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CAPITULO 1: CANCER DE PROSTATA

1.1 Epidemiologia

En estudios demograficos que recogen datos a nivel mundial, se concluye que
las tasas de incidencia muestran al cdncer de préstata como el quinto cdncer mas
comun en todo el mundo y el segundo en hombres. Esta neoplasia constituye el 11,7%
de los canceres nuevos a nivel mundial, el 19% en los paises desarrollados y el 5,3% en
los paises en vias de desarrollo. Su incidencia varia de forma notable entre diferentes
paises y poblaciones étnicas, llegando a diferir las tasas de incidencia mas de 100 veces
entre diferentes poblaciones. Por ejemplo, la tasa de incidencia anual mas baja se
registra en Asia (1,9:100.000, en China) y la mds alta en Norteamérica y Escandinavia,
sobre todo en afroamericanos (249:100.000). Los principales causantes del aumento
en la incidencia de este tumor son la introduccion del cribado poblacional mediante el
uso del antigeno prostatico especifico (PSA) y el diagndstico de carcinomas latentes
localizados tras la reseccidn transuretral (RTU) de prdstata (1). Entre todos los paises
gue forman la Union Europea, se ha descrito una tasa anual de nuevos diagnodsticos de

cancer de proéstata de 450.000 casos (2)

En Estados Unidos, desde mitad de la década de los 80 el cancer de prdstata se
ha considerado como el cdncer no cutdneo mas comun en hombres, llegando a
representar hoy en dia un cuarto de todos estos canceres, y con mayor prevalencia
gue el cancer de pulmdn o el colorrectal (3). El riesgo estimado de padecer esta
enfermedad en pacientes americanos se ha establecido en un 16,72% para cualquier
edad, con un riesgo de muerte del 2,57% en la poblacién general de varones. Estos
datos senalan la diferencia que existe en cuanto a incidencia y mortalidad en esta
neoplasia, hecho que esta relacionado la historia natural del cancer de préstata, y que
se caracteriza habitualmente por un periodo largo de afios desde el diagndstico hasta
la muerte. Ademas, los programas de cribado actuales también favorecen el bajo

riesgo de mortalidad, como se explica mas adelante.
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Por otra parte, segin datos de la Sociedad Espaifola de Oncologia Médica, el
cancer de prostata fue la neoplasia maligna mas frecuente y prevalente en Espana en
2020 (4, 5). Se diagnosticaron 27.853 nuevos casos de préstata en Espaiia y 399.964 en
Europa durante este periodo, con una tasa de incidencia estandarizada por edad y
mortalidad por 100.000 habitantes de 96,8 y 15,2 en Espafia, y 92,1 y 19,3 en Europa,
respectivamente. Las predicciones pronostican que se detectaran aproximadamente
33.000 y 455.732 casos nuevos en Espafia y Europa, respectivamente, en los proximos
anos. Aproximadamente, el 30% de los pacientes con carcinoma de prostata
desarrollaran una enfermedad avanzada, y eventualmente muchos desarrollardn una
enfermedad progresiva, un estado llamado cdncer de prdstata resistente a Ia

castracién (CPRC)(6).

La mortalidad también varia ampliamente entre paises, encontrandose la mas
alta en paises del Caribe (28:100.000/afo) y la mas baja en el sudeste asiatico, China'y
norte de Africa (menor de 5:100.000/afio). También varia mucho la supervivencia
estandarizada por edad a los 5 afios del diagndstico, oscilando entre 80% o mas en
Estados Unidos, Australia y Canada, y menos del 40% en Dinamarca, Polonia o Argelia.
Estas variaciones en datos de mortalidad pueden deberse a la diferencia en el acceso a
los cuidados de salud, la calidad de éstos, la precisidn de los registros de cdncer o la
mayor o menor implantacién de cribado con PSA. La gran variabilidad en las
estrategias de tratamiento y los efectos medioambientales también se han descrito
como influyentes en la mortalidad por esta neoplasia (7). En Espafia, estudios recientes
arrojan una tasa de mortalidad de 15,2 casos por 100.000 habitantes/afio. En un
estudio de 2018 con datos de 185 paises de todo el mundo, el cancer de prostata
abarca el 7,1% de las muertes por neoplasia, sélo siendo superado en varones por el

cancer de pulmén (18,4%) (1, 8-10).

1.2 Anatomia e histologia de la prdstata

La prostata es un drgano fibromuscular y glandular que se encuentra situado
por debajo de la vejiga y por encima de la musculatura que forma el suelo pélvico (11).
Su objetivo es intervenir en la funcidon eyaculatoria para lograr una eyaculacién

anterdgrada y aportar sustancias como iones y enzimas al liquido seminal. En su
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interior se encuentra la uretra prostatica, de unos 2,5 cm de longitud. Anteriormente
se encuentra sostenida por los ligamentos puboprostaticos, y caudalmente por el
diafragma urogenital. Este érgano se encuentra perforado en la parte posterior por los
conductos eyaculadores, los cuales la atraviesan para desembocar en el suelo de la
uretra a través del veru montanum, proximalmente al esfinter urinario externo (11,

12).

Zona

central ’ Esfinter
/ preprostatico
,,/ j
i
7 ;
& \ Zona de

transicion
Zona / Estroma f|bro_muscular
periférica anterior

Figura 1. Anatomia de la glandula prostatica segtin las zonas propuestas por McNeal.
El componente glandular se distribuye en tres zonas: zona de transicién, central y periférica. La
zona central corresponde al 25% del tejido glandular, tratdndose de una estructura cuneiforme
con base en la vejiga y vértice en la uretra. La zona de transicion se situa alrededor de la uretra
proximal hasta su inflexién con la porcion distal, por lo que se distribuye en dos partes
laterales, representando un 5-10% de la glandula. La zona periférica constituye el 70% del
componente glandular, y constituye tanto el dpex prostatico como la zona accesible por tacto
rectal. Adaptada de: McAninch JW LT. Urologia general. 18 ed: McGraw Hill; 2014. (13).

Segun la clasificacidon zonal propuesta por McNeal en 1972 (14), la préstata se
divide en una zona periférica, una zona central y otra de transicion; una zona anterior,
y una zona esfintérica periprostatica (figura 1). Dentro de la glandula se encuentra

incorporada gran cantidad de musculatura lisa derivada de la musculatura vesical
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longitudinal externa. Esta musculatura es la que formara el esfinter involuntario liso de
la uretra posterior en los hombres (12). La prdstata es una delgada capsula fibrosa
debajo de la cual se encuentra fibras musculares lisas orientadas en forma circular y
tejido coldgeno que rodea a la uretra (esfinter involuntario). En lo profundo de esta
capa se encuentra el estroma prostatico, compuesto por tejidos conjuntivo y elastico, y
fibras musculares lisas en las cuales estan alojadas las glandulas epiteliales. Estas
glandulas drenan en los conductos excretores principales (unos 25 en total), los cuales
se abren principalmente en el suelo de la uretra, entre el veru montanum vy el cuello
vesical. Justo por debajo del epitelio de transicién de la uretra prostdtica se

encuentran las glandulas periuretrales (12).

1.3 Definicion histopatologica y clasificacion Tumor Node Metastasis
(TNM)

Se calcula que en mas del 80% de los tumores de prdstata no palpables y
diagnosticados mediante biopsia, la masa tumoral mas grande se encuentra situada en
la zona periférica. En los otros casos, los tumores suelen asentarse en las zonas de
transicion y central(15). Otra caracteristica anatomopatoldgica de esta neoplasia es la
multifocalidad, afectando diferentes localizaciones a la vez en mas del 85% de los
casos. En cuanto al volumen tumoral, éste varia mucho en cada caso. De forma
habitual, el tamafo del carcinoma prostatico suele asociarse con su estadio. Se ha
postulado, por ejemplo, que tumores menores de 0,5 cc afectan de forma infrecuente
a los tejidos extraprostaticos, y los menores de 4 cc no suelen presentar afectacion
adenopatica o invasion de las vesiculas seminales. El volumen tumoral, también suele

ser proporcional al grado (el cual se describe mas adelante) (15).

El sistema de gradacion mas ampliamente aceptado para este tumor es el
sistema de Gleason (16). Se trata de un sistema basado en el patréon glandular de la
neoplasia, identificado con bajo aumento microscopico. Por otro lado, las
caracteristicas citoldgicas no son utilizadas en la gradacién del tumor. Los patrones
arquitectdénicos primario (predominante) y secundario (el segundo en prevalencia) son
clasificados mediante la asignaciéon de un grado, de 1 a 5. El 1 serd el grado mas

diferenciado y 5 el menos diferenciado (figura 2).
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Figura 2. Imagenes microscopicas de cilindros prostaticos obtenidos mediante

biopsia transrectal y tefiidos con hematoxilina eosina. Pueden observarse: A) una
muestra con grado Gleason 3 donde se aprecian las unidades glandulares separadas, con
infiltracion tumoral en y entre acinos prostaticos; B) una muestra Gleason 4, con un patrén
cribiforme. Otras glandulas como las microacinares fusionadas o glandulas mal definidas con
lumen glandular mal formado también son caracteristicas del Gleason 4; y finalmente, C) una
muestra Gleason 5, con ausencia de diferenciacion de glandular, compuesta por ldminas
solidas, cordones o células aisladas. (Imagenes cortesia de la Dra. Sales Maicas, Servicio de
Anatomia Patoldgica, Hospital Clinico Universitario de Valencia).

Hoy en dia se considera carcinoma aquellas muestras con patrones de Gleason
3 0 mayores. Debido a que los patrones primario y secundario afectan al prondstico,
existe una suma o puntuacion de Gleason que se obtiene de sumar los grados primario
y secundario. En caso de que el tumor tenga sélo un patrén histolédgico, por razones de
uniformidad a los patrones primario y secundario se les asigna el mismo grado. En caso
de coexistir mas de dos patrones, el Gleason esta formado por el sumatorio del patrén

mas frecuente y del mas alto, independientemente de su extension.
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Tabla 1. Sistema Gleason modificado de la Sociedad Internacional de Patologia
Urinaria, afio 2005 (17).

Patron 1 Noédulo circunscrito o nddulos separados pero estrechamente
agrupados, uniformes, redondeados u ovales y con acinos de tamafio
mediano (glandulas mas grandes que las del patrén 3).

Patrén 2 Igual que el patrén 1, bastante circunscrito, aunque un nédulo en el
borde del tumor puede ser minimamente infiltrativo.
Las glandulas tienen una disposicion mas laxa y no son tan uniformes
como en el patrén de Gleason 1.

Patrén 3 Unidades glandulares separadas.
Glandulas tipicamente mds pequeiias que las observadas en los
patrones Gleason 1y 2.
Variacion marcada de tamafio y forma.

Patron 4 Glandulas microacinares fusionadas.
Glandulas mal definidas con lumen glandular mal formado.
Glandulas cribiformes grandes.
Hipernefromatoide.

Patréon 5 Esencialmente, ausencia de diferenciacién glandular; compuesta por

laminas sdlidas, cordones o células aisladas.
Comedocarcinoma con necrosis central, rodeado por masas

papilares, cribiformes o sélidas.

Desde 2014, la International Society of Urological Pathology (ISUP), agrupd las

diferentes puntuaciones de Gleason en 5 grados, simplificando la clasificaciéon. De este

modo se pretende asemejar la clasificacion del carcinoma de prdstata con el de otros

canceres, a la vez que se consigue agrupar a todos los tumores bien diferenciados en el

mismo grado o se diferencian los diferentes Gleason 7, los cuales tienen una evolucién

diferente. La descripcion de los diferentes patrones de Gleason puede observarse en la

tabla 1, y los grados de la ISUP en la tabla 2.
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Tabla 2. Equivalencia entre grados de la International Society of Urological Pathology

y la escala Gleason, afo 2014 (18).

PUNTUACION DE GLEASON GRADO DE LA ISUP*
2-6 1
7 (3+4) 2
7 (4+3) 3
8 (4+4, 3+5, 5+3) 4
9-10 5

*ISUP: International Society of Urological Pathology

En cuanto al sistema de clasificacion del cancer de préstata, el TNM, pretende
agrupar pacientes que vayan a tener una evolucion clinica similar, ademas de ser (util
para comparar datos de forma global entre diferentes instituciones. El TNM queda
desarrollado en la tabla 3 (19). La estadificacion en el cancer de prdstata, igual que
sucede en otras neoplasias, se utiliza como elemento predictor de la extensién de la
enfermedad, ademds de ser util en la toma de decisiones sobre el tratamiento
adecuado. Los elementos que se utilizan antes del tratamiento para predecir la
extension de la enfermedad son el tacto rectal (estadio T), el PSA, las caracteristicas

tumorales obtenidas mediante biopsia y los estudios radioldgicos.

En funcién del estadio T, el Gleason y los niveles de PSA, el cadncer de préstata
se clasifica en diferentes grupos que traducen el estado localizado o avanzado de Ia
enfermedad, con implicaciones sobre todo en el manejo terapéutico y en el prondstico
de la enfermedad. A continuacidén, se muestra esta clasificacion en funcion de los

distintos parametros clinicos e histolégicos:

e Tumor incidental: T1a-T1b

e Tumor localizado de bajo riesgo: T1c-2a, Gleason <6 y PSA < 10 ng/mL

e Tumor localizado de riesgo intermedio: T2b-2c o Gleason = 7 o PSA = 10-20
ng/mL

e Tumor localizado de alto riesgo: T3a o Gleason = 8 o PSA > 20 ng/mL

e Tumor localmente avanzado: T3b o T4

e Cancer de préstata metastdsico: T2-4 con N+ (N1, M1a), T2-4 con NxM1b-M1c
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Tabla 3. Clasificacion Tumour Node Metastasis (TNM) para el cancer de prostata (19).

T-TUMOR PRIMARIO

e Tx: El tumor primario no puede ser evaluado
e TO0: Sin evidencia de tumor primario
e T1: Tumor clinicamente no palpable
» T1la: Hallazgo histoldgico accidental tumoral en 5% o menos del tejido
resecado por RTU
» T1b: Hallazgo histoldgico accidental tumoral en 5% o mas del tejido
resecado por RTU
» Tlc: Tumor identificado por biopsia con aguja (por ejemplo, debido a un
PSA elevado)
e T2: Tumor que es palpable y confinado dentro de la préstata
» T2a: El tumor afecta a la mitad o menos de un l6bulo prostatico
» T2b: El tumor afecta a mas de la mitad de un Iébulo prostatico, pero no
a ambos lébulos
» T2c: El tumor afecta a ambos I6bulos
e T3: El tumor se extiende mas alla de la cdpsula prostatica
» T3a: Extensidn extracapsular (uni o bilateral) incluyendo afectaciéon
microscépica del cuello de la vejiga
» T3b: El tumor invade las vesiculas seminales.
e T4: El tumor invade estructuras adyacentes a las vesiculas seminales: esfinter

externo, recto, musculo elevador del ano y/o suelo pélvico

N - GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES

e Nx: Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados
e NO: Ausencia de metdstasis en ganglios linfaticos regionales

e N1: Presencia de metdstasis en ganglios linfaticos regionales

M - METASTASIS A DISTANCIA

e MO: Ausencia de metdastasis a distancia

e M1: Presencia de metdstasis a distancia
» Mila: Afectacion de ganglio/s linfatico/s no regionales
» Mi1b: Hueso/s

> Mlc: Otras localizaciones
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1.4 Diagnostico y tratamiento

El cdncer de prostata no causa sintomas en los estadios iniciales de la
enfermedad, comportandose como una neoplasia silente. La aparicion de sintomas o
signos como dilatacion del tracto urinario superior, hemospermia, disminucién del
volumen de eyaculado, o sintomas urinarios de vaciado, suelen traducir estadios
avanzados de la enfermedad. Por otro lado, las manifestaciones de afectacion
metastdsica son el dolor éseo, fracturas patoldgicas, anemia, edema de miembros
inferiores, o alteraciones en la coagulacién (20). Actualmente, la afectacién localmente
avanzada y la metastasica son infrecuentes debido al uso extendido de programas de

deteccion precoz mediante tacto rectal y PSA (21).

1.4.1 Deteccion temprana

El concepto de deteccidon temprana se refiere a buscar una enfermedad en una
poblacién sana y asintomdtica. Se trata de un hecho diferente al diagndstico,
tratdndose este ultimo de la localizaciéon de la enfermedad en sujetos enfermos o
sintomdticos. En el caso del cancer de préstata, aunque se ha concluido que con los
métodos de deteccidn temprana se reducen las tasas de enfermedad avanzada, existe
controversia respecto a la relacién entre dafios y beneficios (20). Durante la década de
los 90 y principios de los anos 2000 se concluyd que, tras el uso generalizado del PSA 'y
las campanias de deteccidn precoz, la tasa de mortalidad por esta neoplasia se redujo
en mas de un 30%, ademas de objetivar una reduccidon del 75% de casos de

enfermedad avanzada en el momento del diagndstico (22).

Existen principalmente dos ensayos aleatorizados que han intentado indagar
sobre los efectos de la deteccidn temprana en cancer de prdéstata: el estudio Prostate,
Lung, Colon and Ovary (PLCO, 2001) del Instituto Nacional Estadounidense de Cancer y
el European Randomized Trial of Prostate Cancer Screening (ERSPC, 2003). En el
estudio europeo se concluyd que con los programas de deteccidn precoz se conseguia
reducir los casos de cancer de prdstata de alto grado y los de enfermedad localmente
avanzada y metastasica, ademas de una reduccidon del 20% en la mortalidad cancer

especifica en los sujetos sometidos a deteccidn temprana respecto a los que no se
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sometieron a ninguna deteccion. No obstante, los datos de este ensayo también
mostraron que para prevenir una muerte por cdncer de préstata, era necesaria la
deteccion de 570 hombres y tratar 18 hombres (23, 24). Por otro lado, el estudio PLCO
no encontrd ninguna diferencia en mortalidad cancer especifica entre los grupos de
deteccidon sistematica y el grupo control. Asi pues, el beneficio de estos programas,
sigue siendo un tema controvertido y se necesita un seguimiento de mads afios para
obtener conclusiones de peso, dada la historia natural de esta enfermedad (22).
Organismos dedicados a la medicina preventiva, como el United States Preventive
Services Task Force, recomiendan en la actualidad que la decisiéon de someterse a un
examen periddico con PSA debe ser individual en cada paciente, y sélo en varones
entre 55 y 69 afios. Antes de decidir si iniciar un programa de deteccion temprana, se
deben explicar al paciente los beneficios y dafios potenciales del tratamiento en fases
tempranas, ayudando asi a la toma decisiones al varén implicado(20). En el caso
concreto de Espafia, los programas de deteccidon temprana con PSA son una practica

extendida (21, 25).

