribucion de la
puntuacion de PS para los grupos de HC y LCP: en HC, PS media es Q2 = 0.88 (Q1 =
0.7, Q3 = 0.94), mientras que en LCP PS mediana es Q2 = 0.05 (Q1 = 0.01, Q3 =
0.18). Esto proporciona una evaluacién visual de la calidad y el rendimiento del
poder discriminante de PS y la fuerte correlacion entre el indicador PS (capacidad
para identificar el termograma de TLB sérico no alterado / alterado) y la ausencia

/ presencia de cancer de pulmon.
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Figura 4.23. Distribucién del indicador PS en individuos sanos (grupo HC) y pacientes con cancer de
pulmén (grupo LCP). La linea de puntos gris indica el umbral (PS = 0.5) para clasificar a un sujeto
como que tiene un termograma de TLB de proteoma sérico inalterado (PS> 0.5) o alterado (PS

<0.5).

El objetivo de las siguientes secciones es explorar las propiedades del indicador PS
(probabilidad de tener un termograma TLB inalterado / alterado, que se relaciona
con estar sano o padecer cancer de pulmon) a través de un analisis detallado del
indicador PS aplicada a HC y Grupos de LCP. Estudiamos los valores del indicador
PS segun la informacién disponible para los individuos, ya sea en su historia clinica
o condicion, tanto en los grupos de individuos de HC como de LCP. Por lo tanto,
buscamos averiguar si hay alguna correlacion entre el indicador PS y cualquiera de
los parametros de la historia clinica y personal (sexo, edad, diagnostico, etapa,
tratamiento, respuesta, supervivencia, fumador y la cantidad de paquetes de

cigarrillos por afio) .
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4.2.5 Indicador PS en sujetos sanos (grupo HC)

Para estudiar el comportamiento del indicador PS propuesto, y teniendo en cuenta
su asimetria para los grupos de HC y LCP, hemos desarrollado un pequefio analisis
descriptivo utilizando cuartiles y la prueba de Kruskal-Wallis basada en rangos
para abordar si la distribucion por grupos es o no lo mismo o no. Puede verse
(tablas 4.17 y 4.18) no hay diferencias significativas en la distribucién del
indicador PS en el grupo de HC segun el género y la edad de los individuos (valor
de p> 0.05; tabla 4.17). Por lo tanto, en individuos sanos, la probabilidad de tener
un termograma TLB normal / alterado no depende del sexo ni de la edad. Al
observar el comportamiento de la clasificacion establecida por el indicador PS (es
decir, si el valor PS> umbral = 0.5 o no), algunos sujetos (5) se clasifican como que
tienen un termograma TLB alterado (falsos positivos), pero son mas antiguos que

40, y de hecho cuatro de ellos tienen mas de 50 afios (Tabla 4.18).
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Figura 4.24. Distribucion del indicador de probabilidad (PS) de sano (grupo HC, negro) y pacientes
con cancer de pulmén (grupo LCP, rojo) segun el sexo (A) y la edad (B). Los diagramas de diagrama
de caja indican Q1, Q2 y Q3, junto con el valor promedio (cuadrado). El niimero debajo de cada
cuadro es el nimero de sujetos dentro de cada subgrupo. El valor p (prueba de Kruskal-Wallis)
indica que no hay una diferencia estadisticamente significativa entre las subcategorias (género y

edad) dentro de los grupos HC y LCP (p> 0.05).
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4.2.6 Indicador PS en pacientes con cancer de pulmoén (LCP)

Esta claro que el indicador PS para aquellos individuos con cancer de pulmén
(grupo LCP) es dramaticamente mas pequefia que PS para sujetos sanos (grupo
HC), lo que indica un termograma TLB alterado (Tabla 4.17). Como ocurrio en el
grupo de HC, no hay diferencias significativas en PS segun el sexo o la edad (valor
de p> 0.05; tabla 4.17). Sin embargo, al observar el comportamiento de la
clasificacion establecida por el indicador PS (es decir, si PS> umbral = 0.5 o no),
algunos sujetos (11) se clasificaron como que tenian un termograma TLB sin

alterar (falsos negativos), y la mayoria son mayores de 50 afios (tabla 4.18).
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Figura 4.25: Distribucidn del incidador de probabilidad (PS) en individuos sanos (grupo HC, negro)

y pacientes con cancer de pulmoén (grupo LCP, rojo) segin el diagnéstico (A) (AC: adenocarcinoma,
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SC: cancer de pulmoén de células escamosas, SCLC: pulmoén de células pequefias cancer, NSCLC: otro
cancer de pulmén de células no pequefias), (B) etapa, (C) tratamiento (ACT: quimioterapia
adyuvante, NACT: quimioterapia neoadyuvante, PCT: quimioterapia paliativa, RCT:
radioquimioterapia) y (D) respuesta (DE: enfermedad estable, D: muerte, P: progresiéon, CR:
respuesta completa, PR: respuesta parcial). Los diagramas de diagrama de caja indican Q1, Q2 y Q3,
junto con el valor promedio (cuadrado). El nimero debajo de cada cuadro es el nimero de sujetos
dentro de cada subgrupo. El valor p (prueba de Kruskal-Wallis) indica que no hay una diferencia
estadisticamente significativa entre las subcategorias (diagnostico, estadio, tratamiento y

respuesta) dentro de los grupos HC y LCP (p> 0.05).

Género [N} Q: Qs p-value N Qi Q: Qs p-value
slonloy= 45 0.7649 08776 09380 0.4542S 95 0.0075 0.0450 0.1681 0.6620

40 0.6448 08722 0.9515 19 0.0101 0.0457 0.2632

Controles Sanos Pacientes Cancer de Pulmoén

m N Q Q Qs pvalte N Q Q Qs p-value
<40 34 07022 08699 09343 0
ﬁ 17 07706 0.8692 0.9062 10 0.0120 0.0443 0.0879
17 06528 08707 0.9035 22 00090 0.1574 04478
0.8498 0.2133
A0 17 05411 0.8883 09713 54 00114 00423 0.1564
0 28  0.0003 0.0309 0.1375

Tabla 4.17. Indicador PS vs género y edad
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Género PS>0.5 PS<0.5 p-Value

Verdaderos Falsos

Negativos Positivos

43(96%) 2 (4%)
35(88%) 5 (12%)

0] 559 ] Hombre

Sanos Mujer

Género PS>0.5 PS<0.5 p-Value
Falsos Verdaderos
Negativos Positivos

87 (92%)

16 (84%)

L0911 | Hombre 8 (8%)

cancerde  BUUI[:y 3 (16%) 0.2394

pulmon

PS> 0.5 PS < 0.5 p-Values
Verdaderos Falsos

Negativos Positivos

32 (94%) 2 (6%)
40-50 17 (100%) 0 (0%) )
Sanos 0.3894
50-60 14 (82%) 3 (18%)
15 (88%) 2 (2%)

PS> 0.5 PS<0.5

Controles

Falsos Verdaderos
Negativos Positivos

1(10%) 9 (90%)
50-60 5(23%) 17 (77%)
cancer de 0.04748
60-70 5(9%) 49 (91%)

>70 0 28 (100%)

Pacientes

pulmon

Tabla 4.18. Tablas de contingencia por género y edad (umbral del indicador PS = 0,5)
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Una vez que se ha establecido que el indicador PS no se ve afectado
significativamente por el género y la edad (a pesar de una influencia leve y por lo
demas razonable y esperada de la edad del sujeto), el siguiente paso es explorar si
el indicador PS proporciona informacién sobre la etapa y condiciones particulares
del cancer que sufre un individuo del grupo LCP (es decir, si muestra alguna

correlacion con la informacion de la historia clinica).