1.4.2 Tacto rectal

La exploracidn fisica mediante tacto rectal se ha demostrado como util en caso
de examinadores expertos, aceptando ademas que no es capaz de detectar muchos de
los cadnceres en estadios tempranos (20). Algunos autores han descrito que la
deteccion de las neoplasias prostaticas mediante palpacidn rectal es poco util en casos
de varones con niveles de PSA inferiores a 3 ng/mL. Dado que el PSA mejora el valor
predictivo positivo del tacto rectal, la practica clinica habitual consiste en combinar
PSA y tacto rectal juntos para la deteccién precoz del cancer de prdstata. En general, la
deteccion es mads alta con PSA que con tacto rectal, pero se acepta que la deteccion es
todavia mayor cuando se combinan las dos pruebas. Esto es asi porque, tumores muy
indiferenciados pueden no aumentar los niveles de PSA, pero si provocar areas

palpables sospechosas de malignidad al tacto rectal.

10



Introduccion

1.4.3 Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

El PSA es una proteina, concretamente una calicreina formada por 17
aminoacidos diferentes, la cual se encuentra en altas concentraciones en el semen,
siendo su principal funcién la licuefaccion del mismo. La medicién de sus niveles en
sangre puede ser Util para la deteccidn de patologia prostdatica (20). Aunque en general
estd aceptado como un marcador tumoral de neoplasia prostatica, se trata de un
marcador especifico de érgano y no de cdncer. En condiciones normales, las
concentraciones de PSA en suero suelen ser bajas, midiéndose en ng/mL. En suero, el
PSA circula en formas unidas a proteinas y en formas no unidas o libres. Hoy en dia se
conocen tres proteinas con las que circulan las formas unidas de PSA: la oy-
antiquimiotripsina (ACT), a,-macroglobulina (A2M), y el inhibidor de a;- proteasa (API).
Aunque las células neopldsicas no producen mas PSA que el epitelio prostatico
benigno, el PSA producido por las células malignas si parece escapar de los

procesamientos proteoliticos (26).

Una gran variedad de factores puede afectar a los niveles sanguineos de PSA,
como son la edad, la raza o el volumen prostatico. Por otra parte, los andrégenos
afectan de algin modo en la expresién de PSA, de forma que, a menor testosterona,
menores niveles de PSA. Algunos farmacos, como los inhibidores de la 5-a-reductasa,
utilizados en el tratamiento de la hiperplasia benigna de proéstata (HBP), también
reducen los niveles en suero de esta proteina. No obstante, en general se acepta que
el factor influyente mas importante sobre la concentracion de PSA es la patologia

prostatica, como por ejemplo el cdncer de prdstata, la prostatitis o la HBP (27).

Hoy en dia se acepta que el uso de PSA aumenta la deteccién de neoplasia de
prdstata, incluso en casos de enfermedad limitada al drgano. Niveles altos de PSA
traducen tanto una probabilidad aumentada de tener cancer de prdstata en el
momento como de desarrollarlo en el futuro (28). La probabilidad de detectar cancer
de préstata aumenta en la biopsia conforme aumentan los niveles de PSA, y todavia es

mayor si existe un tacto rectal sospechoso (29).
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En la actualidad no existe un nivel umbral de PSA a partir del cual esté indicado
realizar una biopsia de préstata. Aunque de forma generaliza se acepte que unos
niveles por encima de 4 ng/mL son anormales, deben tenerse en cuenta factores como
la edad, el volumen prostatico o la coexistencia de patologias prostaticas para indicar
una biopsia de préstata. El valor umbral varia mucho segun centros, y algunos grupos
utilizan incluso valores de 2,5 o 3 ng/mL para indicar la biopsia. Es recomendable partir

de varias determinaciones séricas para tomar decisiones (27, 30-32).

Existen diferentes propuestas para mejorar el rendimiento del PSA, como por
ejemplo el uso de derivados y formas moleculares del PSA. Uno de los pardmetros mas
utilizados es la densidad de PSA (PSAd), la cual utiliza el volumen prostatico para
ajustar la concentracion de PSA. El objetivo de dividir los niveles de PSA por el volumen
prostatico es distinguir entre los aumentos de proteina causados por la HBP y los
causados por la presencia de un tumor. Algunos autores han demostrado una relacién
entre la PSAd vy la probabilidad de cancer, recomendando realizar una biopsia en los
varones con PSAd mayor de 0,15, y niveles de PSA entre 4 y 10 ng/mL con tacto rectal
normal. Aunque no todos los estudios demuestran la utilidad de la PSAd, su uso es

bastante generalizado (33, 34).

Otros parametros de PSA utilizados son la velocidad de PSA, el PSA libre o las

isoformas de PSA, como el proPSA o el PSA intacto(20).

1.4.4 Ecografia y biopsia de prostata

La ecografia transrectal se ha convertido en la técnica basica de exploraciéon en
diferentes intervenciones urolédgicas, como por ejemplo la braquiterapia, la
crioterapia, y por supuesto la biopsia prostatica. En la actualidad, la deteccién de PSA
en hombres asintomaticos ha hecho que la biopsia prostatica mediante ecografia
transrectal se considere el método de rutina para el estudio anatomopatoldgico de
este dérgano. La proéstata, al ser una glandula localizada entre el cuello vesical por
arriba, la musculatura del suelo pélvico por debajo y al recto situado posterior,
muestra una situacion idénea para ser alcanzada de forma transrectal (35). Aunque

todas las zonas prostaticas descritas anteriormente no se pueden distinguir con
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claridad mediante la ecografia transrectal, diferenciar la zona periférica de la central es
posible. Las zonas central y la periférica normales se visualizan como areas ecogénicas
homogéneas, mientras que la zona de transicidn suele observarse como una zona mas
heterogénea (36). Este hecho permite dividir las muestras de biopsias en funcién de la

localizacidon prostatica de la cual se han obtenido (37).

Mediante esta técnica pueden visualizarse un numero importante de
estructuras y elementos presentes en prdstatas sin patologia neoplasica. Asi, es
frecuente la visualizacion de calcificaciones entre la zona periférica y la zona de
transicién, siendo un hallazgo ecografico normal, estando mas en relacién con la edad
gue con patologia maligna (38). Otras estructuras benignas de visualizacion comun son
las lesiones quisticas, que pueden derivar de estructuras millerianas (como los quistes
del conducto de Miiller) o de estructuras wolffianas (quistes del conducto eyaculador y
de las vesiculas seminales) (39). Por otro lado, las vesiculas seminales se visualizan
como dos estructuras de contenido anecoico, de aspecto sacular y liso, simétricas y

con unas medidas aproximadas de 4,5 a 5,5 cm de longitud y 2 cm de ancho (40).

Por otro lado, las lesiones malignas en la préstata se visualizan
caracteristicamente de forma hipoecoica (figura 3). Aunque no se compruebe ninguna
imagen hipoecoica, la biopsia de prostata debe realizarse de igual forma en caso de
gue esté indicada, ya que se calcula que hasta el 39% de los tumores pueden ser
isoecoicos y el 1% hiperecoicos (41). Ademds, no todas las imdgenes hipoecoicas
traducen la presencia de un tumor, pudiendo relacionarse con areas de tejido normal,
0 con procesos como prostatitis granulomatosa o infarto prostatico, entre otros (42).
Se calcula que una lesion hipoecoica es maligna en el 17-57% de los casos, por lo tanto
no es patognomonica del cancer de prostata (43). Otras imdgenes, como la pérdida de
los contornos lisos de la glandula, la pérdida del angulo prostatoseminal o la pérdida
focal de la grasa periprostatica (tipicamente blanca y brillante), también son

indicativos de afectacion tumoral extraprostatica.
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Figura 3. Imdagenes ecograficas de zonas prostaticas hipoecoicas, sospechosas de
malignidad. A: imagen hipoecoica en toda la zona periférica, calcificacion (imagen
hiperecoica) en zona transicional. B: imagen hipoecoica en zona periférica. C: imagen
hipoecoica en zona periférica, junto a transductor ecografico. D: imagenes hipoecoicas difusas
por toda la prdstata. Imagenes cortesia del Dr. Garcia-Morata, Servicio de Urologia, Hospital
Clinico Universitario de Valencia.

La biopsia con tru-cut es el método de referencia en la actualidad para el
estudio histolégico de la prostata. La técnica de puncidn-aspiracidn con aguja fina estd
contraindicada por su bajo rendimiento diagndstico. Las diferentes sociedades
uroldgicas exponen sus propias recomendaciones en cuanto a las indicaciones para
llevar a cabo esta intervencion. Algunas de las recomendaciones mas frecuentes se

muestran a continuacion (44):

e Diagndstico en el contexto de alta sospecha de cancer sintomdtico, como por
ejemplo en casos de metastasis 6seas o de compresion medular.

e Cribado de cancer de prdstata en varones asintomaticos de mds de 50 afios de
edad y con una expectativa de vida de mas de 10 afios (si existen antecedentes
familiares o en hombres afroamericanos debe considerarse el cribado a partir
de los 40 afios), en los casos de:

» Nodulo prostatico o asimetria importante de la prdstata durante el

tacto rectal, independientemente de los niveles de PSA.
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» PSA >4 ng/dL, con independencia de la edad.

» En hombres menores de 60 afios, debe considerarse biopsia si los
niveles de PSA son mayores de 2,5 ng/dL.

» Aumento de la velocidad de PSA (> 0,75 ng/dL por afio).

» Seguimiento en los casos de vigilancia activa (explicada mas adelante).

» Otros menos frecuentes: previo a la cirugia de cistoprostatectomia
radical con derivacidn urinaria ortotdpica; para diagnosticar fracaso de
la radioterapia antes de iniciar un tratamiento de segunda linea; biopsia
de seguimiento en casos concretos como, por ejemplo, en los casos de

proliferacién acinar atipica en una biopsia previa.

En cuanto a la técnica, se debe informar en todos los casos a los pacientes de los
posibles riesgos, ademas de firmar un consentimiento informado para que quede
constancia de que el sujeto conoce los riesgos y beneficios del procedimiento. Aunque
cada centro suele tener su propio protocolo de biopsia transrectal, existen algunos

aspectos ampliamente aceptados.

De esta forma, todos los hombres que vayan a ser sometidos a una biopsia,
deben suspender tratamientos anticoagulantes (como warfarina u otros
anticoagulantes orales) una semana antes de la intervencién. En cuanto a la profilaxis
antibidtica, ésta deberia ajustarse segun las resistencias antibiéticas de cada region,
pero en lo que coinciden las sociedades uroldgicas es en que el uso de una profilaxis es
necesaria en todos los casos (45). Las fluoroquinolonas suelen ser un antibiético de uso
generalizado en estos casos, con una prevalencia de sepsis tras el uso de los mismos
que se ha descrito entre el 0,1-0,5% de los casos (46). Otros aspectos a tener en cuenta
durante la realizacion de esta técnica se desarrollan en el apartado de material y

métodos.

La técnica de biopsia difiere segin centros, de forma que el nimero de
muestras y la localizacién de donde se obtienen, puede variar. La biopsia por
sextantes, la cual establecia un nucleo de biopsia en la base, otro en la parte media y
otro en el vértice, siendo biopsiados los nucleos de forma bilateral, se ha ido

abandonando durante los ultimos afios. Las modificaciones que se han ido
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desarrollando a partir de la biopsia por sextantes han tenido como objetivo obtener
mas muestras de la zona periférica de la glandula, ya que es conocido que es en esta
localizacion donde se asientan la mayoria de las neoplasias. Las muestras de la zona de
transicion tienen un mayor rendimiento diagndstico en casos de prdstata grandes, de
mas de 50 cc (con un rendimiento adicional del 15% para la deteccién de cédncer). En la
figura 4 se muestran algunos de los esquemas de biopsia mas utilizados. La mayoria de
protocolos obtienen de 8 a 13 cilindros, y se centran sobre todo en obtener muestras
de las zonas laterales a ambos de la base, de la zona media, y también de la zona apical

(35, 47, 48).
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Figura 4. Diferentes esquemas de biopsia. A. Biopsia por sextantes. B. Biopsia de 10
nucleos. C. Biopsia de 12 nucleos o doble sextante. D. Biopsia de 5 regiones o de 13 nucleos
(35, 47, 48).

En la practica clinica son habituales los casos de pacientes con una biopsia de
prdstata negativa y que mantienen unos niveles séricos de PSA elevados, o que
persisten con un tacto rectal sospechoso. De esta forma, es frecuente que en estas
situaciones se precise la realizacion de biopsias sucesivas, con el aumento de las
molestias y de la probabilidad de complicaciones que acarrea esta técnica. Aunque se
ha publicado que el rendimiento diagndstico de las rebiopsias es menor que el de la
primera biopsia, hoy en dia la obtencién de una muestra histoldgica es la Unica forma
de diagndstico definitivo, motivo por el cual es frecuente la necesidad de realizar
diferentes biopsias. Djavan et al, por ejemplo, sobre una muestra de 1.136 hombres
describieron una tasa de deteccién de céncer en primera biopsia del 34%, mientras
que descendia a 19%, 5% y 4% en segunda, tercera y cuarta biopsia

respectivamente(49).
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Esta necesidad de repetidas biopsias con rendimiento decreciente, hace que en
algunos centros se lleve a cabo la biopsia por saturacion. Aunque no existe una
definicidn estricta para esta intervencion, normalmente se acepta como biopsia de
saturacion aquella en la que se extraen mas de 20 cilindros. Se trata de procedimientos
gue suelen realizarse con requerimientos anestésicos que van mas alld de la anestesia
local. Todos estos aspectos hacen que aumente la molestia para los pacientes, los
gastos sanitarios, y la probabilidad de complicaciones en relacién a un procedimiento
de biopsia mds agresivo. Asi pues, todavia hoy no se tiene respuesta a écuando realizar
una segunda o tercera biopsia?, écuando hacer una biopsia de saturacién?, o écuando
dejar de hacer biopsias? El manejo dependera del protocolo en cada centro y de la
experiencia del médico que practica la biopsia. Algunos autores justifican una segunda
biopsia siguiendo los mismos criterios que llevan a la realizacion de la primera;
mientras que la tercera y sucesivas sélo tendrian cabida en casos de pacientes con alta
sospecha de cancer o con factores de mal prondstico en las biopsias previas (50). En
este contexto, durante los Ultimos anos ha ganado protagonismo la Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) multiparamétrica, estando indicada en los casos de una
primera biopsia negativa, previamente a la realizacion de la segunda biopsia, vy
recientemente incluso recomendada antes de primera biopsia (51). Algunas series han
demostrado una tasa de deteccion de neoplasia alrededor del 50% cuando se utiliza la
RMN multiparamétrica para planificar una segunda biopsia (52). Mdas adelante se

desarrolla la RMN multiparamétrica de forma extensa.

Otras modalidades de biopsia en el contexto diagndstico del cancer de prdstata
son la biopsia transperineal y la RTU de préstata. La biopsia transperineal se lleva a
cabo con el paciente en posicidn de litotomia dorsal, accediendo ecograficamente a la
prostata con el transductor en periné. Aunque se ha descrito una mayor dificultad para
visualizar las zonas periféricas de la glandula o para localizar las vesiculas seminales
con este abordaje, ensayos clinicos que lo comparan con el acceso transrectal
concluyen tasas de deteccién de carcinoma similares, aunque con mas complicaciones
en el abordaje transperineal (53). Por otro lado, la RTU se ha descrito como la técnica
6ptima para tomar muestras de la zona de transicidon, aunque estda descrito una

localizacion tumoral en este drea en menos del 5% de los pacientes (54).
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En cuanto a las complicaciones de la biopsia prostatica, la mas frecuente es la
infeccidn tras el procedimiento. A pesar de que en todos los protocolos debe incluirse
una profilaxis antibidtica, la infeccién urinaria sintomatica y la infeccion febril aparecen
en alrededor del 2% de la mayoria de series (55). Estudios previos al uso de la profilaxis
antibidtica describieron bacteriuria en el 32-36% de los pacientes tras biopsia y fiebre
en el 48%-69% (56). Por otra parte, el sangrado en forma de hematuria es un signo
frecuente los dias posteriores al procedimiento, con tasas alrededor del 23-63%,
siendo en la mayoria de casos asintomdtica (57). La hemorragia rectal no suele ser
grave, y en raras ocasiones precisa de intervencion endoscopica rectal para su
resolucién. La hemospermia, también es frecuente pero no precisa gravedad (57).
Otras complicaciones, en orden de frecuencia, son el sindrome vasovagal (1,4-5,3%) y

la retencién aguda de orina los dias posteriores (0,2-0,4%) (58).

Asi pues, puede observarse que la biopsia de prdstata sigue siendo hoy en dia el
patréon oro para el diagndstico de cancer de prostata, a pesar de limitaciones como la
necesidad de rebiopsias, la heterogeneidad ecografica del carcinoma prostatico, o las
tasas de complicaciones que se relacionan con el procedimiento. Otras herramientas a
tener en cuenta en este contexto, y cada vez mas presentes en la practica diaria, son
los marcadores séricos tumorales, pruebas de imagen como la resonancia magnética
nuclear (RMN), o estudios moleculares procedentes de las ciencias émicas. La
combinacion de éstos puede ser util en la toma de decisiones a la hora de indicar una
biopsia, pudiendo asi individualizar la indicacién en cada paciente, intentando asi
reducir costes, complicaciones y procedimientos innecesarios o con bajo rendimiento

diagndstico.

1.4.5 Marcadores tumorales en cancer de préstata

Como ya se ha comentado anteriormente, el PSA es en la actualidad el
marcador mas utilizado para la deteccidn, estadificacion y control del cancer de
prostata. No obstante, existen otros marcadores tisulares, sanguineos, urinarios o

celulares que deben tenerse en cuenta. Alguno de ellos, como la expresion de la
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proteina DD3 por el gen PCA3, se encuentran vigentes en la practica diaria, mientras
gue otros precisan mas desarrollo y estudios de validacién para su uso generalizado

(59).

La busqueda de nuevos marcadores en el cancer de prdstata tiene un interés
creciente por tres motivos. El primero de ellos hace referencia a la baja especificidad
del PSA para la deteccidon tumoral (27, 60). Otro aspecto a tener en cuenta es la alta
tasa de negatividad para carcinoma en la biopsia transrectal, tal y como se ha
comentado (49). Ademas, se espera que algunos marcadores puedan tener un papel
prondstico de la enfermedad como sucede en otras neoplasias, como por ejemplo en
el tumor testicular (61). Esto podria ayudar a la toma de decisiones durante el

seguimiento.

En la tabla 4 se desarrollan los diferentes marcadores tumorales relacionados

con el cancer de préstata en funcién de su origen de obtencion (62-65).

Tabla 4. Marcadores tumorales relacionados con el cancer de préstata.

BIOMARCADORES TISULARES

Los productos de dos genes hipermetilados se han
relacionado con el desarrollo de cancer de prostata, el
glutation-S-transferasa P1 (GSTP1) y la isoforma A de la

Glutation-S- proteina de la familia con dominio de asociacién RAS
transferasa Pi (GSTP1) | (RASSF1A). Se ha demostrado una hipermetilacion elevada
hasta en el 50% de los sedimentos urinarios de hombres con
cancer de proéstata y hasta el 70% en el caso del RASSF1A (62,
63)

Las fusiones de los factores de transcripcion TM-PRSS2 y ETS
Fusion de genes se detectan hasta en el 37% de las muestras de orina en

pacientes con cancer de prdstata (66).

Existen patrones de polimorfismos de un solo nucledtido
Polimorfismos de
(SNP) que confieren un riesgo mas elevado de cancer de
genes y del receptor
prdstata. Ademas, la subforma 7 del receptor de andrégenos
de andrdgenos
estd aumentada en pacientes diagnosticados de esta
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neoplasia (67).

BIOMARCADORES SANGUINEOS Y URINARIOS

Antigeno prostatico
especifico de

membrana (PSAM)

El PSAM se encuentra en la membrana de las células
epiteliales prostaticas. Una de las 3 variantes de PSAM se
expresa de forma diferente en prdstata normal, HBP y en

carcinoma (68).

Familia de genes de

calicreina humana

Formada por 15 genes diferentes. Se liberan del epitelio
prostatico, detectandose en semen y suero. La calicreina mas
utilizada ha sido hK2, estando aumentada en carcinoma de
prostata pobremente diferenciado (69). Otros marcadores de
calicreina que han demostrado alto potencial diagndstico son

los genes KLK4, KLK11, KLK 14 y KLK15 (70).

PSA Ya descrito anteriormente.
Aqui se engloba la unién de PSA con la ACT, con la A2M y con
el API, ademas del PSA libre (fPSA). El porcentaje de fPSA se
Derivados utiliza como prueba auxiliar en hombres con PSA entre 4-10

moleculares del PSA

ng/mL con tacto rectal benigno. En estos casos, si el
porcentaje de fPSA se encuentra entre 0-10%, el riesgo de

tener cancer de préstata es de alrededor del 50% (71).

Patrones protedmicos

Mediante la espectrometria de masas se han separado
péptidos para crear patrones diferentes en pacientes con

patologia benigna y maligna de prdstata (72).

Glucoproteina de membrana no especifica de la prostata. Se

ha demostrado gue sus concentraciones plasmaticas

Endoglina
predicen el riesgo de progresién bioquimica (explicada mas
adelante) tras el tratamiento del cancer de préstata (73).
La expresion de la proteina DD3 por este gen se ha
encontrado en el 95% de piezas quirdrgicas con cancer de
PCA-3 prostata. En 2002 se desarrollé una reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) cuantitativa y se mostré una regulacion

positiva de 66 veces esta proteina en tejido neoplasico
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prostatico en comparacidn con tejido sano. Incluso en piezas
quirudrgicas con poca cantidad de cancer, se ha demostrado la
presencia de esta proteina. Actualmente existe en el mercado
un kit de deteccion de DD3 en orina tras masaje prostatico,
con una sensibilidad del 67% y una especificidad del 83% (74,
75).

BIOMARCADORES CELULARES

Células tumorales

Existen kits con combinacién de anticuerpos disefiados para
detectar células epiteliales en sangre. Los anticuerpos van

dirigidos contra CD45 y citoqueratinas 8, 18 y 19. La tincién

circulantes posterior negativa para CD45 vy positiva para las
citoqueratinas indica células tumorales circulantes en sangre
(76).
Se han descrito perfiles autoinmunitarios para distinguir
Respuestas

autoinmunitarias

pacientes con y sin cdncer de préstata, aunque no han sido

validados con posterioridad (77).

p53 vy Bcl-2

El gen supresor tumoral p53 es un marcador de control de
proliferacién celular y apoptosis. El aumento de su
concentracion nuclear se ha asociado con estadios avanzados
del cancer de préstata. El Bcl-2 es una proteina
antiapoptotica que también se sobreexpresa en el cancer de

prostata (78, 79).

Ki-67

Es una proteina asociada a la proliferacion celular con un
patréon de expresion regulador por el ciclo celular. La tincién
con técnicas inmunohistoquimicas de Ki-67 consigue
discriminar entre un cancer de prdstata con peor prondstico y
uno latente, segun la proporcion de células con proliferacién

activa (80).

p63

Homodlogo del gen p53. Se utiliza en combinacidon con
citoqueratinas, habiéndose descrito tasas altas de falsos

negativos (81).
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BIOLOGIA MOLECULAR

Locus génicos de

susceptibilidad

Los antecedentes familiares de cancer de prdstata son un
factor de riesgo para padecerlo. Se han estudiado variantes
polimdrficas de genes que codifican el receptor de
andrégenos, CYP17 y 5a-reductasa tipo 2, relacionandose con
un mayor riesgo de tener cancer de prostata. Otras variantes
estudiadas son los genes que codifican CYP3A, GSTT1,
GSMT1, GSTP1 e IGF-1 (82).

Micro-RNA

Se trata de secuencias con menos de 22 nucledtidos que
participan en la regulacién del RNA mensajero (mRNA). Se ha
demostrado que la deteccién del micro-RNA 141 distingue a
pacientes con y sin enfermedad. Existen otros micro-RNA en

estudio (83).

a-metilacil coenzima

A racemasa (AMACR)

El gen de la AMACR, en el cromosoma 5, tiene regulacién
positiva en los tejidos con cancer de préstata. Se ha descrito
que hasta el 88% de casos con neoplasia prostatica son

positivos para AMACR (84).

Gen UROC28

Localizado en el cromosoma 6q23-24, la expresion de su
proteina en suero puede medirse, y se ha utilizado para

distinguir tejidos sanos y con cancer (85).

Anexina A3

Es una de las proteinas wurinarias utilizadas como
biomarcador. Mediante inmunotransferencia de muestra de
orina a una membrana, se ha demostrado que las
concentraciones de anexina A3 tiene una relaciéon inversa con

la presencia de carcinoma de préstata (86).

Hepsina

Se trata de una proteina transmembrana tipo Il. Analisis de
ADN complementario ha demostrado su sobreexpresion en
cancer de préstata en comparacién con tejidos prostaticos

sanos (87).

NMP 48

Es una proteina de unidn a la vitamina D detectada en suero

de varones con cancer de préstata (88).
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Gen supresor tumoral. Su delecién promueve el crecimiento,
Delecién del gen
proliferacidn, supervivencia y migracién celular, asociandose
PTEN
a tumores de alto riesgo (89).

El gen que codifica la proteasa transmembrana serina 2
(TMPRSS2), regulado por andrdgenos, se expresa tanto en el
epitelio prostatico normal como en las células malignas. El
gen ERG, es un miembro de la familia de oncogenes ETS, que
Fusion de genes
modulan la transcripcidn de genes diana que participan en el
TMPRSS2-ERG
crecimiento y transformacion celular, asi como la apoptosis.
Al fusionarse con TMPRSS2, ERG queda también bajo el
control de los andrégenos lo que sugiere un mecanismo de

transformacién neoplasica (90).

Ademas de lo expuesto en la tabla anterior, una de las caracteristicas de las
células cancerosas son las alteraciones en su metabolismo. En general, las células
neoplasicas utilizan una fuente menos eficiente de generacidon de energia, y por lo
tanto de supervivencia. Mediante una combinacién de cromatografia con
espectroscopia de masa, la metaboldmica consigue diferenciar perfiles metabolémicos
entre tejido canceroso y sano. En el caso concreto del cancer de préstata, una de las
primeras moléculas que se describi6 como claramente diferenciada fue la sarcosina,
aunque posteriormente se incluyeron muchas mds, como se describird
posteriormente. Asi pues, la metabolémica es también una de las ramas de
investigacion basica que esta aportando nuevas conclusiones con el objetivo de

obtener marcadores tumorales (91).

La gran mayoria de los marcadores tumorales investigados para cancer de
prdstata no estan integrados en la practica clinica, debido probablemente a la falta de
métodos estandarizados para su realizacion e interpretacion, aunque también, a la
influencia de un disefio inadecuado de los estudios. La heterogeneidad de este cancer
es un problema adicional, especialmente cuando los especimenes provienen de origen
diferente (biopsia transrectal, RTU de prostata, prostatectomia radical). Por lo tanto, el

uso de una combinacién de marcadores parece una estrategia razonable para
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aumentar la precisién diagndstica y manejar mejor aspectos prondsticos y terapéuticos
de la enfermedad. Los microarrays de anticuerpos para proteinas o acidos nucleicos
son un método optimo para analizar varios marcadores de forma simultdnea desde
una pequefia muestra biolégica. Sin embargo, las muestras de tejido prostatico como
material para evaluar estos marcadores no son lo ideal, debido al caracter invasivo de
las biopsias y al conocido error asociado al muestreo. Ademas, en el estudio de la
enfermedad avanzada, adquirir tejido tumoral de las metastasis dseas (lugar frecuente
de asentamiento metastasico) puede ser dificil desde el punto de vista técnico y limitar
la repeticion de muestreo de estas lesiones. En consecuencia, el conocimiento acerca

de las alteraciones genéticas que surgen en este contexto es aun limitado (92).

Entre los marcadores moleculares tisulares de cdncer de prdstata con uso
clinico, prondstico, y que intentan predecir la respuesta al tratamiento figuran p53,
Bcl-2, Ki-67, PTEN y algunos otros. Una dificultad que se encuentra habitualmente en
estos estudios, es la heterogeneidad al definir la agresividad del tumor y el resultado
final de la enfermedad, aplicdndose distintos criterios clinicopatoldgicos. En otros
casos, poniendo como ejemplo el de PTEN, estas discrepancias se pueden relacionar
con el hecho de que la ausencia del gen tampoco fue definida consistentemente:

delecidn del gen versus la pérdida de expresion de su proteina.

A pesar de estas dificultades, la deteccidn tisular de AMARC, asi como los test
mediante PCR cuantitativa en tiempo real para la determinacion de la expresion de
genes promotores de carcinogénesis, y otros paneles genéticos para cdncer de
prostata, representan una gran promesa como instrumento de diagndstico. Los test
comercializados a partir de ellos podrian tener un gran impacto en la reduccion del
numero de biopsias innecesarias y consecuentemente en el coste/eficacia. En el
campo de los genes de fusion, la elevada incidencia y la conexién con la via de
sefializacion de los andrégenos de TMPRSS2-ERG, hacen que este marcador tenga
mucho potencial en el diagndstico y prondstico, si bien aun no esta disponible ningun
test tisular para uso en clinica. Con relacién a la metilaciéon del gen GSTP1, estas
alteraciones epigenéticas se pueden detectar en el tejido préximo a la lesidon cancerosa

cuyas caracteristicas histolégicas aun son benignas. Este “efecto halo” explica los
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beneficios potenciales de un test de metilacién para complementar los resultados

histopatoldgicos, ampliando la sensibilidad del diagndstico (92).

Con la utilizacién de los marcadores apropiados se podria ayudar a los pacientes
a tomar decisiones clinicas mas efectivas para su plan terapéutico lo que deberia
traducirse en ventajas en cuanto a morbilidad y costes. Para la incorporacidon de
nuevos test moleculares, la demostraciéon de su utilidad clinica con resultados
significativos en cuanto a supervivencia, morbilidad o calidad de vida, resulta un
requisito imprescindible. Un test nuevo puede tener excelente validez analitica y
eficacia clinica probada, pero si esta estrechamente correlacionado con un predictor
clinico o histopatoldgico ya establecido, no proporcionard ninguna utilidad clinica
adicional. En cancer de préstata, el marcador Gleason sigue siendo todavia la
caracteristica aislada mds importante para el prondstico del cancer localizado al igual
gue los nomogramas, basados conjuntamente en PSA, Gleason y estadio tumoral. La
evidencia sobre la validez clinica de los nuevos marcadores para la deteccién y
prondstico de la enfermedad es aln variable e incompleta, dejando incertidumbres
sobre su rendimiento y caracteristicas como sensibilidad, especificidad y valor

predictivo (92).

Los marcadores utilizados hoy en dia tienen cabida en cuatro escenarios clinicos
diferentes. El primero de ellos seria aquel en que el paciente, bien por elevacién de
PSA o por un tacto rectal sospechoso para carcinoma, tiene indicacidn de realizarse
una biopsia de prostata. En esta situacion, existen marcadores que predicen el
resultado negativo de dicha biopsia, por lo que podria evitarse o retrasar el
procedimiento en caso de una escasa positividad para carcinoma de la misma. El
segundo escenario es aquel con casos de biopsia negativa, pero una alta sospecha de
cancer. Asi pues, los marcadores son utilizados aqui para reforzar ese resultado
negativo y/o evitar la realizacion de otra biopsia en un corto periodo de tiempo. El
tercer caso donde los marcadores se muestran utiles es en los pacientes con una
biopsia positiva para un carcinoma que traduce una enfermedad de riesgo intermedio
o bajo, y se les quiere ofrecer una vigilancia activa, pudiendo asi apoyarla o
descartarla. Por ultimo, después de un tratamiento con intencidn radical, el uso de

biomarcadores podria ser uUtil para valorar la necesidad de una terapia adyuvante. (59)
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Se ofrece una informacion detallada de los diferentes test actuales en el mercado y los
marcadores que los componen en la discusién del presente documento. El desarrollo
de nuevos biomarcadores futuros ayudara a la toma de decisiones mas

individualizadas en cada paciente (64, 65).

1.4.6 Modalidades de tratamiento en cancer de préstata

El cdncer de préstata es una patologia con diferentes opciones de tratamiento
en funcién de numerosos factores: potencial maligno de la neoplasia, esperanza de
vida del paciente, estadiaje de la enfermedad, o preferencias del paciente. La
evolucién natural del cancer de prostata varia desde una enfermedad poco maligna y
asintomatica, hasta fases avanzadas con rapida progresién metastasica, sintomas y
corta esperanza de vida. En este contexto, el desafio debe ser ajustar el mejor
tratamiento a cada caso, evaluando expectativa de vida, calidad de vida del paciente o

preferencias del mismo.

En primer lugar, cabe citar a la vigilancia activa y a la conducta expectante. Esta
ultima, hace referencia a la observacion del paciente hasta que presente enfermedad
metastdsica que precise de tratamiento paliativo. Por su parte, la vigilancia activa
traduce una estrategia de seguimiento con biopsias, mediciones en suero de PSA vy
tacto rectal, para comprobar si en algin momento progresa la enfermedad y el
paciente precisa un tratamiento con intenciéon curativa. Aunque los criterios de
"paciente idéneo" para vigilancia han ido cambiando durante los ultimos afios,
actualmente la mayoria de protocolos incluyen pacientes jovenes, con tumores de bajo
volumen, y con bajo grado o intermedio (incluso Gleason de hasta 7, 3+4). El objetivo
de esta estrategia es diferir un tratamiento agresivo que podria no ser necesario a
corto plazo, o incluso evitarlo. Algunos estudios de prevalencia han concluido que
hasta un 10% de pacientes diagnosticados de carcinoma prostatico optan por la

vigilancia activa (93, 94).

La prostatectomia radical, con sus diferentes abordajes (abierta, laparoscdpica o
robdtica), es actualmente el procedimiento terapéutico de referencia para el cancer de

prostata localizado. El candidato ideal seria un varén con expectativa de vida de, por lo
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menos, 10 afos. Antes de optar por este o por el resto de tratamientos, deben
valorarse parametros clinicos e histolégicos para predecir el estadio patolégico del
tumor, e identificar asi a los pacientes que con mas probabilidad pueden beneficiarse
de este tratamiento. Mas alld de las posibles dificultades técnicas de la cirugia, de los
tiempos de hospitalizacién y de recuperacién, las complicaciones frecuentes a medio y
largo plazo son la persistencia de disfuncién eréctil, incontinencia urinaria, y el
desarrollo de estenosis uretral. Factores pre e intraoperatorios como la edad del
paciente o la preservacion en la cirugia de los nervios erectores, influirdn en la mayor o
menor probabilidad de desarrollar estas complicaciones. Afadir que la superioridad
entre los diferentes abordajes quirurgicos en términos funcionales y oncolégicos es

todavia hoy un tema controvertido (95).

Por su parte, la radioterapia de haz externo utiliza haces de radiacién gamma
dirigidos a la prostata y los tejidos adyacentes a través de multiples campos. Con el
objetivo de minimizar la lesién de los tejidos vecinos, se han desarrollado la
radioterapia conformal tridimensional y la radioterapia de intensidad modulada. Los
pacientes con elevadas concentraciones de PSA, con alta carga tumoral y con alta
puntuacion de Gleason, se benefician de instaurar un bloqueo hormonal al mismo
tiempo que reciben radioterapia. La radioterapia adyuvante después del tratamiento
quirurgico se ha descrito como beneficiosa en casos de pacientes con margenes de la
pieza quirurgica afectos por tumor, extension extracapsular del tumor o compromiso
de los ganglios linfaticos. Durante el seguimiento de la enfermedad es aplicada como
tratamiento de rescate tras la cirugia cuando se produce una recidiva bioquimica,
concepto explicado a continuacién. Todavia hoy se desconoce la superioridad de la
radioterapia adyuvante o la administrada de rescate. Otra modalidad de tratamiento
es la braquiterapia, en la cual se implantan semillas radiactivas en la prostata para
conseguir una alta dosis de radiacién del tumor, afectando minimamente a los tejidos

adyacentes. Esta especialmente indicada en tumores localizados (96).