PACIENTES CON CANCER DE PULMON

DIAGNOSTICO N Q1 (03 Qs

Adenocarcinoma 0.0672 0.2046
Escamoso ‘ 0.0301  0.0899
SCLC 0.0324 0.1739
Otros NSCLC ‘ 0.0823  0.3456

ESTADIO

IV
TRATAMIENTO

QT adyuvante

QT neoadyuvante

QT paliativa

QT-RT
RESPUESTA

E.Estable
Fallecimiento
Progresion

R. Completa
R. Parcial

Tabla 4.19. Indicador PS vs informacién de historia clinica. Notas: QT= Quimioterapia, QT-RT=

Quimio-Radioterapia, E= Enfermedad, R= Respuesta.
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No existe una relacion estadisticamente significativa entre el indicador PS de la EP
y el diagnostico, el estadio del tumor, el tratamiento y la respuesta clinica (p> 0,05)
(Tabla 4.19). Sin embargo, los tumores diagnosticados como microciticos
escamosos 0 SCLC muestran puntuaciones de PS muy pequefias en comparacion
con el adenocarcinoma u otros tumores de CPNM pleomdrficos (Tabla 4.19). Solo
unos pocos sujetos (11) se clasificaron como que tenian un termograma TLB sin
alterar (falsos negativos), y corresponden principalmente a adenocarcinoma (8) y

estadios III (3) y IV (IV).

Diagnéstico PS> 0.5 PS<0.5

Falsos Verdaderos
Negativos Positivos

7 (16%) 36 (84%)
21 ¢o ¢ ) Escamoso 2 (6%) 30 (93%)
Pulmoén SCLC 1 (3%) 34 (97%)
Otros NSCLC 1(25%) 3(75%)

Pacientes Adenocarcinoma

Estadio PS> 0.5 PS<0.5
Falsos Verdaderos
Negativos Positivos
Pacientes 0 (0%) 6 (100%)
Cancer de Qi 2 (7%) 28 (93%)
Pulmon IV 9 (12%) 69 (88%)

Tabla 4.20. Tabla de contingencia para la informacién de la historia clinica (umbral del indicador PS

=0.5)
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5. DISCUSION
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5. DISCUSION

El melanoma maligno presenta diferentes incidencias dependiendo de la zona en la
que se estudie, pero en general la incidencia de melanoma ha aumentado en los
ultimos afios, principalmente en paises con alta exposicién solar, aunque su
mortalidad ha disminuido gracias a un auge reciente del desarrollo de nuevos
tratamientos, principalmente con el nacimiento de la inmunoterapia y las terapias

dirigidas (23).

Por otro lado, el cancer de pulmdn permanece, segtin los datos del 2018 del Global
Cancer observatory, como el tumor con mayor incidencia y mortalidad en hombres,
y segundo en mujeres, en todo el mundo (23). Esto supone un total de 2 millones

de nuevos casos y 1,7 millones de fallecimientos en ese afio.

Este tipo de tumor se ha convertido en un problema de salud publica mundial para
el que se deben aunar mayores esfuerzos que permitan su correcto diagnostico y

desarrollo de tratamientos especificos de forma que puedan mejorar esas cifras.

Para mejorar el prondstico de ambos tipos de cancer, es importante un diagnostico
temprano y correcto de la enfermedad, asi como una monitorizacion mas precisa y
menos invasiva. En este aspecto, en los ultimos afios se estan realizando grandes
esfuerzos para desarrollar la tecnologia basada en la biopsia liquida, dado que
ocasiona pocas molestias para el paciente y permite realizar el seguimiento de la

patologia tumoral en intervalos de tiempo mas cortos.

Esta técnica no esta exenta de limitaciones a dia de hoy, por lo que es necesario
continuar con su desarrollo para poder asegurar una fiabilidad y seguridad
adecuada de forma que su aplicacion en la practica clinica pueda realizarse de

manera eficiente y a coste bajo.
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En nuestro estudio, tratamos de desarrollar un nuevo tipo de biopsia liquida que
se ha perfeccionado en los ultimos afios y que se basa en una técnica novedosa en
medicina, la calorimetria diferencial de barrido (DSC). Esta técnica consiste en un
analisis de una muestra se suero o plasma y se obtiene un termograma especifico
muy conservado en el caso de individuos sanos y que se encuentra alterado en los

pacientes con enfermedad tumoral (54).
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La utilidad de los termogramas obtenidos de muestras de suero plasmatico de
pacientes con carcinoma gastrico ha sido demostrada por nuestro grupo con
anterioridad (67). Las curvas analizadas resultaron ser caracteristicas y
permitieron no sélo diferenciar entre controles sanos y enfermos, sino que ademas
fue posible diferenciar entre estadios tumorales. Sin embargo, se trata de un
estudio con una muestra pequefia, por lo que se valoré continuar dentro de esta

misma linea pero con mayor potencia estadistica.

En esta tesis doctoral, se han estudiado dos tipos de patologias tumorales
continuando con este trabajo previo y los resultados obtenidos aplicados a cancer
de pulmén y a melanoma, que han permitido a nuestro grupo acufiar el término de
biopsia liquida térmica (TLB) cuyo nombre aparece por primera vez publicado en
el articulo fruto de este trabajo y por tanto ha sido acufiado por el grupo de

investigacion de esta tesis.
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La metodologia utilizada para ambos trabajos se basa en la deconvolucion del
termograma de suero en transiciones individuales inducidas por temperatura. A
partir de esa deconvolucidén se definié6 un conjunto de parametros primarios
derivados de termogramas (Tay, G1, Aj, Ti y wi) que se emplearon para calcular un

segundo conjunto de parametros secundarios o finales (AUCyi y APxj).
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En el caso del melanoma, fruto de una colaboracion con el grupo de la Dra. Nichola
C. Garbett del James Graham Brown Cancer Center, en la Universidad de Louisville,
los parametros primarios y secundarios obtenidos a través de este analisis
multiparamétrico, se han combinado de forma que es posible cuantificar las
diferencias entre los termogramas de controles y pacientes con melanoma,
durante el seguimiento de su tratamiento. Este trabajo muestra que la utilizacion
de la DSC es de aplicacion, no sdlo en diagnostico, sino también en la

monitorizacion de pacientes oncoldgicos

Debido al aumento del coste de la atencion médica y la efectividad limitada debido
a las caracteristicas intrinsecas de los métodos de seguimiento para los pacientes
con melanoma en estadio temprano, existe la necesidad de nuevos métodos de

seguimiento para estos pacientes que sean mas baratos, rapidos y de bajo riesgo
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para llenar el vacio que las evaluaciones clinicas y las imagenes de diagnostico no

pueden lograr.