El tratamiento primario de privacién de andrégenos suele ser apropiado en
hombres mayores, con importantes comorbilidades, o en aquellos que no deseen otra
opcion de tratamiento ni una conducta expectante. En todos los casos en que se

instaure este tratamiento hay que ser consciente del riesgo cardiovascular que
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acarrea. La hormonoterapia nunca es curativa, pero en muchos casos puede llegar a
conseguir una remision de la enfermedad local, e incluso metastasica. La orquiectomia
subalbuginea bilateral, los analogos de la hormona liberadora de hormona luteinizante
y los antiandrégenos son los métodos quirargicos y farmacoldgicos que se incluyen

dentro de la hormonoterapia (97, 98).

Otros tratamientos menos frecuentes, destinados al tratamiento de la
enfermedad localizada son la crioablacién, la ablacién por radiofrecuencia y los
ultrasonidos focalizados de alta intensidad (HIFU). Suelen ser aplicados en centros de

referencia y muchas veces dentro de ensayos clinicos (99).

Independientemente del tratamiento, todos los pacientes precisan un
seguimiento con una exploracion, como las determinaciones séricas de PSA,
exploracion fisica y pruebas de imagen. De todas ellas, el PSA es la mas utilizada. La
conocida como recidiva bioquimica, casi siempre precede en afios a la recurrencia
clinica. Los criterios de recidiva bioquimica se enumeran a continuacién, en funcién del

tratamiento recibido por el paciente (100):

e Tras la prostatectomia radical: dos elevaciones de PSA sérico por encima de 0,2
ng/mL.

e Tras la radioterapia: una elevacion de PSA por encima del PSA nadir + 2 ng/mL.
El PSA nadir es el nivel minimo de PSA alcanzado tras el tratamiento.

e Tras la hormonoterapia: tres elevaciones consecutivas de PSA, separadas al
menos una semana, que tienen como resultado dos incrementos del 50% sobre
el nadir, y siempre que este incremento provoque un PSA por encima de 2
ng/mL. Ademads, la testosterona total debe estar siempre en rango de
castracion (menor de 50 ng/dL).

e Tras las terapias locales: no existe consenso.
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CAPITULO 2: RESONANCIA MAGNETICA

2.1 Concepto basico de resonancia magnética

La RMN es una rama de la espectroscopia que trabaja en la regién del espectro
de frecuencias comprendida entre 10" y 10° Hz. Se trata de una técnica basada en la
propiedad de algunos nucleos atémicos, como por ejemplo en nucleo de hidrégeno
llamada espin. Esta propiedad la poseen aquellos nucleos cuyo momento angular de

espin es diferente a cero (I # 0) (ecuacién 1).
Ecuacién 1. Relacion entre la diferencia de energia entre estados del espin

AE=hv=h—==hL By
21 2m

alineacidn
Bo A paralela

(M=+1/2)

1=1/2

(M=-1/2)
alineacion

antiparalela

Figura 5. Efecto en la orientacion del momento magnético de un nticleo atémico con
un nimero cuantico (I) de 1/2 sometido a un campo magnético (B0). Los ntcleos se
dividen en dos grupos, los que se alinean de forma paralela a By y los que se alinean de forma
antiparalela. Adaptada de (101).

Dicha propiedad aporta a estos nucleos un momento magnético, pudiendo
adoptar diferentes orientaciones cuando son sometidos a un campo magnético estable

(Bo). En el caso por ejemplo del nicleo de 'H, se pueden encontrar dos orientaciones,
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M=1/2 y M=-1/2 con diferentes estados energéticos. La alineacion "paralela" del
nucleo corresponderd al estado de menor energia, y la "antiparalela" estara

relacionada con el estado de mayor energia (figura. 5).

Los nucleos no sélo adoptaradn las direcciones mencionadas, sino que al ser
sometidos a un campo magnético estable, presentan un movimiento de rotacidn
sobre su propio eje y de rotacién sobre el eje principal del campo magnético externo

(figura 6) (102, 103).

b)

Figura 6. Modelo de magnetizacion microscépica (a) de los nicleos como vectores
individuales precesionando alrededor de B, y modelo de magnetizacién macroscopica (M) en
(b) resultante de la suma de los diferentes vectores resultantes. Tomada de (103).

Por una parte, el campo electromagnético y el momento magnético podrian
apuntar a la misma direccion, de forma que se establece una configuracion con energia
minima, siendo la predominante en situacién de equilibrio termodinamico. Por otro
lado, los dos vectores pueden apuntar en direcciones opuestas, siendo asi la energia
ligeramente superior. La diferencia de energia entre ambos estados se expresa en la
ecuacion 1. "y" hace referencia a la constante giromagnética, que varia segun el tipo
de nucleo; "h" es la constante de Planck; "By" es el campo magnético del iman; "v" la
frecuencia de Larmor (también llamada de resonancia) y "w" la velocidad angular de

giro de los momentos magnéticos alrededor del campo magnético principal, By (101).
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Si un nucleo es sometido a una irradiacién con la radiofrecuencia apropiada
(frecuencia de Larmor), sucederd el fendmeno de resonancia, de forma que los nucleos
gue ocupan un estado de energia inferior, absorberdn dicha energia y se excitaran,
saltando al estado de energia superior. Una vez finalizada la radiofrecuencia, los
nucleos vuelven a su estado inicial. Los dos niveles estaran condicionados segun las
leyes del equilibrio térmico. La diferencia de energia entre ellos sera proporcional a la
magnitud del campo magnético, estando directamente relacionada con la frecuencia
de Larmor o precesiéon del momento magnético. La diferente orientacion de la

magnetizacion dependera del predominio del tipo de energia (102).

Las bobinas receptoras detectan la precesion de la magnetizacion macroscopica
durante el periodo de relajacién en forma de corriente alterna. La variacién de
intensidad de corriente se llama free induction decay (FID), y es una funcién
exponencial decreciente (intensidad VS tiempo). La transformada de Fourier

transforma esta informacién al dominio de frecuencias (figura 7) (103, 104).

Informacidén sobre los parametros espectrales en RMN puede encontrarse en el

anexo | de este documento.

TF A

o
3 3
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Figura 7. Obtencidn de un espectro a partir de una FID utilizando la transformada de
Fourier. Tomada de (103)

2.2 Aplicaciones biomédicas de la RMN

La RMN presenta dos campos diferentes de aplicacion en el drea de
biomedicina: la espectroscopia, mds conocida en el campo de la bioquimica vy la
investigacion basica, y la imagen, de uso frecuente en la practica médica. Desde que en

1972 se desarrollé el estudio del metabolismo de la glucosa mediante espectroscopia
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de carbono 13, el uso de técnicas basadas en RMN ha ido en aumento. La
espectroscopia aportara informacion sobre los perfiles metabdlicos de muestras
biolégicas, mientras que la imagen es capaz de mostrar estructuras anatdmicas. La
combinacidon de ambas permite obtener conclusiones entorno a la composicién de un

tejido y la localizacion exacta de cambios metabdlicos en dicha composicién (103).

2.2.1 Espectroscopia por resonancia magnética (ERM)

La espectroscopia in vivo es considerada actualmente como el método no invasivo que
mejor estudia el metabolismo de los seres vivos. Mediante la ERM es posible
determinar de forma categdrica y cuantitativa una gran variedad de metabolitos en
cualquier tejido, proporcionando asi informacidon sobre su composicién. A pesar de
todo, existen algunos aspectos que han limitado la generalizacion de esta técnica para
su uso en la practica clinica habitual, como por ejemplo la falta de familiarizacién del
personal sanitario con la misma, la complejidad de interpretracién de los resultados, o
el uso en la practica habitual de campos magnéticos bajos (de 1,5 teslas o 3 teslas) en
comparacion con los campos utilizados en las aplicaciones bioquimicas (limitando asi el

numero de metabolitos a estudio)(103).

La ERM estara regida por los mismos principios generales de la RMN descritos
anteriormente, produciéndose una excitacion de los ndcleos de *H de una muestra vy
detectando la sefial mientras vuelven al estado de equilibrio. Los pardmetros que
describen a cada sefial en un espectro de ERM seran la frecuencia de resonancia (su
desplazamiento quimico), la intensidad y la anchura a media altura. A pesar de todo,
los metabolitos se encontrardn en concentraciones muy bajas en comparacién con el
agua del tejido en cuestion, motivo por el cual es necesaria una presaturacion selectiva
sobre la sefial de agua para disminuir la intensidad relativa de ésta. Ademas, pueden
existir con frecuencia artefactos en la sefial causados por la heterogeneidad del campo
magnético o de la muestra. Asi pues, para obtener un espectro de buena calidad sera

indispensable un campo magnético homogéneo(101).
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2.2.2 Espectroscopia de RMN de alta resolucidn por giro de dngulo magico: High
resolution magic angle spinning (HR-MAS) de muestras bioldgicas

La espectroscopia de alta resolucién con giro en angulo magico, High Resolution
Magic Angle Spinning (HR-MAS) se utiliza desde la década de los 90 para el estudio de
muestras de tejido intacto ex vivo. La técnica posee un alto grado de reproducibilidad,
y no destruye las muestras medidas, de forma que posteriormente los tejidos pueden
ser estudiados histoldgicamente. De esta forma, es posible comparar los datos

espectroscépicos y morfoldgicos (105, 106).

Andrew y col. y Lowe y col. describieron que al hacer girar una muestra sdlida
rapidamente (entre 4 y 6 kHz) en un angulo de 54,72 relativo al campo magnético
principal, se reducia la anchura de las sefales detectadas durante la adquisicidon de
espectros de RMN. Con esto se consigue evitar la pérdida de informacion causada por
las interacciones debidas a la heterogeneidad de la muestra y a los parametros
residuales anisotrépicos, los cuales no pueden ser promediados por el movimiento

browniano en muestras sélidas, tal y como ocurriria en una muestra liquida (103).

El espectro de RMN dependera fundamentalmente del entorno microscépico de
las moléculas investigadas. De esta forma, pueden existir interacciones dipolares
(entre dos nucleos con momento magnético), anisotropia con desplazamiento quimico
(entre nucleo y nube electrénica), y en caso de sélidos interacciones cuadrupolares. Si
una muestra gira sobre su propio eje a altas velocidades manteniendo el angulo
magico con By (figura 8), las interacciones dipolo-dipolo- se promedian resultando un
valor de cero (ecuacion 2). De forma practica, esto conlleva a la reduccién de la
anchura de banda efectiva de las resonancias de interés a valores comparables con los

obtenidos en muestras homogéneas liquidas (103).

Ecuacién 2. Valor de las interacciones dipolares entre nicleos 1y 2. Siendo u0 =
permeabilidad del vacio y u1 el momento magnético del nicleo 1. Cuando 6 = 54274' (angulo

33



Introduccion

magico), 3cos2 = 1y las interacciones dipolares del ntcleo 1 sobre el 2 desaparecen.

3cost@—1
Bl I (.U«:L.uo) X (3cos )

e

41

Figura 8. "Angulo magico" formado dentro de la sonda HR-MAS entre la orientacién
de la turbina para el giro de la muestra alrededor del eje longitudinal de la turbina y
el campo magnético principal (B0). Tomada de (103).

Por otro lado, las interacciones debidas a la anisotropia del desplazamiento
guimico se promedian a un valor diferente de cero y la interaccion cuadrupolar se
promedia sélo parcialmente, dejando una interaccién cuadrupolar residual secundaria.
En liquidos, las interacciones dipolares se promedian a cero debido al movimiento
molecular de las moléculas en disolucidn que se produce. Este promedio a cero de las
interacciones dipolares que se da en liquidos se reproduce en sélidos y semisélidos
mediante el uso de la técnica de RMN de alta resolucién por giro de angulo magico,
obteniendo asi sefiales de anchura comparable a las que se obtendrian con
metabolitos en solucién. A pesar de todo, al girar la muestra en dngulo magico pueden
generarse componentes de modulaciones a frecuencias correspondientes con la

frecuencia de giro de la muestra, conocidas como Spinning Side Bands (SSB), las cuales
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podrian complicar la interpretacién del patrén espectral si no se evita que aparezcan

(101).

Una velocidad de giro moderada (en torno a 3-4 kHz) es suficiente para evitar
efectos de ensanchamiento de la sefial, obteniendo asi espectros de alta resolucion.
Sin embargo, velocidades de giro demasiado bajas (500 Hz o inferiores) puede producir
SSB de intensidad importante en el rango de desplazamiento quimico de interés,
pudiendo enmascarar la deteccion de metabolitos de interés. Algunos estudios han
concluido la velocidad éptima de giro (aspecto que dependera siempre del campo
magnético externo) 3.000 Hz para un By de 9,4T para evitar el problema de las SSB
(107). Por lo tanto, la espectroscopia HR-MAS consistird en hacer girar una muestra a
altas velocidades (1 - 15 kHz) en un angulo de 54,72 respecto a B, llamado "Angulo

magico" (ver figura. 9) (101).

Anion Exchange Membrane

Static Swollen -

~790 Hz MAS [ U

4 kHz MAS ]H
8

T T

6 4 2
'H Chemical Shift (ppm)

Lo B

Figura 9. Membrana de intercambio de aniones en solucion de metanol,
mostrandose el efecto de la velocidad de giro en HR-MAS sobre dicha muestra. En el
espectro superior (verde) la muestra no estd girando. En el espectro central (rojo) la muestra
esta girando a 750 Hz, velocidad a la que aparecen las SSB. En el espectro inferior (azul) la
muestra gira a 4.000 Hz. Imagen extraida de (101).

La técnica HR-MAS se realiza con una preparacidon simple de las muestras,
consiguiendo evitar el paso de extraccidon de metabolitos (por ejemplo, extractos con

acido perclérico para metabolitos solubles)(103). Una de las ventajas del
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procedimiento es que, al usar la muestra intacta, ésta misma se puede utilizar
posteriormente para otros andlisis, por ejemplo el  histolégico o el
inmunohistoquimico. Asi pues, es posible, por ejemplo, comparar los resultados del
espectro metabdlico obtenido con los resultados anatomopatoldgicos de la muestra.
Varios trabajos concluyen la alta concordancia tras validar histolégicamente un tejido
caracterizado metabdlicamente. La espectroscopia de alta resolucidon en tejidos es
también usada para la ayuda en la interpretacién de espectros in vivo de la muestra

correspondiente (108, 109).

En la actualidad, hay diferentes métodos para integrar las sefiales de RMN. No
obstante, la cuantificaciéon de espectros HR-MAS siempre ha sido un reto por las
dificultades de estandarizacién y por la superposicién de sefales. Estas dificultades
conllevan que se realicen rutinas post-procesamiento manuales para el ajuste de
sefiales. Cuando existe un solapamiento importante de sefiales (tanto en HR-MAS
como en liquidos) se suele acudir a secuencias de medida complementarias como son
los espectros 2D. Secuencias de doble adquisicion donde las sefiales se representan en
un espectro de dos dimensiones y se facilita la separacion de las sefiales solapadas. Los
espectros 2D pueden ser homonucleares (*H-'H) o también heteronucleares (*H-C,

'H-°N). (110, 111).

Sobre la cuantificacién, afadir que se puede plantear desde dos
aproximaciones. Una cuantificacién relativa, donde simplemente se integra el area
bajo la curva de las diferentes sefiales y se compara el area de un pico para las
diferentes muestras. Los resultados son adimensionales. Otra aproximacion es una
cuantificacién semi absoluta en la cual se emplea una sustancia patrén interna (TSP,
trimetilsilil propiénico). Mediante un software de cuantificaciéon, se compara el drea
bajo la curva del pico de interés con el drea de la sefial del TSP. En este caso los
resultados se pueden expresar en unidades relativas o directamente en unidades de
molaridad. En el caso particular del HR-MAS no se puede utilizar el TSP pues es un
sistema heterogéneo (liquido-tejido) y la cuantificacion mediante un patrén liquido no

tiene sentido.
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2.3 La metaboldmica en el ambito de la oncologia y el cancer de prostata

La metaboldmica es el estudio de la respuesta metabdlica de sistemas vivos a
estimulos fisiopatolégicos o a modificaciones genéticas. El estudio se realiza de forma
multiparamétrica, intentado establecer la influencia de forma independiente de cada
metabolito en la respuesta que se esta estudiando, sin que la posible relacion se vea
influenciada por otras variables (112). El metaboloma, conjunto cuantitativo de
metabolitos, se establece mediante el andlisis de muestras bioldgicas, en nuestro caso,

tejido y orina como se explicara mas adelante (113).

A medida que el ciclo celular se modifica, por ejemplo durante los procesos de
transformacién neopldsica, los metabolitos que se forman como subproductos de la
actividad celular difieren de los encontrados en fases normales de recambio celular no
maligno (114). Ademas, el metaboloma expresa un cambio dinamico a lo largo del
tiempo, de forma que en diferentes momentos de una enfermedad, el perfil
metabdlico va variando. Asi pues, la metaboldmica, que puede considerarse el estudio
de los productos derivados de la protedmica, transcriptomica y gendmica, presenta
una fuente importante para establecer, con métodos no invasivos, biomarcadores
utiles en el ambito de la oncologia. La metaboldmica combina la espectroscopia con
posteriores procesamientos estadisticos para evaluar y describir el estado metabdlico

(115).

El enfoque practico en el ambito del cancer de prdstata que se le puede dar a la
metaboldmica es muy diverso. En primer lugar, la metabolémica se ha visto como una
buena herramienta de cribado en algunos tumores. En cdncer de mama, por ejemplo,
se ha descrito una sensibilidad del 92% en un modelo predictor creado a base de
metabolitos, superior al cribado realizado con mamografia (sensibilidad del 84%)
(116). En el contexto del cancer de proéstata, seria interesante comparar perfiles
metabdlicos en el cribado, frente al PSA; o lo que podria ser todavia mas rentable para
el diagndstico, crear un modelo predictor con metabolitos y con variables clinicas,

como el PSA.