El propdsito de este estudio fue doble: aplicar nuestro so6lido analisis
multiparamétrico a un subconjunto de pacientes con melanoma y comparar los
valores de termogramas posteriores con los datos clinicos a lo largo del tiempo
para evaluar la utilidad de la metodologia aplicada en el seguimiento de pacientes.
A diferencia de lo publicado hasta ahora, donde la mayoria son estudios de
determinacion de termogramas en diferentes tumores, pero no se ha estudiado
hasta ahora las posibles utilidades que se pueden ofrecer en el seguimiento de

estos pacientes.

Para probar la correlacion del andlisis de DSC en cada tiempo en el que se han
realizado controles con los datos clinicos en ese momento, se compararon los d
valor (valores promedio de la distancia entre el valor control y el valor de un
sujeto enfermo) obtenidos para cada paciente durante su tratamiento de
melanoma. Cada muestra tenia wuna designacién clinica asociada al
radiodiagndstico como: No evidencia de enfermedad (NED), enfermedad activa y
recurrencia. Estas muestras se utilizaron para validar el estado de la enfermedad.
Al comparar estos estados de la enfermedad con los d-valor, encontramos que los
resultados de nuestro termograma tenian una buena correlacion con la evaluacion
clinica, e incluso en algunos pacientes la recidiva se detect6 de forma mas
temprana, antes incluso de que la enfermedad fuese detectada mediante
evaluacion clinica (pacientes 6 y 7). Para ambos pacientes, s6lo se realizaron
visitas médicas (es decir, no se realizaron pruebas radioldgicas o biopsias) o no se
realizaron evaluaciones antes de encontrar una recurrencia mediante
termogramas. Esto sugeriria que la DSC tiene una gran utilidad para la deteccién
temprana de la recurrencia y podria ser mas fiable que la evaluacién clinica como
prueba de diagnéstico. Si bien se encontraron algunos falsos positivos, éstos se
asociaron principalmente con muestras iniciales después de la reseccion
quirurgica, donde el estado metabdlico del plasma aun puede reflejar la presencia

de enfermedad residual.
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Es importante sefialar que en todos los casos estudiados en este trabajo, no se
obtuvieron falsos negativos mediante termogramas DSC, tomando como referencia
la valoracién clinica (radiolégica o no radiolégica). Por lo tanto, una mayor
sensibilidad y un umbral mas bajo en DSC podrian permitir detectar antes la
metastasis y la recurrencia en los pacientes. Para la mayoria de los casos, existe

una correlacion entre la evaluacidn clinica y el analisis DSC multiparamétrico.

Aunque este es un estudio pequeio y limitado (n = 10, con un total de 63 muestras
analizadas), los resultados son prometedores y respaldan el trabajo futuro que
involucra un conjunto de muestras mas grande para determinar la sensibilidad y
especificidad de los termogramas DSC para la deteccion de recurrencias en el

contexto del melanoma.

Por otro lado, observamos que hay algunos pacientes con d-valor altos en las
visitas tempranas al de seguimiento. En algunos casos, el d-valor alto puede
deberse a una determinacién temprana de DSC después de la cirugia en la que el
estado metabodlico plasmatico alterado no ha regresado a un estado saludable.
Pero, aun asi, esto podria ser una indicacién del estado inicial del paciente después
de la cirugia, y esto puede tomarse como una referencia personalizada para el
seguimiento posterior. Por lo tanto, queda trabajo futuro para aplicar nuestro
procedimiento a un grupo mas grande de pacientes con melanoma e investigar el

estado del plasma en las primeras visitas después de la reseccion quirdrgica.

Este estudio sirve como demostracion inicial de que la calorimetria presenta una
gran ventaja como enfoque de monitorizacién o seguimiento de pacientes. El
termograma de un paciente en un momento determinado se puede comparar con
algunos indices o parametros de un grupo de control, para detectar diferencias
significativas. Ademas, al realizar termogramas cercanos en el tiempo es posible
elaborar un procedimiento de seguimiento personalizado en base a la historia del
paciente, tomando sus propios valores de control de referencia, sin necesidad de
incluir controles externos, con el fin de detectar alteraciones en el suero del

paciente.
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De las tablas de contingencia obtenidas de nuestros pacientes se puede observar
que no existen casos en los que los termogramas DSC den un falso negativo, es
decir, un resultado negativo cuando la valoracién clinica radioldgica indica la
existencia de un tumor. Por lo tanto, los termogramas DSC detectan todos los
tumores que se han detectado mediante el diagnostico por imagen. Ademas, existe
una concordancia de aproximadamente un 80% entre ambos tipos de pruebas:
evaluaciones clinicas y termogramas DSC. Las tnicas discrepancias corresponden a
las recurrencias del melanoma observadas por termogramas DSC, que pueden

reafirmarse o rechazarse en analisis posteriores.

El trabajo realizado con pacientes con melanoma representa una prueba de
principio para implementar la biopsia liquida térmica (analisis de termograma DSC
de muestras de suero) como un enfoque valioso para una evaluacidon diagndstica
personalizada de pacientes con melanoma. Esta metodologia permitiria a los
meédicos un protocolo de seguimiento mas cercano y personalizado para ayudar a

evaluar el estado de salud del paciente y facilitar el proceso de toma de decisiones.

Con estos datos obtenidos en nuestro estudio, nos permiten idear una nueva
opcion de control y seguimiento en estos pacientes ya que la combinacion de los
datos obtenidos con el andlisis multiparamétrico permite obtener un tnico d-valor
que pueden compararse directamente con los d-valor de la referencia que se usa
como control. Esta técnica combinada se puede ejecutar de manera combinada con
los métodos de diagndstico por imagen actuales, de forma que se realicen de forma
rutinaria segun lo prescrito actualmente (p. Ej., 2 a 4 veces al afio) mientras se
realizan los termogramas DSC de forma mas frecuentes (mensual o bimensual).
Las ventajas principales de la biopsia liquida térmica son: reducir el intervalo de
tiempo de monitorizacion sin un aumento significativo en el coste econémico o el
riesgo para el paciente y proporcionar al mismo tiempo un valor diagndstico

informando del estado de enfermedad actual del paciente.

Por otro lado, en nuestro trabajo con pacientes con cancer de pulmén nos hemos
basado en los datos ya estudiados y publicados por el grupo pero desarrollando un

modelo de prediccion con herramientas estadisticas que permita clasificar a los
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sujetos de acuerdo con un indice predictivo, siendo la medida de probabilidad de
tener un termograma de suero sano/alterado, que se espera se relacione con la
presencia de cancer.

A diferencia de otros estudios donde se centran en la descripcion de la
determinacion del DSC en esos tumores, como son en cancer de ovario, cérvix o
glioblastoma (56,66,230) nuestro estudio tiene un tamafio muestral mayor y
ademas se ha centrado no solo en caracterizar los termogramas resultantes de
nuestra muestra, sino que también se ha realizado la comparacién con
termogramas de sujetos sanos y ademas hemos desarrollado unos modelos

estadisticos diagndsticos para poder llevarlo a la practica clinica.

Nos basamos en el antecedente del estudio desarrollado en cancer gastrico, donde
se muestra la DSC como una técnica adecuada para detectar diferencias de
proteoma/interactoma (proteinas presentes en plasma y sus interacciones) en el
plasma sanguineo de pacientes sanos frente a pacientes con cancer gastrico,
ofreciendo asi una posible técnica rapida, no invasiva y de bajo coste para el

diagnostico y estatificacion de pacientes con esta patologia

En este estudio se aprecia claramente como los termogramas de los pacientes
sanos eran diferentes de aquellos correspondientes a los pacientes con cancer
gastrico, relacionando asi las diferentes interacciones entre las proteinas y sus
metabolitos que se pueden producir en un paciente con ciertas patologias.
Observado esto se intento ofrecer un modelo fenomenolédgico para descomponer el
termograma (una curva) en transiciones individuales (varias curvas dentro de
ella), cada una de ellas caracterizadas por tres parametros (altura, centro y

anchura).

Con estos datos se podia observar como la relacidon entre diferentes parametros
estudiados podrian establecer unas diferencias sobre los termogramas y por tanto,
definir grupos de pacientes pertenecientes a diferentes categorias (pacientes sanos
y los diferentes estadios tumorales cada uno agrupado entre si). La deconvolucion
de estos termogramas en componentes individuales permitia asi una inspeccién

rapida a los diferentes componentes dados en 2 termogramas diferentes.
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Sin embargo, este estudio con cancer de estdbmago se basa en la medicion de las
diferencias observadas y la agrupacion en diferentes categorias dependiendo de
los resultados obtenidos en el termograma. Con nuestro estudio de cancer de
pulmén queremos ir mas alla, creando un modelo predictivo multiparamétrico que
nos permita distinguir entre pacientes sanos y pacientes enfermos a través de un
unico parametro que englobe toda la informacion para que ayude al facultativo en

la toma de decisiones.

Otro antecedente importante en nuestro trabajo es el desarrollado por el grupo de
la Dra. Karolina Kedra (68) en el que estudiaron pacientes con cancer de pulmoén
(11 pacientes con 5 de grupo control) que habian recibido tratamiento
quimioterapico y estudiaban las diferencias entre los diferentes grupos, asi como
la evolucion de los termogramas segun la respuesta al tratamiento, apreciando
como las curvas se iban acercando a la normalidad en caso de respuesta, pero con

la limitacién de que cuanta con un nimero muy pequefio de pacientes.

Asi pues, se construyd un modelo utilizando individuos sanos y pacientes con
cancer de pulmén, con el objetivo final de aplicar el indicador predictivo en la
practica clinica para estimar la probabilidad de padecer cancer de pulmon,
siempre que haya una fuerte correlacion entre el termograma de TLB sérico
alterado y la presencia de cancer de pulmon. Por lo tanto, se emplearon dos grupos
de sujetos como grupo control (85 individuos sanos, HC) y grupo enfermo (114

pacientes con cancer de pulmoén, LCP).

Un andlisis preliminar inicial de la distribucion estadistica de los 14 parametros
individuales derivados de TLB (Tav, G1, AUCyi, APy, Dyvi) basado en los tres cuartiles
Q1-3 sugiri6 que Gi, AUCn3, APn3, AUCys, Dvz, Dvz y Dvs fueron notoriamente
diferentes entre los grupos de HC y LCP. Un paso adelante consisti6 en realizar un
analisis ROC a partir del cual Gi, AUCs3, APy3, AUChs y Dvs emergieron como
parametros estadisticamente relevantes. El hecho de que estos dos subgrupos sélo
compartan algunos elementos indica que los enfoques analiticos simples sdlo

proporcionaran una descripcion limitada de las diferencias entre los termogramas
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de TLB, y es una indicacidn de los posibles detalles ocultos y sutiles dentro de los

termogramas.

Desde el punto de vista estadistico, existe una variedad de técnicas diferentes que
se pueden usar para predecir el resultado de una variable aleatoria binaria. De
hecho, la mayoria de ellos no solo son tutiles para hacer predicciones, sino que
también ofrecen una forma de obtener una probabilidad o un tipo de indice para
discriminar entre las dos opciones. Una buena descripcion general de estas
técnicas y su uso se puede encontrar en bibliografia. Si bien las caracteristicas
principales y la motivacion de estas técnicas son bastante diferentes, en principio
todas son validas para nuestro objetivo: obtener un indice predictivo para
clasificar a los individuos segun sus termogramas de TLB que se correlacionan con

la ausencia/presencia de cancer de pulmon.

Se comparo6 el rendimiento de cuatro herramientas de construccion de modelos
(GLM, LDA, SVM y NBC) considerando tres conjuntos de parametros: modelo 1
basado en Tay, G1, AUCyui, APni; modelo 2 basado en Dvi; y modelo 3 basado en el
conjunto completo de 14 parametros. GLM supero a las otras tres herramientas al
usar estos tres conjuntos de parametros. Por lo tanto, se seleccion6 GLM para
construir un indice de probabilidad (PS) a partir de parametros derivados de TLB
porque permite construir y comparar el ajuste de diferentes modelos en funcién de
sus parametros y podria ser posible medir la importancia relativa de los
parametros derivados de TLB para clasificar personas enfermas/sanas. Este PS
tiene unos valores que van de 0 a 1, segun sea perfil de enfermo o sano,
respectivamente. Es importante tener en cuenta que el objetivo final es doble: 1)
realizar una clasificacion adecuada de individuos sanos y enfermos con TLB; y 2)
proporcionar un indice cuantitativo que puede interpretarse como la probabilidad
de que una persona se encuentre en una condicién de cancer de pulmoén o de
buena salud segun TLB. Por lo tanto, las técnicas ROC no seran de interés y la
comparacion de modelos no serd la mas adecuada para este objetivo mas alla del

rendimiento en términos de clasificacion.
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La aplicacién de GLM revel6 diferentes subconjuntos de parametros derivados de
TLB estadisticamente relevantes (p <0.05) para discriminar entre los grupos de HC
y LCP segun los modelos multiparamétricos: Tay, G1 y AUCn3 para el modelo 1, Dvzy
Dvs para el modelo 2 y Tav, G1, AUCu3, AUCn4, APn4, AUCys y Dvs para el modelo 3.
Curiosamente, este subconjunto de parametros relevantes de TLB coincide
parcialmente con aquellos subconjuntos identificados con el andlisis preliminar

inicial.

Aunque con escasa diferencia en comparacion con el modelo 1, el modelo 3 ofrece
el mejor rendimiento al usar GLM. El puntaje de PS obtenido con GLM y el modelo
3 da como resultado una tasa de éxito del 91% en la clasificaciéon adecuada de los
sujetos en personas sanas y enfermas con cancer de pulmon, sensibilidad del 90%
(tasa del 10% de falsos positivos) y especificidad del 92% (tasa del 8% de falsos
negativos), lo que llevaria a una odds ratio de diagnéstico de a una de 104., lo que
supone una fuerte relacion de los resultados obtenidos con la concordancia de

estado sano/enfermo del sujeto.