Otro punto util de la metabolémica es la caracterizacion metabdlica propia del

tumor, es decir, describir el perfil metabdlico y compararlo con el de casos sanos. Esto
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se ha hecho con abundantes neoplasias cerebrales, pancreaticas, de mama, tiroideas o
pulmonares (117). En proéstata, los primeros estudios en metabolémica, publicados
hace mas de una década, iban todos dirigidos a describir el perfil metabdlico de tejido
prostatico canceroso (111, 118-120). Los trabajos mas abundantes en este sentido son
los del cancer de mama, donde ademads de caracterizar los perfiles del tumor, existen
subanalisis para establecer perfiles seglin agresividad del tumor, expresién o no de
receptores, o de subtipos moleculares de tumores (113). En el cdncer de préstata, los
trabajos mas recientes buscan objetivos similares, intentado establecer espectros que

traduzcan grados de Gleason concretos o una mayor carga tumoral (121-123).

Otra utilidad de la metaboldmica hace referencia a la respuesta a tratamientos
o0 a la evolucidon de la enfermedad. La medicina individualizada es cada vez mas
frecuente en el drea de la oncologia, ya que pacientes con la misma enfermedad
pueden responder de forma distinta a un mismo tratamiento. En este sentido, la
metaboldmica ha intentado también predecir respuesta a tratamientos o posibilidades
de recidiva. Aunque los paneles de genes son frecuentemente utilizados para
establecer conclusiones sobre estas cuestiones, el uso de biomarcadores dados por la
metabolomica podria ayudar en la toma de decisiones (113, 124). En el cancer de
prdstata, por ejemplo, conocer el paciente con riesgo de recidiva bioquimica o aquel
gue puede tener una resistencia a la castracion precoz, podria ser util a la hora de

seleccionar un tratamiento o de tener un seguimiento mas estrecho.

2.3.1 HR-MAS en cancer de préstata

Los primeros estudios de HR-MAS en céncer de prdstata se centraron en evaluar
la presencia de enfermedad, carga tumoral y agresividad del cancer. Stenman vy col.
concluyeron en 2011, sobre muestras de 40 pacientes, que no existian perfiles
metabdlicos especificos que pudieran distinguir los diferentes patrones de Gleason,
midiendo muestras con tejido tumoral. En cambio, en muestras prostaticas sin tumor,
pero pertenecientes a prostatas con tumor en otra localizacion de la glandula, si
encontraron relaciones de mio-inositol/escilo-inositol y de colina/creatina que se
relacionaban de forma significativa con el Gleason de la glandula, pudiendo diferenciar

incluso entre Gleason 6 y 7 (122). En este mismo estudio, se comprobd que las
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concentraciones medias de glicerofosfocolina, y de los cocientes fosfocolina/creatina,
mio-inositol/escilo-inositol, colina/creatina, scyllo-inositol/creatina, se correlacionaban
con la carga tumoral en los cilindros prostaticos procesados para las realizar las
mediciones. Incluso, los niveles de glicerolfosfocolina y el ratio fosfocolina/creatina se
relacionaron con los niveles de células que expresaban el marcador Ki67, pudiendo
diferenciar entre tejido maligno y no maligno (122). Son muchos los trabajos

posteriores que se han publicado siguiendo esta linea.

Entre los primeros trabajos sobre cancer de préstata con HR-MAS, destaca en
2010 el de Maxeiner y col., en el cual comparan 16 casos de recidiva bioquimica tras
prostatectomia radical con 16 casos, también operados, sin recidiva bioquimica. Se
realizd un andlisis sobre las 27 sefiales mas intensas, concluyendo que analizando los
cuatro componentes con mayor diferencia de concentracidn entre los dos grupos, se

obtenia un valor predictivo positivo del 78% para predecir la recidiva bioquimica (124).

Ademas de estudios en tejidos intactos, trabajos con HR-MAS también se han
utilizado para obtener perfiles metabdlicos de lineas celulares, por ejemplo células
cancerosas PC3, y comprobar, por ejemplo, su respuesta a quimioterapia. Bayet-
Robert y col, publicaron en 2010 como en cancer de prostata, las células cancerosas
PC3 mostraban un aumento de fosfocolina, lactato y acidos grasos; mientras que
disminuian los niveles de acetato y aminoacidos celulares como glutamina, prolina,
asparagina, arginina, glicina, alanina, lisina, fenilalanina y leucina. Estos resultados
sugieren que técnicas como HR-MAS podrian utilizarse para caracterizar vias de
metabolismo celular, ademas de proporcionar informacién sobre los fenotipos de

células tumorales (125).

Durante los ultimos afios han seguido apareciendo publicaciones que utilizan
HR-MAS para su correlacidén con parametros clinicos, como son niveles de PSA, grados
de Gleason, respuesta a tratamientos como el Degarelix, o localizacién en zona
periférica o central del tumor dentro de la glandula. No obstante, los estudios que
intentan diferenciar tejido sano de tejido tumoral son los mds abundantes, y su

discusién serd abordada posteriormente en este documento (117).

39



Introduccion

Asi pues, en el contexto del cancer de prostata, los estudios con HR-MAS han
demostrado su utilidad para aportar informacién futura sobre esta patologia. Las
conclusiones aportadas por la metaboldmica buscan ser aplicadas en algiin momento
en la practica clinica diaria, intentando ahorrar métodos invasivos diagndsticos como la
biopsia de préstata; mejorando dichos métodos, por ejemplo a la hora de dirigir la
biopsia a zonas prostdticas sospechosas; o como algoritmo de seguimiento en
pacientes diagnosticados de esta enfermedad. Aunque el HR-MAS es una técnica
invasiva, pues precisa de una biopsia, la informacién que aporta intenta desarrollar
modelos de espectroscopia in vivo que permitan evitar cualquier tipo de intervencién

invasiva sobre el paciente en un futuro.

2.3.2 Cuantificacion de biomarcadores en orina mediante RMN. Uso en cancer de
prostata

Como se ha comentado, la metaboldmica ha demostrado ser prometedora para
el diagndstico de enfermedades mediante el uso de biomarcadores, siendo ademas un
método no invasivo para los pacientes. Ademds de su uso en tejidos, también se ha
aplicado la RMN para establecer perfiles metabdlicos en fluidos. En este contexto, se
han utilizado diferentes tipos de fluidos, desde suero, saliva o liquido cefalorraquideo.
Entre todos, la orina se ha descrito como mas ventajosa que el resto por ser un liquido
abundante, estéril, de facil obtencién y sin invasividad, y con poca preparacion para el
procesamiento de la muestra. Ademas, la orina acumula una cantidad importante de

sustancias de desecho, proporcionando asi una rica fuente de biomarcadores (126).

A pesar de esto, también existen una serie de consideraciones que deben
tenerse en cuenta a la hora de buscar e interpretar marcadores en orina. Por ejemplo,
de sobra es conocida la importante variacidon en las concentraciones quimicas en la
orina debido a factores como el género, la edad, la dieta, el estilo de vida, las
comorbilidades, o el ejercicio fisico practicado (126). Todos estos aspectos hacen que
la busqueda de biomarcadores en orina pueda ser una tarea compleja. En el caso
concreto de los metabolitos, sus concentraciones en orina reflejan la dindmica
metabdlica que traduce la respuesta del organismo a factores ambientales, estimulos

fisiopatoldgicos o al perfil genético(127).
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La orina se ha descrito como un biofluido que presenta una fuerte estabilidad
fenotipica o metabolotipica, de forma que, a pesar de la diversidad entre individuos,
sus caracteristicas y composiciones se mantienen bastante estables dentro del mismo
sujeto, lo cual la hace atractiva para establecer perfiles metabdlicos. Su composicién
se basa en moléculas hidrofilicas como azlcares, acidos organicos, aminoacidos,
lipidos solubles, aminas orgdnicas, etc, ademas de sales inorganicas que son lo
suficientemente pequefias como para pasar con éxito a través del sistema
reticuloendotelial del cuerpo (128) . Aunque la presencia de todas estas moléculas es
una ventaja por la riqueza metabdlica encontrada en la orina, la elevada variedad de
sustancias y la diversidad entre sujetos supone el principal desafio en su andlisis.
Algunos metabolitos pueden asociarse a factores fisiolégicos, otros a estados
patoldgicos, otros a exposiciones ambientales, consumo de téxicos o alimentacidn

(129).

Metodoldgicamente, la medicion de muestras de orina y la interpretacion es
similar a la del tejido, como se explicard posteriormente. Uno de los puntos
problematicos de las ciencias Omicas es la dificultad para la cuantificacion de
biomarcadores. Esto se debe a que ciencias como la metaboldmica, no se disefiaron en
inicio para la cuantificacién comparativa, ni tampoco para comparar con precision
diferentes plataformas instrumentales de medicion (128). A pesar de esto, en los
ultimos afios esta habiendo un cambio en esta percepcidn, intentado usar las ciencias
Omicas para cuantificar biomarcadores de forma relativa o absoluta, con el objetivo de

aplicar estas herramientas en la practica clinica habitual (126).

Aunque son bastante menos abundantes los trabajos sobre orina que sobre
tejido, existen algunas publicaciones que han utilizado este fluido para obtener perfiles
metabdlicos. Sreekumar et al., encontraron 87 metabolitos que discriminaban entre
sujetos sanos y con cancer de préstata. De todos ellos, el que mejor respondia al perfil
de biomarcador era la sarcosina(91). Se trata de un aminoacido no proteogénico
generado por el metabolismo de la glicina-N-metiltransferasa. Sin embargo, un estudio
de validacién de estos hallazgos no pudo refrendarlo (130). No obstante, estos
resultados contradictorios pueden deberse a sesgos técnicos. Por ejemplo a la

manipulacidon de muestras, normalizacién, etc (131).
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En conclusidn, las referencias bibliogréaficas en esta area de descubrimiento de
metabolitos no son muy abundantes, en parte por la dificultad de interpretar datos
metabdlicos en orina. No obstante, se piensa que en el futuro podria ser una técnica
relevante para obtener nuevos biomarcadores, motivo por el cual se ha utilizado en el

presente trabajo.

2.3.3 Imagen por resonancia magnética (IRM). Papel de las técnicas de resonancia
magnética en el diagnodstico, estadiaje y seguimiento del cancer de prostata

La imagen por resonancia magnética (IRM) como método diagndstico no
invasivo es una técnica con amplia difusion en los paises desarrollados. Esto se debe a
su importante calidad en el andlisis anatdmico que la convierte en una herramienta
diagndstica basica tanto en el contexto de patologias benignas como malignas. Posee
un alto grado de diferenciaciéon y deteccidn de los diferentes tejidos del cuerpo
humano, ademads de una resolucién espacial dificil de lograr con otras técnicas de
imagen, especialmente en el estudio de tejidos blandos. La riqueza en las imagenes
obtenidas se debe al contraste de las mismas: zonas claras (hiperintensas) y zonas
oscuras (hipointensas) segun los entornos biofisicos en que se encuentran los protones

del agua y segun los pardmetros de adquisicién usados.

En el caso concreto de la préstata, la RMN es la técnica que mejor define su
anatomia. Ademads, la RMN permite valorar la imagen funcional de la prdstata
mediante técnicas como difusién (RMD), espectroscopia (RME) y perfusién con
contraste dinamico (RMC). Para llevar a cabo estos estudios, son precisos equipos de
alto campo, de 1,5 o de 3 teslas. Dependiendo de las indicaciones clinicas y del equipo,

puede bastar para llevarse a cabo una bobina convencional, y no una endorectal.

2.3.4 Resonancia magnética morfoldgica

La secuencia en T1 permite la valoracién de adenopatias pélvicas, analizar la
pelvis dsea para descartar metdstasis y valorar la posibilidad de cambios hemorragicos
en la glandula post biopsia. Por otro lado, la secuencia en T2 debe realizarse de alta
resolucién para valorar la anatomia normal de la prdstata. La zona periférica se

muestra homogéneamente hiperintensa, separada de la zona central-transicional que
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se muestra de forma heterogénea e hipointensa, aunque pueden observarse areas
hiperintensas de adenoma en la misma zona central. El paquete neurovascular (o
nervios erectores) se localiza posterolateral a la glandula periférica (132). El criterio
patolégico de sospecha de cancer en la RMN morfolégica potenciada en T2 se
establece ante la presencia de areas hipointensas nodulares en el interior de la
hiperintensidad normal de la glandula o zona periférica (figura 10). Por otro lado, los
hallazgos que sugieren cancer en la zona transicional son: hipointensidad difusa mal
delimitada, sin el borde hipointenso visualizado en los adenomas y/o interrupcién de la

pseudocapsula quirdrgica.

Figura 10. Anatomia en corte axial ponderado en T2. Sefial hiperintensa normal de la
zona periférica (flechas negras). Pseudocapsula quirurgica (flecha blanca). Zona transicional
con hipertrofia heterogénea normal (asterisco). Capsula verdadera (cabezas de flechas
blancas). Plexo neurovascular (cabezas de flechas negras). Tomada de (133).

2.3.5 Resonancia magnética multiparamétrica

2.3.5.1 Resonancia magnética espectroscopia

La ERM proporciona informacion metabdlica de la glandula. El tejido prostatico
normal contiene cifras elevadas de citrato y cifras bajas de colina; en cambio, el tejido
neoplasico tiene cifras elevadas de colina y reducidas de citrato. El criterio de sospecha
es considerar el cociente (creatina + colina) /citrato > 0,7 basandose en el analisis
realizado en la glandula periférica en equipo de 1,5T, aunque no hay consenso en el

cociente metabdlico que determine la presencia de cancer de préstata debido a la
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propia variabilidad entre pacientes y equipos de exploracion. El criterio mds aceptado
como sospecha de neoplasia en ERM es cuando las cifras de la colina son mas elevadas
gue el citrato (134, 135). A pesar de todo, la espectroscopia tiene poco valor
actualmente en los analisis de RMN multiparamétrica, siendo mds importantes, por

ejemplo, las imagenes en T2 o las secuencias de difusion.

2.3.5.2 Resonancia magnética difusion

La resonancia magnética difusiéon aporta informacién acerca del movimiento
browniano aleatorio de las moléculas de agua libre en el espacio intersticial y a través
de la membrana celular. En general, el tejido neopldsico tiene mas restriccién de la
difusién que el tejido normal debido a la mayor densidad celular, dificultando asi la
normal difusién de las moléculas de agua. La secuencia de difusién aporta informacién,
aparte de la densidad celular, la tortuosidad del espacio extracelular, la integridad de

las membranas celulares y el grado de organizacién glandular (133).

2.3.5.3 Resonancia magnética perfusion

La resonancia magnética perfusidon permite la valoracién de la vascularizacion
de los tumores y de forma indirecta de la angiogénesis. El andlisis de los datos del valor
de la sefial de intensidad del contraste respecto al tiempo puede obtenerse de 3
formas: cualitativo (perfil de la curva), semicuantitativo (cambios en la intensidad de
sefial) o cuantitativo. Las medidas cualitativas miden el tipo de perfil de curva: tipo |
(captacién progresiva), tipo Il (en meseta) o tipo Ill (lavado rapido). Algunos autores
han demostrado que el parametro mas fiable para detectar neoplasia es la presencia
de una pendiente de captacion elevada en los primeros segundos, acompafiada de un

lavado répido (136).

2.3.5.4 Deteccidon multiparamétrica

La utilizacion de la secuencia ponderada en T2 de alta resolucién es
relativamente sensible pero poco especifica para localizar el cancer de préstata. La

utilizacidn de las secuencias funcionales, como la ERM, resonancia magnética difusién
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y perfusion se muestran potencialmente Utiles en complementar la secuencia
ponderada en T2, y mejorar asi la deteccién del cancer de préstata mediante la
combinacién de 1 o 2 secuencias funcionales, ERM, difusién o perfusién. No ha sido
demostrada cudl podria ser la combinacion mas eficaz de las secuencias funcionales
para complementar la secuencia ponderada en T2, ni tampoco la mayor eficacia en
combinar todas las secuencias funcionales. Algunas ventajas e inconvenientes de la

deteccion multiparamétrica se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Ventajas e inconvenientes de la RMN funcional multiparamétrica en el
cancer de prostata (133).

VENTAIJAS INCONVENIENTES

Dificultad de correlacionar la imagen

Identificar pacientes de alto riesgo ,
P g RMN con la ecografia transrectal

Complejidad en disponer de biopsia

Identificar zonas de mayor sospecha dirigida en equipo RMN

Mejorar el rendimiento de la biopsia

dirigida por imagen Artefactos post biopsia

Dificultad en estandarizar, validar los

Evitar biopsias innecesarias y repetidas , .
parametros de las secuencias

Valoracién global de la glandula

Deteccidn y estadificacion del cancer Déficit de implementacién universal de la

Seguimiento post tratamiento RMN de préstata

Posibilidad de gradacion histolégica

La utilizacion de la RMN funcional multiparamétrica como herramienta pre-
biopsia permite obtener informacién topografica de la localizacién del tumor para
dirigir mejor la aguja sobre la lesidn. Se trata de evitar la ineficacia de realizar las
biopsias a ciegas, lo que supone un método poco preciso para identificar el cancer de
prostata. La eficacia de la RMN multiparamétrica ha sido demostrada también en
pacientes con biopsias previas negativas. De todas formas, existe la dificultad en tras-
ladar la informacién de la RMN a la pantalla de ecografia en el momento de la biopsia,
cuando la lesiéon no es evidente en ecografia. Para ello se pueden valorar distintas
opciones. La primera seria detallar de forma especifica mediante un diagrama
morfolégico, la localizacidn del tumor (fusién cognitiva), aunque ello no esta exento de
error operador dependiente. La segunda seria realizar una sincronizacion de la imagen
en RMN sobre la pantalla de ecografia en tiempo real, aunque la dificultad técnica

radica en integrar una imagen estatica como la RMN con la ecografia dindmica. La
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tercera seria realizar la biopsia con guia RMN en la misma sala de exploracién de
resonancia, aunque el inconveniente es la disponibilidad, coste y complejidad del
proceso debido al aparataje necesario. La opcidon mas viable es la de sincronizar la
imagen de la RMN en la pantalla de ecografia en el momento de realizar la biopsia
(biopsia de fusién) (133, 137-139). Un resumen de los criterios de imagen paramétrica

para el cancer de préstata puede observarse en la tabla 6 y en la figura 11.