Estos indices apoyan una fuerte correlacion entre el indicador PS y la
ausencia/presencia de cancer de pulmoén. De hecho, existe una diferencia
intergrupal pronunciada en la distribucion del indicador PS para los grupos de HC
y LCP: en HC, el indice PS medio es de 0,88, mientras que en la de LCP el indice PS
medio es de 0,05.
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Un buen indicador predictivo para la practica clinica no debe tener ningin sesgo
con respecto a ningun factor que no esté directamente relacionado con la
enfermedad a la que se dirige. Por lo tanto, en nuestro caso, el indice PS no debe
mostrar diferencias en su distribucion segtn el sexo y la edad dentro del grupo HC.
Sin embargo, en el grupo LCP, podria haber cierta influencia del género o la edad
en la distribucion del indice PS si el cancer de pulmén exhibiera caracteristicas
diferenciales especificas segun el género y la edad. De acuerdo con los resultados,
no hay influencia del género ni de la edad en el indice PS en los grupos de HC y

LCP.

Con respecto a los pacientes con cancer de pulmon, seria razonable suponer que el
género no deberia tener ninguna influencia en la enfermedad, pero podria existir
una correlacion entre el PS y la edad, ya que es bien sabido que la edad es un factor
de riesgo importante para la enfermedad en estudio (cancer). Sin embargo, el
grupo de LCP esta formado por sujetos que ya padecen cancer de pulmén y, por lo
tanto, todos los individuos de LCP ya muestran valores de PS pequefos. Con el fin
de observar una cierta correlacidon entre el indicador de PS y la edad, debemos

considerar un conjunto mas general de sujetos (es decir, con una clasificacion a
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priori desconocida con respecto a la presencia de cancer de pulmén); luego, el
puntaje de PS debe mostrar una leve tendencia decreciente a medida que aumenta
la edad, ya que la reduccion depende de la incidencia de cancer en los diferentes

rangos de edad.

Por otro lado, podria ser razonable esperar que los datos clinicos de los pacientes
(diagnostico, estadio del tumor, tratamiento y respuesta) puedan tener cierta
influencia en la distribucién del indice de la PS. De acuerdo con los resultados, la
distribucién del indicador PS no muestra dependencia en el tipo de tumor
(diagnostico) ni en el estadio del tumor. Muy interesante, aunque el tipo de tumor
(diagnostico) no influye en la distribucion del valor PS, es que PS muestra valores
significativamente diferentes para el adenocarcinoma y otros tumores de CPNM
pleomorficos (valores medianos de 0.0672 y 0.0823), en comparaciéon con los
tumores escamosos y SCLC (valores medianos de 0.0310 y 0.0324). Seria
interesante averiguar si el primer tipo de tumores indujo alteraciones mayores en
las proteinas o metabolitos del suero (por ejemplo, aumento de la secrecién de
metabolitos o exosomas), en comparacion con el ultimo tipo de tumores. Ademas,
ademas de otros canceres de pulmon NSCLC, para los cuales solo hay 4 casos en
este estudio, el cancer de pulmén adenocarcinoma presenta la tasa mas alta de
falsos negativos (16%), y este es el tipo de cancer de pulmoén con mejor pronostico.
Escamoso y SCLC, siendo éste un tipo de cancer de pulmén muy agresivo,
muestran tasas falsas negativas muy bajas (6% y 3%, respectivamente) lo que

resulta interesante, para asi no perder diagnosticos en tumores tan agresivos.

Aunque inicialmente otro de los objetivos del estudio fue analizar la influencia del
tratamiento aplicado al paciente, la respuesta al mismo finalmente no se analiz6
por varias razones: 1) al contrario del diagndstico (tipo de tumor y estadio) que
depende de la fisiologia y la historia natural del tumor, el tratamiento aplicado
depende de la decision del oncdlogo basada en multiples factores; 2) la respuesta
depende del tipo y el estadio del tumor, junto con el tratamiento seleccionado, y,
por lo tanto, estan involucrados muchos factores de interaccidn; y 3) la respuesta
del paciente al tratamiento se evalud solo 2-3 meses después de la primera

intervencion terapéutica, y podria ser posible que un intervalo de dos meses no
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sea suficiente para evaluar de manera confiable e inferir conclusiones valiosas y

precisas sobre la evolucion del paciente.

Con estos datos obtenidos, nuestro estudio ofrece un paso mas alla en el desarrollo
de esta técnica, aportandola como un nuevo tipo de biopsia liquida que no habia
sido planteada previamente en otros estudios de otros grupos, ain sabiendo que

es un trabajo con limitaciones, ya que se trata de un trabajo exploratorio inicial.

En lo que se refiere a las limitaciones de este estudio podemos observar que en el
caso del estudio de pacientes con melanoma, el pequefio tamafio muestral no
permite sacar conclusiones con alta potencia estadistica, si no que ofrece una idea
prometedora de los beneficios de esta técnica, requiriendo de un tamafo muestral

superior para una posible validacion.

En el estudio de cancer de pulmoén, observamos como limitacion la distribucion por
estadios de la muestra recogida, ya que, aunque la muestra es mayor y
estadisticamente potente, se aprecia como el mayor porcentaje de ellos se trata de
estadios avanzados (principalmente estadio IV), lo que hace que los cambios
fisioldgicos en estos pacientes sean mayores y por tanto se presupone menos dificil
de detectar. Ademas, de cara a una futura aplicacién en el diagndstico de estadios
tempranos, que es donde se ofrece mayor beneficio clinico ante el potencial
curativo de la enfermedad, se necesitarian estudios donde predomine este tipo de
estadios localizados para comprobar que la TLB ofrece los mismos valores de

sensibilidad y especificidad que los observados en este estudio.

Los controles sanos que han sido utilizados en este estudio corresponden a una
muestra de poblacion general, si bien no estan pareados con las caracteristicas de
la poblacién de estudio, ya que al tratarse de muestras obtenidas de un banco de
sangre solo conocemos la distribucién por edad y sexo (aunque si podemos
asegurar la ausencia de enfermedad neoplasica puesto que es un requisito para la

donacidn de sangre).
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Dado que esta técnica que hemos estudiado mide las alteraciones fisioldgicas que
se producen en la sangre en el contexto de una enfermedad neoplasica, un posible
factor de confusion, como ya se ha mencionado antes, es la existencia concomitante
de una enfermedad inflamatoria, lo que podria alterar el ambiente fisioldgico de la
muestra. En este estudio no hemos tenido en cuenta la posible existencia de estas
enfermedades o situaciones concomitantes, dado que en el momento del disefio del
estudio no estaba clara esta asociacion, si bien si se asegur6 que la toma de la
muestra se realizara separada de cualquier prueba diagnoéstica invasiva o siempre
previa al inicio del tratamiento quimioterapico para no verse influido por posibles

factores externos o derivados del tratamiento oncoespecifico.