Tabla 6. Criterios de imagen paramétrica en RM del cancer de préstata (133)

SIGNIFICADO
SECUENCIA BIOLOGICO HALLAZGOS
Ponderada en , e, o
. Morfologia Disminucién de sefial nodular
, . Aumento de ratio
Espectroscopia Metabolismo . .. .
(colina+creatinina)/citrato
Disminuci I fici Al
Difusion Densidad celular isminucion del coeficiente de sefia
aparente
. o Aumento de pendiente inicial (>200%) +
Perfusion Vascularizacién L.
lavado rapido

Figura 11. Imagen multiparamétrica del cancer de préstata. A) Corte axial ponderado en
T2 mostrando lesion hipointensa en el lado izquierdo de la zona periférica (flecha). B) El
estudio de espectroscopia demuestra elevacion de la colina (flecha larga) y descenso del
citrato (flecha corta). C) Imagen de perfusion en mapa de color mostrando lesién nodular de
color rojo traduciendo intensa captacion y lavado rapido del contraste. D) Imagen del mapa de
difusion en color con el célculo del coeficiente de difusién aparente (ADC), traduciendo el color
azul valores bajos de ADC (flecha). Tomada de (133).

46




Introduccion

En el aflo 2012 se publicéd la guia europea para la RMN de préstata. La guia
pretendia estandarizar la exploracidn, las indicaciones y el informe en la RMN
multiparamétrica de préstata, mediante la clasificacién PI-RADS (Prostate Imaging
Reporting and Data System), y poder mejorar la eficacia de la biopsia. La clasificacion
PI-RADS utiliza una puntuacion de 1 a 5 para cada una de las secuencias y una
puntuacion final definitiva, mostrando el criterio PI-RADS mas relevante para decidir el
grado de sospecha de la exploracion. El criterio definitivo, ante discrepancia entre
distintas secuencias, se basa en la secuencia que proporcione mayor relevancia en la
informacion para decidir la puntuacion final. Una puntuacion final de PI-RADS 1 o 2
indica una glandula con baja sospecha de neoplasia, mientras que PI-RADS de 4 0 5

indica sospecha de neoplasia, siendo estos casos tributarios de biopsia (140).

2.3.6 Seguimiento activo y monitorizacion del tratamiento

El cdncer de bajo riesgo se define como un cancer con un estadio clinico < T2,
una escala de Gleason < 6, un nivel de PSA < 10 ng/ml, < 2 cilindros de cancer de
prostata, y 50 % de volumen de cdncer o menos por cilindro. El andlisis
multiparamétrico en T2, RMD, RME y/o RMC ha mostrado resultados prometedores
para correlacionar los hallazgos de imagen a la agresividad del cancer. Los parametros
clinicos y de la RMN multiparamétrica para el cancer de prdstata no agresivo podrian
definirse como el cancer confinado al érgano, < 0,5 cc, valores bajos del cociente entre
la colina y el citrato, valores mas elevados del coeficiente de sefial aparente y tumores
menos vascularizados (141).

En cuanto a la monitorizacién tras tratamiento, una vez se ha comprobado una
recidiva bioquimica, el principal papel de la imagen es poder precisar si se trata de una
recidiva local o a distancia. La RMN funcional puede ser util para descartar, detectar, y
localizar el nivel de la recidiva local tanto para tratamiento quirdrgico como para
radiobraquiterapia, hormonoterapia, crioterapia o ultrasonido focal de alta intensidad

(HIFU) (142).
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2.3.7 Alteraciones metabdlicas descritas en cancer de prdstata. Oportunidades
diagndsticas y terapéuticas

Una propiedad intrinseca de las células tumorales es lo que se ha denominado
como "autosuficiencia metabdlica", haciendo referencia a los cambios metabdlicos en
las células que permiten la carcinogénesis y la progresidon tumoral. Estos cambios van
destinados al aumento de consumo de energia y a la generacion de biomasa, lo que

conlleva la proliferacién de la neoplasia (143).

En muchas células cancerosas, la glucosa se utiliza como fuente de carbono para
los procesos anabdlicos necesarios para apoyar la proliferacién celular. En el cancer de
prdstata son, a menudo, procesos no glucoliticos los que intervienen. En este tumor,
alteraciones en el metabolismo de los lipidos, y mds concretamente de los acidos
grasos, son necesarios para la sintesis de energia, la produccién de membrana celular o
la modificacion de moléculas de seiializacidn. Asi pues, literatura reciente sobre el
tema se ha centrado en la lipogénesis regulada al alza, con procesos como la
biosintesis de lipidos, la B-oxidacidn, la fosforilacion oxidativa, ademas de otros tipicos
en tumores como la glucdlisis o el ciclo del acido citrico (144-146). Ademas de esto, de
sobra son conocidas las conexiones entre vias metabdlicas y oncogenes, sabiendo que

enzimas metabdlicas regulan y a su vez estédn reguladas por este tipo de genes (147).

2.3.7.1 Metabolismo de acidos grasos (FA)

El desarrollo y la progresidon del cancer de prostata estan asociados con mayor
lipogénesis, con niveles de triglicéridos altos en suero, bajos de HDL y altos de LDL. La
hipercolesterolemia se ha descrito en algunos estudios como factor independiente de
cancer de prdstata agresivo, mientras que pacientes con niveles altos de HDL parecen

tener un efecto protector frente a tumores de prdstata agresivos (148, 149).

Una mayor sintesis de acidos grasos, de forma independiente con los niveles
lipidicos circulantes, es un sello distintivo de cancer de préstata. La FA sintetasa, igual
gue otras enzimas lipogénicas y modificadoras de lipidos (ACAC, acetil-CoA lipasa y
SCD) se sobreexpresan en cancer de prostata. En concreto, la FA sintetasa es una

proteina citosdlica que promueve la sintesis de novo de la cadena larga del palmitato.
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Este ultimo y sus derivados son promotores de lipidos estructurales que se utilizan en
la sintesis de membranas de células tumorales, ademas de ser un almacén de energia

util para la proliferacidon celular (150).

Otra via por la cual los FA intervienen en la progresion del cancer de prdstata es
la sintesis de carnitinas a partir de FA, las cuales aumentan la oxidacién en las
mitocondrias, proceso frecuente en cualquier tipo de neoplasia. Ademas de esto, los
FA también tienen el papel de segundos mensajeros, activando la sefializacion de las
principales vias oncogénicas o sirviendo de sustrato para modificaciones oncogénicas

como la palmitoilacién o la potenciacion de sefializacion celular (144).

La principal enzima que se ha relaciona con el potencial oncogénico de los FA es
la SCD1, que actua convirtiendo los FA saturados en monoinsaturados. La actividad de
la SCD1 se ha relacionado con la transformacidn neopldsica, el aumento de la
proliferacidn celular, la supervivencia de las células tumorales y la invasividad. SCD1 se
ha comprobado como sobreexpresada en tejido prostatico canceroso, objetivado tanto
con ARNm como midiendo niveles de proteinas. Otras enzimas implicadas en la
capacidad oncogénica de los FA son la AKT activada o la monoacilglicerol lipasa. De
especial relevancia es la enzima AMPK, encargada de regular la homeostasis entre el
metabolismo de la glucosa y el de los FA. Se ha comprobado que el receptor de

andrégenos actua sobre AMPK aumentado la sintesis de FA (147, 151).

El reto en el futuro serd encontrar farmacos que, alterando la via de los FA,
puedan ser Utiles en el contexto del cdncer de prdstata. Ensayos preclinicos donde se
ha demostrado que moléculas inhibidoras de la sintesis de FA, como teglicar o
etomoxir, conllevan una disminucién de la supervivencia celular tumoral en cancer de

prostata (152).

2.3.7.2 Metabolismo del Colesterol

El metabolismo del colesterol es importante en la sintesis de membranay en la
esteroidogénesis, esenciales ambas en la supervivencia y mantenimiento tumoral. Un
tercio de los lipidos de membrana plasmatica estan formados por colesterol, ademas

de ser el componente principal de los microdominios de membrana. Estos regulan la
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transduccion de sefiales, canalizando estimulos extracelulares hacia el nucleo. Las
sefiales pueden regular la sintesis tanto de colesterol como de otros lipidos. Se han
descrito algunas moléculas presentes en estos microdominios, como AKT, la cual juega
un papel importante en el crecimiento y supervivencia celular, estimulando a nivel

transcripcional genes involucrados en la sintesis de FA y colesterol (153).

La hipercolesterolemia se ha asociado con una mayor proliferacién celular
tumoral, un aumento de activacién de AKT y unos mayores niveles de andrégenos. El
colesterol es un precursor metabdlico para la sintesis de hormonas esteroideas como
los andrégenos. En el cancer de prdstata avanzado, los andrégenos se pueden
sintetizar directamente a partir del colesterol. Ademas, la correlacién in vitro entre
concentraciones de colesterol y CYP17A, una enzima esencial para la sintesis de

androégenos, apoya esta teoria (154).

Otro aspecto conocido sobre el metabolismo del colesterol en el cancer de
prdstata es el aumento del receptor LDL en las células metastasicas. Se ha comprobado
que estas células tumorales esterifican el colesterol en gotas de lipidos para evitar la
toxicidad propia del colesterol intracelular. De esta forma, las células mantienen
niveles de colesterol constantes de forma independiente de los niveles séricos de
colesterol. Estos niveles elevados de colesterol mantienen activos algunos enzimas
reguladores como por ejemplo SRBEP, encargado de la biogénesis celular de colesterol.
Las células tumorales con SREBP2 o SREBP1 controlan directamente el gen transcriptor

de LDL, consiguiendo siempre niveles elevados de colesterol (155, 156).

Sobre posibles dianas terapéuticas en este contexto, se ha comprobado que el
uso de estatinas (farmaco que inhibe el sitio activo catalitico de 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A reductasa), se ha asociado con un menor riesgo de desarrollar
cancer de préstata, incluso se ha concluido un aumento de la supervivencia libre de

progresiéon después de prostatectomia o radioterapia (157).
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2.3.7.3 Metabolismo del folato y metionina

En cancer de préstata, el ciclo del folato es importante y tiene una peculiar
funcion. El agotamiento del folato desencadena la transformacién maligna a través de
la inestabilidad gendmica causada por la hipometilacidon del ADN. Por el contrario, los
altos niveles de folato permiten una alta proliferacién, crecimiento y mejora de la
sintesis de ADN. Es conocido que las células tumorales prostaticas son sensibles a las

concentraciones de folato (158).

Por otro lado, la via de la transulfuracion de la metionina regula la homeostasis
celular. La disregulacion de esta via genera un exceso de radicales libres, dafando
proteinas y ADN. Las células normales estan protegidas de la oxidacién producida por
glutation, un producto de la via de transulfuracion, a través de glutation-peroxidasas y
glutation-transferasas. En el cdncer de prdstata, estas enzimas son silenciadas por la
hipermetilaciéon del ADN, y este efecto podria ser responsable de la resistencia a

algunas terapias (159).

En cuanto a la terapéutica, la importancia del metabolismo del folato queda
subrayada por el amplio uso de la quimioterapia antifolato. En cancer de préstata, los
resultados de estos tratamientos son controvertidos, y en cancer de prostata
resistente a la castracién, la accién de algunos antifolatos llega a interferir con el
receptor de andrégenos. Por ejemplo, el metotrexato inhibe la actividad del receptor
de andrdgenos en pacientes tratados con terapia de deprivacién de andrégenos. El uso
de drogas antifolato podria ser util en los casos de cancer de prdstata en tumores

relacionados con estas alteraciones metabdlicas (158).

2.3.7.4 Metabolismo de aminoacidos: glutaminolisis

La glutaminolisis representa una fuente de carbono y nitrégeno en el ciclo del
acido tricarboxilico, produciendo NADPH. La glutamina se convierte en glutamato a
través de la glutaminansa, y luego en a-cetoglutarato, que ingresa en el ciclo del acido
tricarboxilico, produciendo energia en forma de ATP celular. Adicionalmente, la

glutamina contribuye a la acumulacién de carbono mitocondrial para el
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mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial y para la sintesis de

nucledtidos, proteinas y lipidos (160).

El receptor de andrégenos en las células tumorales regula a los transportadores
de glutamina e impulsa el metabolismo de la glutamina hacia la glutaminolisis, que
conduce a la acumulacién de a-cetoglutarato. Asi pues, el receptor de andrégenos
favorece la absorciéon de glutamina, mientras que farmacos como la rapamicina
disminuye la absorcién mediada por este receptor. Por otro lado, algunos oncogenes
como MYC estan regulados en el cancer de prdstata, siendo su funcién la modulacién
de glutaminolisis en las mitocondrias. La sobreexpresién de MYC en cancer de préstata
induce la conversion de glutamina en acido glutdmico, que es utilizado como fuente de

carbono para la produccién de NADPH (161).

La enzima glutaminasa se ha convertido en un objetivo clave para las terapias

moleculares en esta via, aunque no existen estudios in vivo concluyentes (162).

2.3.7.5 Metabolismo de glucosa

Las células tumorales generalmente exhiben glucdlisis elevada para obtener
energia y produccién de biomasa. Aunque la glucdlisis aerdbica no es un sello
metabdlico especifico del cancer de préstata, un nivel elevado del fenotipo glucolitico
se ha descrito en etapas avanzadas de la enfermedad. Enzimas clave descritas en esta
via son GLUT1, HK1, HK2 y PFK2, todas ellas bajo el control del receptor de andrégenos
(151).

Por otro lado, es especialmente importante el papel de GLUT1, un
transportador transmembrana de glucosa sobreexpresado en cdncer de prdstata y
regulado por el receptor de andrdgenos. Algunos factores como la hipoxia, pueden
aumentar la expresion de GLUT1 en las membranas celulares, y en consecuencia
favorecer la absorcion de glucosa. Se ha demostrado que GLUT1 se sobreexpresa con
mayor frecuencia en cancer de prdstata, y en casos con Gleason elevado. Anadir que la
pérdida de la proteina tumoral 53, frecuente en el cdncer de préstata, también

favorece la expresion de GLUT1 (163).
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Varias moléculas estan siendo investigadas mediante ensayos clinicos en este
contexto. Entre ellas, la silibina, inhibidor de GLUT1, puede reducir la angiogénesis y
regular negativamente EGFR. Otro es la lonidamina, que causa acidificacién

intracelular y apoptosis in vitro de las células tumorales prostaticas (164).

2.3.8 Relevancia clinica

Aunque actualmente no hay relevancia para el uso rutinario de perfiles
metabdlicos como biomarcadores predictivos en cdncer de prdstata, existen ya
argumentos contrastados que revelan una fuerte asociacién entre alteraciones
metabdlicas con el desarrollo y progresion del cancer de préstata. A pesar de que los
perfiles metabdlicos pueden verse alterados por hechos como tratamientos
farmacoldgicos o habitos de vida, hay un creciente nimero de alteraciones descritas
gue se vinculan con alteraciones metabdlicas especificas del cancer de préstata. Por
ejemplo, la enzima AMPK, desregulada también en el sindrome metabdlico y en Ia
diabetes; inhibidores de la glutaminasa; inhibidores de lipogénesis con SREBP1, o
inhibidores de GLUT1, son algunas de las dianas terapéuticas para alterar el

metabolismo que actualmente se encuentran en estudio (147, 165).

De esta forma, como se ha descrito al inicio de esta tesis, el cancer de prdstata es
una enfermedad muy prevalente a nivel mundial, y en la cual se manejan un ndmero
importante de recursos a nivel de diagndstico, de tratamiento o de seguimiento. A
pesar de la introducciéon durante los ultimos afios de nuevas herramientas
diagnodsticas, como la RMN multiparamétrica, el diagndstico definitivo sigue siendo
mediante biopsia prostatica. Este es un método invasivo, y por lo tanto con
complicaciones asociadas. Por este motivo, durante las ultimas décadas existen
numerosas lineas de investigacién en el ambito de los biomarcadores, intentando ir
mas alla del clasico PSA. Aunque se han descrito algunos de los habituales en Ia

practica clinica, su uso no esta hoy todavia implementado de forma generalizada.

La metaboldmica es una de las ciencias émicas capaz de aportar perfiles
metabdlicos especificos de enfermedades, y por lo tanto que podria tener valor para

hallar biomarcadores en el contexto del cancer de préstata. En otro apartado también
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se han descrito alteraciones en vias metabdlicas que ocurren en este tipo de neoplasia.
En caso de poder especificar qué moléculas de estas vias diferencian exactamente los
casos con cancer, con tumores agresivos, o con peor evolucién, podrian desarrollarse
modelos predictores que incluyeran a esos metabolitos y que ayudasen, de forma no

invasiva, a la toma de decisiones en el ambito del cancer de préstata.
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Justificacion e Hipdtesis

2.1. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

El cancer de prostata es una patologia muy heterogénea y con una evolucién
desconocida en muchas ocasiones tras ser diagnosticada. En la actualidad se utilizan
abundantes parametros clinico-patoldgicos y pruebas de imagen para detectar el
cancer de prostata, intentando asi evaluar la necesidad de un tratamiento concreto,
bien de forma temprana o diferida, en funcidn de la agresividad tumoral. A pesar de la
existencia de sistemas predictivos basados en factores histopatolégicos (como la escala
Gleason), bioquimicos (como el PSA), o en la RMN prostatica (como el PI-RADS), éstos
suelen tener importantes limitaciones en cuanto a la prediccién en el diagndstico y en
la evolucion de la enfermedad. Por este motivo, se han depositado grandes esperanzas
en el uso de biomarcadores moleculares obtenidos de las ciencias dmicas, los cuales
podrian estar intimamente relacionados con las caracteristicas bioldgicas del estado
tumoral. Asi pues, se espera que estos biomarcadores se conviertan en un futuro en
una herramienta util para mejorar en el diagndstico y para la prediccion de la
evolucién de esta patologia, ayudando a tomar decisiones en el manejo de esta

enfermedad.