Pese a que en un inicio se recogieron muestras de sangre en los pacientes a los 2-3
meses del diagnostico para valorar los cambios obtenidos tras el inicio de
tratamiento y la posible prediccion de respuesta mediante esta técnica en relacion
con la observada en las pruebas de imagen, finalmente no hemos realizado el
analisis dada la dificultad de las multiples variables de las que depende esta
observacion. No obstante, este apartado merece especial atencidn, puesto que
como hemos comprobado en el estudio de melanoma la TLB puede tener
resultados muy prometedores en la monitorizacion de los pacientes, por lo que se
podria valorar el disefio de un estudio con mayor control sobre las diferentes
variables que pueden jugar un papel importante en esta situacién y asi conocer los

beneficios de esta técnica tan prometedora en ese escenario.

Este estudio se realizé previo al desarrollo e implementacion de la inmunoterapia
como tratamiento standard en el cancer de pulmén, por lo que no valora las
posibles alteraciones que el sistema inmune pueda producir en el ambiente

fisioldgico.
No es una biopsia para obtencién de biomarcadores o material genético tumoral

circulante, lo que no puede ayudar en diagnodstico especifico, pero si que ofrece

resultados de alta probabilidad de padecer cancer de pulmon.
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En comparacion con los procedimientos tecnoldgicos actuales donde se requiere
de procedimientos invasivos o como en la biopsia liquida basada en células
tumorales circulantes y ADN que requieren de técnicas complejas y caras para
inferir informacion sobre las caracteristicas fisioldgicas de los tumores, las
ventajas de TLB son claras, tales como un manejo simple y rapido de la muestra:
una vez que se obtiene el suero de la muestra de sangre, se puede almacenar,
congelar y medir el TLB mediante una simple diluciéon en una solucion salina
tamponada con fosfato después de descongelarlo (cuando se almacena a 80 C,

quedan muestras después de varios ciclos de congelacion / descongelacion).

Otra de las ventajas que ofrece esta técnica es la medicion de alta sensibilidad: TLB
es capaz de detectar cambios en la composicion del suero (regulacién ascendente o
descendente de las principales proteinas séricas, presencia de metabolitos
relacionados con el tumor que interactian, modificacion postraduccional
relacionada con el tumor de las principales proteinas séricas) en las primeras
etapas de la enfermedad, incluso cuando las lesiones no son visibles mediante
técnicas de imagen. Esto puede suponer un alcance clinico amplio, ya que la TLB se
puede aplicar a diferentes tipos de canceres, puesto que el método de deteccion
analitica se basa en la observacion en tiempo real del estado metabdlico alterado
inducido por el tumor del suero de un sujeto dado en comparacién con el de
sujetos sanos (es decir, TLB no detecta ningin componente especifico relacionado

con el tumor).

Otra funcién que puede ofrecer este tipo de biopsia es el monitoreo cuasi en
tiempo real ya que la TLB evaluda el estado de salud actual del suero del proteoma,
en lugar de evaluacion del riesgo de sufrir cancer basado en biomarcadores

genéticos.

Con todos los datos obtenidos en nuestro estudio y aqui presentados, podriamos
considerar la idea de que TLB puede ser utilizado como herramienta de apoyo a la
hora de implementar un sistema de cribado en cancer de pulmén mediante la
selecciéon de grupos de riesgo, optimizando asi las pruebas a realizar, y, por tanto,

el coste-efectividad del sistema de cribado. Asociando esta técnica de TLB a la
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realizacion de TCBD puede ofrecer una potente herramienta diagndstica

minimamente invasiva, de bajo riesgo y de bajo coste.

LOCT Paclentes
disgrosticadas
Cancer pulmidn

92% Especificidad
90% Sensibilidad

La asociacion de esta TLB en los escenarios anteriormente mencionados
(programas de cribado, refuerzo del diagndstico o monitorizacion de pacientes)
requiere de estudios con mayor numero de sujetos y mayor potencia estadistica,
pero sin duda esta nueva técnica que estamos desarrollando en este estudio puede
suponer un avance en el diagndstico temprano, y por tanto una mejora en la
supervivencia de los pacientes. De ser asi, podria suponer un importante avance en
el estudio y manejo del cancer de pulmén con una técnica de bajo coste y

facilmente accesible.
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6. CONCLUSIONES
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6. CONCLUSIONES

* Se acufa el término Biopsia Liquida Térmica (TLB) para definir a la

calorimetria diferencial de barrido aplicada al analisis de suero o plasma.

* Los parametros TLB se encuentran alterados en pacientes con melanoma
comparados con los parametros de individuos sanos, en los que no se

aprecian alteraciones en los termogramas.

* Las alteraciones de parametros TLB para pacientes de melanoma se han
cuantificado mediante un Unico parametro (d-valor) que permite

interpretar rapidamente posibles alteraciones.

e Las alteraciones observadas en los termogramas TLB obtenidos en
pacientes en seguimiento con melanoma presentan buena correlaciéon con
la evaluacion clinica. Ademas, es posible detectar recidiva de forma mucho

mas temprana que mediante evaluacion clinica y/o radiologica.

* Los parametros TLB representan una descripcion personalizada de cada
paciente o individuo sano, basada en valores caracteristicos de cada sujeto

y su evolucion temporal.

* Existen diferencias significativas entre los valores de los parametros TLB

obtenidos en pacientes con cancer de pulmon e individuos sanos.

* Generalizando el d-valor definido en TLB para melanoma, se ha construido
un indicador de probabilidad de sano/enfermo (PS) mediante un modelo
multiparamétrico para clasificar a los individuos entre sanos y enfermos en

cancer de pulmon.

¢ Utilizando el indicador PS para cancer de pulmdn, se obtiene una tasa de

éxito del 91% en clasificacion (sano/enfermo), con una sensibilidad del
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90% y una especificidad del 92%, y una odds ratio de 104, indicando una

fuerte asociacion de estos resultados.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

AC: Adenocarcinoma

ACT: quimioterapia adyuvante

ADN: Acido Dexosirribonucleico

AJCC: American Joint Committee on Cancer

AUC: Area Under the Curve (Area bajo la curva)

CAD: Diabetes con Enfermedad Coronaria

CEIC: Comisién Etica para la Investigacién Clinica
cfDNA: cell free DNA (DNA circulante celular)

cfRNA: cell free RNA (RNA circulante celular)

ctDNA: circulating tumor DNA (DNA tumoral circular)
ctRNA: circulating tumor RNA (RNA tumoral circulante)
CIBA: Centro de Investigacién Biomédica de Aragon
CPNM: Cancer de Pulmoén No Microcitico

CPM: Cancer de Pulmon Microcitico

CTCs: Células Tumorales Circulantes

DSC: Differential Scanning Calorimetry (Calorimetria Diferencial de Barrido)
EBUS: Ecobroscocopia

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group (Escala)
EE: Enfermedad Estable

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor (Receptor del factor de crecimiento
epidérmico)

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica

ERM: Enfermedad Residual Minima
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ESMO: European Society of Medical Oncology (Sociedad Europea de Oncologia
Médica)

FDA: Food and Drug Administration

FISABIO: Fundacién para el Fomento de la Investigacion Sanitaria y Biomédica de
la Generalitat Valenciana

GLM: modelos lineales binomiales generalizados con regresion logistica

HC: Healthy Controls (controles sanos)

HIPPA: Ley de Transparencia y Responsabilidad de Seguro Médico

ISET: Isolation by Size of Epitelial Tumor cells (Aislamiento por tamafio de las
células tumorales epiteliales)

[ASLC: International Association for the Study of Lung Cancer (Asociacion
Internacional para el studio de Cancer de Pulmoén)

LCP: Lung Cancer Patients (pacientes con cancer de pulmon)

LDA: analisis de discriminacion lineal

LLP: Liverpool Lung Project

MeSH: Medical Subject Heading

MC: Controles de Melanoma

MUSP: pacientes de melanoma bajo seguimiento

mRNA: RNA mensajero

mi RNA: micro RNA

NACT: quimioterapia neoadyuvante

NBC: clasificador Naive Bayes

NCI: National Cancer Institute

NCBI: National Center for Biotechnology Informacion

NED: No Evidencia de Enfermedad
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NGS: Next Generation Sequency

NSCLC: Non Small Cell Lung Cancer (Cancer de pulmon de células no pequeiias)
NSLT: National Lung Screening Trial

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

OSHA: Occupational Safety and Health Administration

PBS: Phosphate Buffer Salin (Buffer de fosfato s6dico)

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PCT: quimioterapia paliativa

PD: Progresion

PET-TAC: Tomografia por Emision de Positrones-Tomografia Axial Computarizada
PLCO: Prostate Lung Colorectal Ovarian Screening Trial

PS: Probabilidad de Sano

RC: Respuesta Completa

RCT: Radioquimioterapia

RECIST: Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (Criterios de evaluacion de
respuesta en tumores solidos)

RNCOS: Business Consulting Service (compafiia)

ROC: curva de Caracteristica Operativa del Receptor

RP: Respuesta Parcial

SC: Cancer de células escamosas

SCLC: Small Cell Lung Cancer (Cancer de pulmén de células pequeiias)

SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia Médica

SEAP: Sociedad Espafiola de Anatomia Patologica

SNC: Sistema Nervioso Central

SVM: Maquina de vectores de soporte para clasificacion
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TAC: Tomografia Axial Computarizada

TCBD: Tomografia Computarizada de Baja Dosis

TEP: Tumor Educated Platelets (Plaquetas Educadas por Tumor)
TLB: Thermal Liquid Biopsy (Biopsia Liquida Térmica)

USPSTF: United States Preventive Service Task Force

UV: UltraVioleta
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Figura 4.8: Tablas de contingencia para la comparacion de evaluaciones clinicas y

biopsia térmica liquida (TLB) para cada caso de paciente.
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Figura 4.9: Comparacion longitudinal de los resultados del termograma y las
evaluaciones clinicas de muestras de plasma MUSP.

Figura 4.10: grafica descriptiva de distribucion de habito tabaquico.

Figura 4.11: grafica descriptiva de distribucién por sexos segun el habito
tabaquico.

Figura 4.12: grafica descriptiva de la distribucion de pacientes segun la histologia
tumoral.

Figura 4.13: grafica descriptiva de distribucién por sexos segun las diferentes
histologias.

Figura 4.14: grafica descriptiva de la distribucidon de pacientes segun el estadio al
diagnostico.

Figura 4.15: grafica descriptiva de distribucion por sexos segun los diferentes
estadios al diagnostico.

Figura 4.16: grafica descriptiva de la distribucion de histologias en los diferentes
estadios tumorales.

Figura 4.17: grafica descriptiva de la distribucion de pacientes segun el
tratamiento recibido.

Figura 4.18: grafica descriptiva de la distribucion de pacientes segun la respuesta
obtenida.

Figura 4.19: grafica descriptiva de distribucién por sexos segun las diferentes
respuestas al tratamiento.

Figura 4.20: Termogramas de suero TLB para individuos con HC y LCP.

Figura 4.21: Estimadores de densidad no paramétricos para los 14 parametros
individuales derivados de TLB.

Figura 4.22: Diferencias en la mediana normalizada de rango intercuartil para los
parametros individuales derivados de los termogramas de suero TLB entre los
grupos de HC y LCP.

Figura 4.23: Distribucion de la puntuacién PS en HC y LCP.

Figura 4.24. Distribucion de PS entre HC y LCP segun el sexo y la edad.

Figura 4.25: Distribucion de PS entre HC y LCP.
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|CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE

............................................................................................... ,con DNI i

= He leido las hojas de informacidon que se me ha entregado.

= He podido hacer preguntas sobre el estudio y sobre la coleccion y he recibido suficiente
informacion sobre los mismos.

He hablado con el Dr.

= Comprendo que mi participacidon es voluntaria.

=  Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1) cuando quiera
2) sin tener que dar explicaciones
3) sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

= Presto libremente mi conformidad para:

1) Participar en el proyecto “Identificacion de termogramas de Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC) para el diagndstico y monitorizacién clinica de i[O No [
patologias digestivas y pulmonares”

2) Que mis muestras bioldgicas y mis datos clinicos se incorporen a la coleccion
de muestras con fines de investigaciéon biomédica Patologias Pulmonares DSC
y se utilicen en proyectos de investigacion autorizados llevados a cabo por el sidd noO
grupo de investigacion indicado en la hoja de informacidn al paciente.

Quiero incluir las siguientes restricciones en el uso de mis muestras (si es el caso):

« Autorizo que se me comunique la informacidén relevante para la mi salud Sid No O
derivada de la investigacién con mis muestras.

«  Autorizo ser contactado en el caso de que la Investigacién con las muestras Si No [
necesite mas informacion

He recibido una copia firmada de este Consentimiento Informado

Firma del participante:

Fecha:

He explicado la naturaleza y el propésito del estudio al paciente mencionado

Firma del Investigador:

Fecha:

Este documento se firmara por triplicado, quedandose una copia el paciente, otra el
investigador y la tercera el centro
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) DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE .
UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO PARA INVESTIGACION
BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UNA COLECCION

- Linea de investigacion: Aplicacion de calorimetria a patologias.
- Nombre de la coleccidn: Patologias Pulmonares DSC

- Responsable de la coleccion: Olga Abian Franco (976 555417; email: oabifra@unizar.es
Centro de Investigacion Biomédica de Aragon (CIBA), Zaragoza, Espafia

Es importante que lea detenidamente esta hoja de consentimiento informado, que comprenda su

contenido y el objeto de la misma y que, en su caso, haga todas las preguntas que crea preciso
acerca de la misma.

Como en cualquier estudio con fines de investigacion, le recordamos que su participacion, y por
consiguiente la autorizacién que le solicitamos, es libre y voluntaria. Su aceptacién implica la
aceptaciéon de las condiciones que a continuacién se exponen y su denegacién no ocasionara
perjuicio alguno para usted.

Linea de investigacion y participantes

La Dra. Olga Abian Franco forma parte del grupo Patologia Digestiva (DGA BO01) cuyo
investigador responsable es el Dr. Angel Lanas Arbeola. Actualmente estd desarrollando un
proyecto cuyos resultados preliminares podrian ser extrapolables al ambito de las patologias
pulmonares. En dicho proyecto financiado por el Instituto de Salud Carlos III, participa como
colaboradora la Dra. Dolores Isla, oncdloga especialista en pulmoén, del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza. En este proyecto se exploran nuevas formas de
diagndstico y monitorizaciéon de las patologias tumorales mas relevantes, la respuesta a
tratamiento de pacientes, evolucion de la enfermedad, identificacion de nuevas dianas
terapéuticas de interés en el tratamiento de dichas patologias tumorales.