La hipdtesis de partida es que el tejido prostatico de un varén que sufre cancer
de préstata presentara un perfil metabolémico diferencial respecto al de un vardn
sano, y ese perfil metaboldmico puede ser identificado tanto en tejido como en Ia
orina. El cancer de préstata es un proceso gradual que va evolucionando hacia estadios
de mayor malignidad. Pensamos que segun evoluciona la enfermedad a grados
mayores de agresividad, mayor es el cambio metabolémico que se genera en el tejido
y por tanto seria posible correlacionar el perfil metabdlico con el grado de agresividad.
Por otra parte, planteamos la posibilidad de utilizar la orina que esta en contacto con
la préstata cancerosa para la deteccién indirecta del cancer. La presencia aumentada o
disminuida de ciertos metabolitos en la orina pueden aportar informacién adicional

para discriminar la presencia de cancer y estratificar la agresividad del tumor.
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Objetivos

3.1 OBJETIVOS GENERALES

Esta tesis se centra en el estudio metaboldmico de tejido prostatico tumoral
humano ex vivo mediante *H-HR-MAS. Esta técnica permite la adquisicion de espectros
directamente de tejidos intactos (biopsia o cirugia), y se ha vuelto muy importante

para estudios de metaboldmica integrada.
Los objetivos generales de esta tesis son:

1. Describir y comparar caracteristicas clinicas y demograficas de una muestra de
varones de nuestra area sanitaria (departamento de salud niumero 5 de la Comunidad

Valenciana) que se someten a una biopsia prostatica transrectal.

2. Determinar la capacidad del HR-MAS para crear una huella metabdlica que

diferencie el tejido tumoral de un cilindro de préstata de tejido sano.

3. Analizar si la huella metabdlica obtenida en un cilindro permite obtener informacién

sobre la existencia de tejido tumoral en cualquier zona restante de la prdstata.

4. Determinar si el perfil metabolémico de la orina tiene utilidad en el diagndstico del

carcinoma prostatico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos que se pretenden conseguir en esta tesis son los siguientes:

1. Estudiar la capacidad de la metaboldmica por HR-MAS para construir un modelo que
permita valorar mejor la agresividad del tumor o estratificar mejor a los pacientes en

base a la agresividad tumoral (segun grado de Gleason).

2. Determinar si el perfil metabdlico de la orina tiene utilidad para estratificar mejor a

los pacientes en base a la agresividad tumoral (segin grado de Gleason).
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3. Evaluar la capacidad de la metabolémica por HR-MAS para estimar el riesgo de

recidiva bioguimica.

4. Determinar si el perfil metabdlico de la orina tiene utilidad para estimar el riesgo de

recidiva bioguimica.

5. Establecer las vias metabdlicas clave involucradas en el cdncer prostatico y su
conexién con el metaboloma urinario para comprender mejor la biologia del cancer de

prdstata asi como para servir como potencial diana terapéutica
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Material y Métodos

4.1 ESTUDIO POBLACIONAL Y PLANTEAMIENTO
METODOLOGICO

Para el desarrollo de esta tesis hemos planteado un estudio en dos fases (figura
12). Una primera, transversal, en la que se recogieron los datos de las variables clinicas
y anatomopatoldgicas clasicas con respecto al momento de la biopsia y la posterior
cirugia (en los casos que se optd por cirugia como tratamiento) y la realizacion de las
mediciones de metabolitos en tejido y orina. En la segunda fase, ambispectiva, se
realizé seguimiento longitudinal de los pacientes para comprobar si se produjo recidiva

bioquimica, recogiendo estos datos de seguimiento.

’/ ENEROC 2015 Varon con criterio de biopsia prostatica

i Cumple con criterios de inclusion
Biopsia de prostata / Recogida de orina
N |
)]
2 | ! |
= Registro de caracteristicas Registro de variables Registro de histologia de la
— basales de la muestira relacionadas con patologia biopsia
prostatica
l\ Medida de metabolitos en tejido y orina
'p"_
Seguimiento
7
2 ' !
L Tratamiento recibido Presencia/ausencia de
?\-:J recidiva bioguimica

DICIEMBRE 2018

Figura 12. Diagrama de flujo mostrando el planteamiento metodoldgico del estudio.
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El tamafio muestral se calculé en base al tamafio de la poblacién, con un nivel
de confianza y margen de error establecidos (ecuacion 3). Asi pues, se acepté como
tamafio de la poblacidn al nimero de varones de 45 afos (por aumentar el riesgo de
tener cadncer de prostata a partir de esa edad) o mas de nuestro departamento
sanitario en el momento de iniciar el estudio (datos de 2014), siendo de 67.000
hombres (21). Se establecié un nivel de confianza del 95% y un margen de error del
5%. La férmula utilizada para este cdlculo es la que se muestra a continuacién. La
puntuacion aceptada fue 1,96, que corresponde a un nivel de confianza deseado del
95%. Este calculo, se llevd a cabo con el programa estadistico SPSS ver. 20 (IBM Corp.
Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows. Armonk, NY: IBM Corp.) El tamafio

muestral minimo calculado fue de 168 casos.

z*xp (1-p)
82

2
1_
1+(z sz( p))
e“N

Tamaio de la muestra =

Ecuacién 3. Formula empleada para el cdlculo del tamafio muestral, donde e = margen de
error, z = puntuacién z, N = tamafio de la poblacién y p = nivel de significacidn estadistica.

Los sujetos del estudio fueron seleccionados desde consultas de urologia del
Hospital Clinico de Valencia, siendo pacientes que acudian por sospecha de céncer de
prdstata y con alguna de las indicaciones habituales de biopsia: PSA igual o mayor de 4
ng/mL, tacto rectal sospechoso, o seguimiento dentro del manejo de pacientes en
vigilancia activa. El inicio de la recogida de muestras se inicid en enero de 2015, hasta
alcanzar, como minimo, el tamafio muestral deseado. La mayor parte de pacientes
pertenecian al drea de salud 5 de la Comunidad Valenciana. En el momento de inicio
del estudio, vivian 350.905 personas en este departamento, siendo varones 169.656,
de los cuales 67.000 tenian igual o mas de 50 afios.

Los criterios de inclusién planteados para participar en el estudio fueron:

e Pacientes mayores de 18 afios que entendiesen el estudio y que dieran su
consentimiento para participar en el mismo. Todos los casos debian leer el

consentimiento informado, entenderlo, y dar su aprobaciéon mediante firma.
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e Pacientes que llegasen correctamente preparados para realizar la biopsia
transrectal de prdstata, siguiendo de forma estricta el protocolo de biopsia
prostatica del Servicio de Urologia que se expone posteriormente.

e Pacientes que aceptasen y tolerasen un masaje transrectal de prdstata
previamente a la biopsia, y que pudiesen orinar a continuacién para la recogida
de orina.

e Pacientes que tolerasen bien la biopsia de forma que pudiera extraerse una

muestra de mads para su estudio metaboldmico y posterior histolégico.

De todos los pacientes incluidos se recogieron las caracteristicas demograficas
basales, relacionadas con la patologia prostatica, y también datos sobre la evolucion
de la enfermedad. Los datos recogidos incluyeron la edad de los pacientes en el
momento de la biopsia (en afios) y las comorbilidades. Dentro de las comorbilidades se
registré el indice de masa corporal (IMC); la presencia o ausencia de hipertension
arterial (HTA); diabetes mellitus (DM); dislipemia (DL); neumopatia; neuropatia;
cardiopatia; vasculopatia; endocrinopatia; patologia digestiva; hiperplasia benigna de
prostata (HBP); o depresién. El IMC se tuvo en cuenta tanto para describir las
caracteristicas basales de la muestra como para relacionarlo con la patologia
prostatica, ya que la obesidad se ha descrito como un factor que puede aumentar el
riesgo de cancer de prdéstata (7). Para describir las caracteristicas basales, la muestra se
agrupd segun IMC en normopeso (menor de 25), sobrepeso (entre 25 y 29,9), y
obesidad (igual o mayor de 30). Todos los datos de comorbilidades se recogieron a
partir de la informacién disponible en el programa Abucasis, el sistema para la gestién
sanitaria de la Agencia Valenciana de Salud. En este sistema se encuentran todos los
antecedentes médicos del paciente incorporados por cualquier profesional sanitario
en algin momento.

También se registraron caracteristicas basales en relacion con la patologia
prostatica: valor de PSA (en ng/mL), densidad de PSA (PSAd) y cociente de PSA en la
biopsia; volumen prostatico medido por ecografia transrectal en cc (midiendo los tres
ejes espaciales entre si y por 0,55); grado de Gleason en la biopsia transrectal;
afectacion tumoral de las vesiculas seminales; casos con tumor o ausencia de tumor

tanto en el estudio de la biopsia estandar como en el cilindro utilizado para el estudio
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metaboldmico; casos con sospecha al tacto rectal y con sospecha ecografica de
carcinoma; y casos con recidiva bioquimica. En el apartado descriptivo, para los
valores de PSA y de fracciones de PSA se utilizaron los puntos de corte mas utilizados
en la prdctica clinica habitual (166). Asi, la muestra se dividié segun niveles de PSA en
menor de 4 ng/mL, entre 4-10 ng/mL, y mayor de 10 ng/mL. Segin PSAd, entre mayor
y menor de 0,15 (sospechoso para carcinoma mayor de 0,15), y segun cociente de PSA
en mayor y menor de 0,2 (sospechoso para tumor menor de 0,2). Ademas, se
registraron el porcentaje de cilindros afectos (dentro de los 10 biopsiados) y la zona

prostatica afecta en la biopsia (periférica, central o ambas).

4.2 RECOGIDA DE MUESTRAS

Todas las muestras bioldgicas se recogieron previo consentimiento informado de
los pacientes, y de acuerdo con los requisitos establecidos en la Declaracién de Helsinki
y en la Asociacion Médica Mundial (World Medical Association, WMA), tras la
aprobacién del Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital Clinico Universitario
de Valencia, y del Comité Cientifico Interno de la Fundacién de Investigacion del
Hospital Clinico Universitario de Valencia (documentos adjuntos en anexo ).

Mediante un proceso de biopsiado transrectal, se obtuvieron de cada paciente
10 cilindros para el estudio histolégico habitual, y 1 cilindro para el estudio
metaboldmico y posterior estudio histoldgico. En adelante, al cilindro utilizado para el
estudio metabdlico lo denominaremos "cilindro HR-MAS" y a los otros diez cilindros
recogidos se les citara como "biopsia estandar". Adicionalmente, se realizd un masaje
transrectal y se recogid la orina posterior tras micciéon espontdnea, en el momento
inmediatamente previo a la biopsia. Después de la recogida de muestras, el cilindro
HR-MAS vy la orina fueron enviados la misma manana de la recogida al Laboratorio de
Imagen Molecular y Metaboldmica de la Unidad Central de Investigacién en Medicina
de la Universitat de Valéncia, para ser congeladas a -802C y mantenidas alli hasta su
procesamiento y medicién. El cilindro HR-MAS, tras ser medido, se envid al Servicio de
Anatomia Patoldgica para su estudio histoldgico. Al mismo tiempo, los 10 cilindros de
la biopsia estandar, destinados al estudio histoldgico habitual, fueron fijados en formol

en el momento inmediato a su recogida y transportados al Servicio de Anatomia
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Patoldgica del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Tras ser medidos vy
procesados los cilindros de HR-MAS, se recuperd la muestra, se fijo6 en formol y

trasladada al Servicio de Anatomia Patoldgica para su estudio histoldgico.

Por otra parte, la base de datos fue completada conforme los casos eran
recogidos. De esta forma, las caracteristicas basales de los pacientes se registraban en
el momento de inclusidn en el estudio; las caracteristicas anatomopatoldgicas se
registraban un mes después de la recogida, que es el tiempo que tardan en ser

informadas las biopsias en el Servicio de Anatomia Patoldgica.

A modo de resumen, la figura 13 muestra esquematicamente el procedimiento
de recogida y gestién de la muestra bioldgica hasta la medida de RMN vy el estudio

histopatoldgico del tejido.

L

/ BIOPSIA ESTANDAR
\ /' x10

,/1\

- -

CILINDRO HR-MAS

Figura 13. Diagrama de flujo mostrando el procedimiento de recogida de muestras y
su posterior envio al Laboratorio de Imagen Molecular y Metabolédmica y al Servicio
de Anatomia Patoldgica.
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4.2.1 Biopsia transrectal

El material bioldgico correspondiente con tejido prostatico fue recogido en el
momento de realizacion de biopsia transrectal de prdéstata. Las indicaciones mas
frecuentes para llevar a cabo esta exploracién fueron: PSA igual o mayor de 4 ng/mL,
tacto rectal sospechoso, o seguimiento dentro del manejo de pacientes en vigilancia
activa. A todos los pacientes se les indicd la biopsia en alguna visita desde consultas
externas de urologia, debiendo entender en qué consistia la exploracion y firmando el
consentimiento informado bien de la Conselleria de Sanitat Universal i Salut Publica, o

bien de la Asociacidon Espafiola de Urologia.

El protocolo utilizado en el Servicio de Urologia del Hospital Clinico Universitario
de Valencia para la realizacion de biopsia transrectal durante el periodo de

reclutamiento, se expone a continuacién:

1. Preparacioén del paciente.

e Para evitar complicaciones infecciosas, los pacientes debian tomar
ciprofloxacino, 500 mg, uno cada 12 horas, comenzando el dia previo a la
realizacion de la biopsia. En caso de alergia medicamentosa a quinolonas, el
antibidtico era sustituido por cefuroxima 500 mg, uno cada 12 horas,
empezando también el dia previo. La pauta antibidtica debia mantenerse hasta
un total de 5 dias.

e Como preparacion intestinal, se administraba un enema transrectal de limpieza
de 250 ml, la misma mafana de la prueba.

e En caso de toma habitual de anticoagulantes, los pacientes debian acudir a su
centro de control de tratamiento anticoagulante para suspension temporal o
sustitucion por heparina de bajo peso molecular previamente a la biopsia.

e En caso de tratamiento con clopidogrel o con acido acetil salicilico 300 mg, se
sustituyd el tratamiento 5 dias antes y hasta 5 dias después de la biopsia por

acido acetil salicilico 100 mg.

2. Exploracién y toma de muestra prostatica.
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e La exploracion se inicié con un examen fisico mediante tacto rectal.

e La realizacién de la biopsia se llevé a cabo con el paciente en decubito lateral,
flexionando las rodillas, e intentando llevarlas hacia el pecho.

e El ecografo utilizado fue un G50 de Siemens®.

e En todos los casos se inicid la técnica infiltrando anestesia local para disminuir
las molestias en los pacientes. Esto se llevd a cabo mediante la inyeccién de 4
ml de lidocaina al 2%, inyectando 2 ml en la zona del dngulo prostatoseminal y
2 ml en la zona del apex prostatico, con una aguja de 20G.

e A continuacidn, se procedid a la realizacién de la ecografia (no incluia ningun
programa de analisis de imagen). En ella se calculaba el volumen de préstata
mediante la medicidn de los didmetros craneocaudal, lateral y oblicuo de la
prostata. Ademas, se buscaron imagenes sospechosas de afectacion tumoral,
como son zonas hipoecoicas, ausencia de bordes nitidos en la periferia de la
glandula, o el borramiento del angulo prostatoseminal. En la figura 3 de este
documento pueden observarse imagenes sospechas de carcinoma en ecografia.

e El protocolo habitual comprendia la obtencién de 10 muestras, 5 del I6bulo
izquierdo y 5 del derecho. De cada Iébulo se tomd un cilindro de tejido de la
zona periférica basal, periférica media, periférica apical, medial basal, y medial
apical (estas dos ultimas localizaciones correspondientes a la zona central
prostatica). Los cilindros se extrajeron mediante una aguja tru-cut de 18 Ch de

grosor y 25 cm de longitud. Dentro de cada zona, en caso de existir una zona

ecograficamente sospechosa de tumor, se tomé la muestra en ese lugar.

- -
- -

Figura 14. Esquema de biopsia seguido en el Servicio de Urologia del Hospital Clinico
Universitario. En verde, zona periférica basal; en marrdn zona periférica media; en negro,
zona periférica apical; en morado, zona medial basal; en azul, zona medial apical.
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Cada uno de los cilindros extraidos eran depositados en un bote no estéril con
formol, indicando en cada bote la localizacion prostatica de la cual procedia el
tejido. De esta forma, se consiguid localizar el lugar de asentamiento exacto el
tumor en caso de existir.

Los botes eran transportados al final de la jornada al Servicio de Anatomia

Patoldgica para su procesamiento y estudio histoldgico.

En aquellos pacientes que cumplian con los criterios de inclusion del estudio, se

anadieron las siguientes maniobras a la biopsia estandar:

Inicio del procedimiento cuando el paciente tuviera el suficiente deseo de
miccidn espontdnea, para poder recoger asi muestra urinaria.

Durante el tacto rectal debia realizarse un masaje digital prostatico, con el
objetivo de obtener liquido prostatico en la posterior muestra de orina.

Miccidn espontdnea y recogida de orina en un bote antes de iniciar las
maniobras de ecografia transrectal.

Recogida de un cilindro "extra" para su procesamiento y medida en el
Laboratorio de Imagen Molecular y Metaboldmica. En caso de existir una zona
ecograficamente sospechosa, la muestra adicional debia tomarse de esa
localizacidon. Los cilindros extra (cilindro HR-MAS), a diferencia de los 10 del
protocolo habitual (biopsia estandar), eran depositados en un bote no estéril
sin formol, indicando en cada bote un cédigo anénimo e inequivoco para cada
paciente.

Traslado de las muestras (la porcién de tejido prostatico y la orina recogida)
tras su recogida al Laboratorio de Imagen Molecular y Metabolémica para su

conservacion en ultra congelacién a -802C.

El hecho de tomar un cilindro extra para realizar el estudio o de realizar un

masaje prostatico, no fue considerado como una alteracion significativa de la practica

clinica habitual. Existen numerosos protocolos de biopsia transrectal, diferentes al

utilizado en nuestro servicio, consistentes en tomar mas muestras que las 10 obtenidas

habitualmente en nuestro hospital (167). Las tasas de complicaciones en estos
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protocolos son escasas, por lo que consideramos que tomar un onceavo cilindro, no
supuso ningun perjuicio sobre los pacientes. Ademas, el cilindro destinado al estudio
metaboldmico fue posteriormente procesado para su estudio histoldgico, de forma

que también resultd atil para el diagndstico de carcinoma en los pacientes.