Utilizacion de las muestras

Solicitamos su autorizacidon para, aprovechando que le tenemos que hacer una analitica general,
extraerle entre 8 a 15 ml de sangre adicionales, con el objeto de incorporar sus muestras de
suero y plasma a una coleccion con fines de investigacion biomédica.

Esta coleccion se conservara en el Servicio de Digestivo del Hospital Clinico Universitario bajo la
responsabilidad de la investigadora Olga Abian Franco, y sera registrada por el responsable de la
coleccion en el Registro Nacional de Biobancos, seccidn colecciones, que depende del Instituto de
Salud Carlos III.

Las muestras de la coleccion podran utilizarse Gnicamente en el grupo de investigacion antes
referido y en la linea de investigacion en patologias digestivas. Todos los proyectos deberan ser
previamente aprobados por un Comité Cientifico y un Comité Etico acreditados. En ningun se
llevaran a cabo estudios genéticos sobre las muestras.

Requerimos también su autorizaciéon para recoger la informacion contenida en su historia clinica,
incorporarla a la coleccion y utilizarla en nuestras investigaciones.

En el caso de que se suspendiese la actividad investigadora de este grupo, sus muestras podran
ser destruidas o cedidas a un biobanco oficial y autorizado segun la normativa vigente, en cuyo
caso volveremos a contactarle para recabar su consentimiento.

Todos los procedimientos del estudio se llevardan a cabo segin lo estipulado en la Ley de
Investigacién Biomédica 14/2007 y el Real Decreto 1716/2011.
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Beneficios e Inconvenientes

Usted no obtendra ninglin beneficio directo de los estudios que llevemos a cabo. El beneficio
esperado de nuestra investigacion es el avance en el diagndstico de enfermedades.

El Unico inconveniente para usted es la extraccion de la muestra de sangre, que siempre se hara
aprovechando una analitica general necesaria para los controles rutinarios de la evolucién de su
enfermedad.

Si no tiene inconveniente, y asi lo indica al final del documento, es posible que en el futuro
tengamos que ponernos en contacto con Ud. para recabar datos o muestras adicionales, en
dependencia del progreso de los resultados que se vayan obteniendo

Confidencialidad y proteccion de datos

Sus datos clinicos, sus muestras y la informacién derivada del analisis de las mismas se incluiran
en una base de datos codificada, asignandoles un cdédigo numérico de forma que sdlo el
investigador principal y sus colaboradores puedan relacionar dichos datos con usted y su historia
clinica.

Como garantia de confidencialidad, dichos datos seran tratados con las medidas de seguridad
establecidas en la Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos de caracter personal. Usted
podra ejercer el derecho de acceso, rectificacion y cancelacion de los mismos en cualquier
momento. Para ejercer este derecho debe ponerse en contacto con el investigador principal.

Los resultados de las investigaciones derivadas de la utilizacion de las muestras podran ser
publicadas en revistas cientificas, pero siempre de forma que sea imposible identificar la
identidad del donante.

Derecho de Revocacion

Usted puede ejercer el derecho de revocacién de este consentimiento cuando considere
oportuno, sin que esto repercuta en sus cuidados médicos, solicitdindolo al responsable de la
coleccién. Desde ese momento ningln dato nuevo serd afiadido a la investigacion y, ademas,
puede exigir la destruccion de todas sus muestras extraidas previamente para evitar la
realizacion de nuevas determinaciones.

Derecho de Informacion

Si estd interesado en recibir informacién sobre los resultados generales obtenidos en relacion a
esta investigacion podra solicitarsela al responsable de la coleccidn.

Es posible que, durante el desarrollo de alguno de los proyectos de investigacidon se obtenga
informacion relativa a su salud. El Comité de Etica que autorizé el proyecto decidird cuéndo se le
deberia enviar la informacidon a usted personalmente. Al final del documento puede decidir si
desea ser informado de estos resultados en el caso que se produzcan.

Asimismo, en caso de dudas respecto a sus derechos, puede dirigirse al Servicio de Atencion al
Paciente del hospital del centro donde firmé el consentimiento.

Le agradecemos sinceramente su colaboracion, que servira para que adquiramos
mayor experiencia y podamos prestar una mejor atencion a nuestros pacientes.
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Inf Dict Favorabl
GOBIERNQ Proyecr;oo ;rfest'i;:gée: Bi?)‘r’t?éflic:
@E ARAGON Modificacién relevante

Departamento de Sanidad, _ C.P. - C.I PI13/0054
Blengstar Sodily Famila 18 de noviembre de 2015

Dfia. Maria Gonzélez Hinjos, Secretaria del CEIC Aragén (CEICA)

CERTIFICA

19, Que el CEIC Arag6n (CEICA) en su reunion del dia 18/11/2015, Acta N° CP18/2015 ha evaluado la
modificacion relevante referida al estudio:

Titulo: Identificacién de termogramas de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) para el diagnéstico
y monitorizacién clinica de patologias digestiva.

Investigador Principal: Olga Abian Franco.

Dicha modificacién propone la incorporacion del HU Miguel Servet y las siguientes versiones: :
Inclusién de muestras de patologias pulmonares y creacién de la coleccién de Patologias Pulmonares
DSC

Version protocolo: octubre 2015

Versi6n Hoja de Informacién y consentimiento informado proyecto: octubre 2015

20, Considera que

- El proyecto se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacidn es pertinente.

- Secumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacidn prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacién en el estudio.

- Elalcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

30, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

Lo que firmo en Zaragoza, a 18 de noviembre de 2015

Fdo:

- wi D /an’é Gonzélez Hinjos
“~Secretaria’del CEIC Aragon (CEICA)

Péging Lde

Tel §75 7148 57 Pax, 276 71 55 54 Comeo slecirdnion mgonzalezh.calc@aragon.es
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Abstract: Risk population screening programs are instrumental for advancing cancer management
and reducing economic costs of therapeutic interventions and the burden of the disease, as well
as increasing the survival rate and improving the quality of life for cancer patients. Lung cancer,
with high incidence and mortality rates, is not excluded from this situation. The success of screening
programs relies on many factors, with some of them being the appropriate definition of the risk
population and the implementation of detection techniques with an optimal discrimination power
and strong patient adherence. Liquid biopsy based on serum or plasma detection of circulating tumor
cells or DNA/RNA is increasingly employed nowadays, but certain limitations constrain its wide
application. In this work, we present a new implementation of thermal liquid biopsy (TLB) for
lung cancer patients. TLB provides a prediction score based on the ability to detect plasma/serum
proteome alterations through calorimetric thermograms that strongly correlates with the presence of
lung cancer disease (91% accuracy rate, 90% sensitivity, 92% specificity, diagnostic odds ratio 104).
TLB is a quick, minimally-invasive, low-risk technique that can be applied in clinical practice for
evidencing lung cancer, and it can be used in screening and monitoring actions.

Keywords: liquid biopsy; lung cancer; serum sample; differential scanning calorimetry; generalized
linear models; cancer screening program
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