4.2.2 Muestra de orina

Para la recogida de la muestra de orina se sigui6 el siguiente protocolo:

e En el momento inmediatamente previo a la biopsia, y cuando el paciente
tuviera el suficiente deseo de miccién espontanea, se realiz6 un masaje
transrectal prostatico.

e Miccion espontanea y recogida de orina en un bote no estéril, antes de iniciar

las maniobras de ecografia transrectal.

De manera similar a la muestra de tejido, cada bote de orina fue rotulado con un
cdédigo andnimo e inequivoco para cada paciente, y trasladado al Laboratorio de

Imagen Molecular y Metaboldmica para su conservacién en ultra congelacién a -80°C.

4.3 ESTUDIO HISTOLOGICO EN EL SERVICIO DE
ANATOMIA PATOLOGICA

Tras la recepcion de las biopsias en el Servicio de Anatomia Patoldgica, se
prepararon las muestras mediante el protocolo estdndar de procesamiento para
visualizacion al microscopio 6ptico. El protocolo incluye las fases de fijacidn,
deshidratacidn, inclusién, corte, desparafinado e hidratacion, tincién y montaje.

Las muestras de prdstata se fijaron en formaldehido al 10% y se procesaron de
forma automatizada (procesador tisular de vacio Leica ASP6025®) en alcoholes en
concentraciones crecientes y xiloles, para su inclusiéon en bloques de parafina. Se
realizaron secciones de 3 micras que se tineron con hematoxilina-eosina, de acuerdo al
protocolo validado Dako Reagent Management System® en el tefiidor-montador

automatico Dako CoverStainer® (168).
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El estudio inmunohistoquimico para diagndstico histopatolégico, se realizé
mediante tres anticuerpos monoclonales (racemasa, p63 y Ck34betaE12; ver tabla 7).
La racemasa permite distinguir entre carcinoma, PIN de alto grado, hiperplasia
adenomatosa atipica, y glandular normal. Los otros dos anticuerpos sefalan la
presencia de células basales en las glandulas benignas, estando estas células ausentes
en los carcinomas de préstata (169). La técnica de inmunotincion se realizé siguiendo el
protocolo de visualizacién Dako EnVision FLEX ® en el inmunotefidor Dako Autostainer

Link 48 ©(168).

Tabla 7. Diferentes anticuerpos y su descripcion utilizados para el estudio
inmunohistoquimico de las muestras (168).

ANTICUERPO CLON DILUCION CASA COMERCIAL
RACEMASA 13H4 prediluido Dako

p63 DAK-p63 prediluido Dako
CK34betaE12 CK34betaE12 prediluido Dako

4.4 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA LA
DETERMINACION DEL PERFIL METABOLICO MEDIANTE
RMN

Las medidas del cilindro HR-MAS se realizaron mediante una sonda de High-
Resolution Magic Angle Spinning de 4mm para semisdlidos (figura 15). El proceso de
preparacion consistié en coger la totalidad de la muestra disponible congelada (1-12
mg), introducirla en un rotor de 50 pl de zirconia y afiadirle 25 pl de D,0. El proceso
completo de manejo de la muestra para la preparacién del rotor se llevé a cabo en frio
mediante nitrégeno liquido para evitar la descongelacién y posible degradacion de la
misma. La manipulacién de la muestra y el proceso de preparacién del rotor no duré
mas de 5 minutos. Los espectros se adquirieron a una temperatura constante de 277K

dentro del rotor.
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Figura 15. Material utilizado en el Laboratorio de Imagen Molecular y Metabolémica

para el procesamiento de las muestras. A) Sonda QXI de 5 mm para liquidos utilizada para
medir las muestras de orina. La sonda utilizada para medir los cilindros de tejido fue de 4 mm
de HR-MAS (para semisdlidos) con una apariencia externa similar. B) Materiales utilizados para
montar el rotor y comparacién de tamafio con una moneda de 1 céntimo de Euro. C) Adicion
de 25 pl de D20 a la muestra del cilindro prostatico. D) Forma final del rotor montado y
comparativa de tamafo con una moneda de 1 céntimo de Euro.

Por otro lado, las muestras liquidas de orina se prepararon en tubos de 5mm de
RMN de alto campo para Samplelet. El procedimiento general de preparacion de las
muestras consistié en adicionar 80 pL de una solucion de NaH,P04.H,0 (39mM)
/Na,HPO,4.7H,0(62mM) / acido trimetilsililpropanoico-d4 (TSP, 31,54 mM) en D,0 a
425 ul de orina e introducir el total de la mezcla dentro del tubo de 5mm de RMN. La

concentracion final de TSP en el tubo de medida fue de 5,05 mM.
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4.4.1 Adquisicion de los espectros de RMN

4.4.1.1 Muestras de tejido prostatico

Todos los espectros fueron adquiridos en un espectrometro Bruker Avance lll
DRX 600 (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten, Alemania) operando a una frecuencia de
'H de 600,13 MHz (figura 16). El espectrémetro esta equipado con una sonda de triple

. ’ 1,, 13~ 15
resonancia de HR-MAS para los nucleos "H-""C-

N, con juego de rotores de 4 mm, con
gradiente de campo magnético alineados con el eje del dngulo magico. La velocidad de
giro de las muestras se mantuvo a 5000 Hz para mantener las bandas laterales de
rotacién fuera de la ventana de adquisicidon. Con el fin de minimizar los efectos de la
degradacion del tejido con la temperatura, lo que alteraria la composicion metabdlica
de la muestra, todos los espectros fueron adquiridos a una temperatura de 277 K.
Antes de realizar las medidas correspondientes a las muestras, se corrigid la posible
diferencia entre la temperatura interna del rotor respecto a la nominal mediante un
calibrado con una muestra de metanol 100%. Para todas las muestras se adquirié un
experimento de un pulso simple con presaturacion de agua, de 15 minutos de
duracion, con 2,27 segundos de tiempo de adquisicion, 256 repeticiones, 32768 puntos
adquiridos y 1 segundo de tiempo de relajacion. La presaturacion del agua se uso
durante 1 segundo a lo largo del tiempo de reciclado para la supresién de la sefial del
solvente. La anchura espectral para todos los espectros fue de 8000 Hz (12 ppm) para
el espectro de 'H. Para todas las muestras se adquiriéd un experimento de un pulso
simple con presaturacién de agua, con 256 repeticiones y 32768 puntos. La
presaturacion del agua se usé durante 1 segundo a lo largo del tiempo de reciclado
para la supresién de la sefial del solvente. La anchura espectral para todos los
espectros fue de 8000 Hz para el espectro de 'H. Antes de aplicar la transformada de
Fourier a los datos, se multiplico la FID (decaimiento libre de la seial) por una funcién

exponencial de anchura de linea de 1 Hz.
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Figura 16. Material utilizado en el Laboratorio de Imagen Molecular y Metabolomica
para la medicion de las muestras. A) Espectrometro Bruker Avance IIl DRX 600 (Bruker
Biospin GmbH, Rheinstetten, Alemania), utilizado en este estudio. B) Pantalla de la unidad de
HR-MAS mostrando la velocidad de giro de las muestras de tejido prostatico (5000 Hz).

4.4.1.2 Muestras de orina

Al igual que en tejido, todos los espectros fueron adquiridos en un
espectrometro Bruker Avance Il DRX 600 (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten,
Alemania) operando a una frecuencia de 'H de 600,13 MHz y equipado con una sonda
QX 5mm de cuadruple resonancia *H/*C/*N/3'P. La gestién de los tubos de medida,
entrada y salida del espectrémetro, se realizdé mediante un robot muestreador
termostatizado Samplelet. La temperatura de la muestra dentro del equipo se
controlé mediante una unidad enfriadora BCU Xtreme. La uniformidad del campo
magnético se consiguid inicialmente mediante un ajuste manual de las bobinas de
homogeneidad usando un experimento 1D con presaturaciéon de agua en modo
interactivo. Para el resto de las medidas, la homogeneidad de campo se mantuvo
mediante una rutina de correccion automatica (TopShim) implementada en el
software del equipo. La temperatura nominal de la muestra durante las medidas se
mantuvo constante en 310K. Para todas las muestras se adquirié un experimento de
un pulso simple con presaturacion de agua, de 3 minutos de duracién, 256
repeticiones, 65.000 puntos, 2 segundos de tiempo de relajacion y 3,94 segundos de
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tiempo de adquisicion. La presaturacion del agua se ejecutd durante 1 segundo a lo
largo del tiempo de reciclado para la supresién de la seial del solvente. La anchura
espectral para todos los espectros se ajustd a 8000 Hz para el espectro de 'H. Antes de
aplicar la transformada de Fourier a los datos, se multiplicé la FID (decaimiento libre de

la sefal) por una funcién exponencial de anchura de linea de 0,3 Hz.

4.4.2 Procesado de los espectros

Los espectros se procesaron, previamente al analisis, mediante correccion
manual de fase, ajuste de la linea base y referenciado del desplazamiento quimico
usando el software MestReNova 10 (Mestrelab Research S.L., Santiago de Compostela,
Espafia). En el caso de las muestras de tejido prostatico, el desplazamiento quimico del
espectro se referencié a la sefial doblete del metilo de la molécula de alanina a 1,475

ppm, y para las muestras de orina, el espectro se referencio a la sefial del TSP a -0.016

4.4.2.1 Asignacion de los espectros

La asignacion de las sefiales de los espectros se realizé de acuerdo a la
informacion disponible en la bibliografia publicada, las bases de datos especializadas
(HMDB, BMRB, etc.) y la base de datos espectral incluida en el programa de ajuste y

cuantificacién Chenomx NMR Suite 8.1 (Chenomx Inc, Alberta, Canadd)(170).

4.4.2.2 Procesado de los datos

Los experimentos que se emplearon con el objetivo de cuantificar los niveles
metabdlicos fueron, en todos los casos, los correspondientes a la secuencia '"H-RMN
ZGPR de la libreria de secuencias de Bruker. Las sefiales que pertenecen a los
metabolitos seleccionados se asignaron y cuantificaron utilizando el programa de
ajuste y cuantificacion Chenomx NMR Suite 8.1 (Chenomx Inc, Alberta, Canadd)(170) y
rutinas propias semiautomaticas de ajuste al area del pico desarrolladas en MATLAB
R2019b (MathWorks, Natick, Estados Unidos). En el caso de la integracién de picos
mediante MATLAB procedimos previamente a un troceado equidistante en segmentos

de 0,005 ppm de anchura de todo el espectro. La concentracién de los metabolitos se
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expresa en unidades de area bajo el pico, normalizada a la suma del area espectral

total, con el fin de hacer directamente comparables todas las muestras entre si.

4.5 ANALISIS ESTADISTICO

4.5.1 Datos poblacionales

Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico SPSS ver. 20
(IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows. Armonk, NY: IBM Corp.).
Como parte del andlisis estadistico, en primer lugar, se llevd a cabo un analisis
descriptivo con las caracteristicas basales de la muestra. Las variables registradas
fueron citadas en el punto 4.1, al hablar de la muestra poblacional. Las variables
categdricas registradas se expresaron en valores absolutos y en porcentajes, mientras
qgue las variables continuas se expresaron en medias y desviaciones estandar, y en
mediana e intervalos. En el apartado de datos poblacionales, ademds de analisis
descriptivos, se realizaron analisis comparativos, por ejemplo, entre grupos con y sin
tumor, o entre grupos con diferentes grados de Gleason. En funcién del objetivo del
analisis, se realizaron diferentes test estadisticos: para comparar porcentajes se utilizé
un test-Chi cuadrado, o un exacto de Fisher en el caso de que alguno de los grupos
estuviera formado por cinco o menos casos. Para comparar medias, se comprobd la
normalidad de la muestra mediante un test de Kolmogorov-Smirnov, y en caso de una
p>0,05 en este test, se aceptd una distribucion normal y se utilizaron test
paramétricos. En caso de poder utilizar test paramétricos, se usd un t-Student para
comparar medias entre dos grupos, o un ANOVA para comparar medias entre tres o
mas grupos. Si habia que utilizar test no paramétricos por una distribucién no normal,
se utilizé un U de Mann-Whitney para comparar medias entre dos grupos o un
Kruskall-Wallis para comparar entre tres o mas grupos. En casos concretos, como en el
PSA y PSAd, se utilizé una comparacién de medianas, ya que la desviacion estandar de
las medias resulté tener valores muy extremos, y metodolégicamente fue mas

correcto comparar medianas. Se utilizé el test de la mediana para la comparacién.
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Dentro de los datos poblaciones, también se registré la evolucién de los
pacientes con diagndstico de carcinoma, comprobando el manejo terapéutico utilizado
en los 105 casos con carcinoma. En los casos de varones sometidos a prostatectomia
radical, se registr6 ademas la informacién histoldgica de la pieza de prostatectomia
(Gleason, zona prostatica afecta, estadio de la enfermedad tras la cirugia, invasién
vascular o linfatica, e invasién perineural). También se comprobaron los casos que
tuvieron una recidiva bioquimica durante la evolucidn tras el tratamiento, y se calculd
la media y desviacion estandar de tiempo hasta su desarrollo. El seguimiento se llevd a

cabo desde enero de 2015 hasta diciembre de 2018, un total de 36 meses.

4.5.2 Analisis de los datos metabolédmicos Analisis quimiométrico

El andlisis multivariable de los datos metaboldmicos se realizé en el entorno de
programacion cientifica y matematica MATLAB R2019b (MathWorks, Natick, Estados
Unidos), en el que se utilizaron las rutinas propias disefiadas e implementadas en el
Laboratorio de Imagen Molecular y Metabolémica y el paquete de herramientas
estadisticas PLS_Toolbox (Eigenvector Research, Inc., Washington, Estados Unidos). En
la busqueda de correlaciones globales se emplearon técnicas avanzadas de estadistica
multivariante como el Anadlisis de Componentes Principales (PCA), para detectar
patrones y/o agrupaciones dentro de los grupos de las muestras, y el Analisis
Discriminante de Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA) para forzar la separacion

entre grupos y construir modelos discriminantes.

Inicialmente se aplicé un PCA al conjunto de datos procesados para explorar la
posibilidad de separacidon espontdnea entre los grupos experimentales e identificar
qué variables contribuian mas a la separacién. Un andlisis PCA es un método no
supervisado que permite proyectar en un espacio de pocas dimensiones la
complejidad de un sistema experimental complejo multivariable. Cuando la separacién
entre grupos fue compleja e incompleta, se procedié a realizar un analisis
discriminante supervisado como es el PLS-DA. Los diagramas de cargas de las variables
latentes y el valor VIP score de cada una de ellas fueron los métodos empleados para

determinar los metabolitos que tenian mayor contribucién al modelo.
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Una vez identificados los metabolitos mas relevantes, se cuantificaron
individualmente mediante deconvoluciéon de la sefial de RMN y sus niveles fueron
analizados en relacién a los diversos criterios clasificatorios. La determinacién de la
significacion estadistica entre las medias de las integrales de los picos entre dos
grupos, se realizé mediante test U de Mann-Whitney.

El poder de discriminacion y/o prediccion del modelo construido se evalud
mediante la construccién de las correspondientes curvas ROC (mostrando la variacién
de la sensibilidad en funcién de la especificidad para cada sistema). Los resultados de
forma grafica se muestran como dos curvas ROC, la primera que corresponde al
modelo con todas las muestras y la segunda es la de entrenamiento. La curva de
entrenamiento debe aproximarse a la curva del modelo, pero siempre serd inferior.

El area bajo la curva sera un valor que oscile entre 0,5 y 1. Un valor de 0,5 seria
aquel que se solapa con la linea diagonal entre los ejes X e Y, y traduciria una curva con
nula capacidad predictiva. Por el contrario, un area bajo la curva de 1 representaria
una curva perfecta. El area bajo la curva siempre va acompafiada de un intervalo de
confianza, normalmente del 95%.

En la representacion grafica de la curva, se muestran los resultados de la
validacién, donde se expresa la variacion del valor de sensibilidad frente a Ia
especificidad para un sistema, segun varia el umbral de discriminacion. El punto de
corte 6ptimo de la curva sera aquel punto mas cercano al extremo superior izquierdo
del gréfico, considerando que éste tiene el mismo impacto para un resultado falso
positivo que uno falso negativo.

Con el objetivo de evaluar la calidad de los andlisis realizados y la fiabilidad de
los modelos obtenidos, procedimos a realizar una validacién cruzada mediante un
método Venetian Blinds con 10 divisiones de los datos y dejando fuera 1 muestra por
divisidn. Este procedimiento se repite hasta que todas las muestras han sido excluidas
del modelo al menos una vez. Los parametros estadisticos obtenidos son estadisticos
como la raiz cuadrada del error cuadratico medio (RMSECV) y la capacidad predictiva

(Q2).
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Mas informacion detallada sobre la estadistica utilizada en el analisis de datos
metaboldmicos y la interpretacién del analisis de las curvas puede encontrarse en el

anexo lll.

Ademas, en cada subandlisis se localizaron los metabolitos mas influyentes en la
discriminacién entre grupos en base a su VIP score. Con estos metabolitos
identificados, se llevaron a cabo analisis univariantes, utilizando los valores de area
bajo los picos de los metabolitos como variables cuantitativas continuas. Se estudiaron
los diferentes valores de areas bajo el pico con las variables dependientes a estudio
(presencia de tumor, diferentes grados de Gleason, etc). Para ello se utilizaron test
paramétricos de comparacién de medias, el t-Student cuando se compararon medias
entre dos grupos y el ANOVA cuando se compararon medias entre mas de dos grupos.
Aquellos metabolitos con tendencia a la significacién estadistica (p<0,3) en el analisis
univariante, fueron incluidos para un posterior andlisis multivariante. Para los modelos
multivariantes se utilizaron una regresion logistica binaria en caso de una variable
dependiente con dos categorias o una regresién logistica multinomial en caso de mas
de dos categorias. En todo el estudio se aceptaron diferencias estadisticamente

significativas en el andlisis multivariante aquellas con una p<0,05.

Finalmente, realizamos un analisis de regresion logistica, primero, con las
variables utilizadas habitualmente en la clinica para el diagndstico del cancer de
prdstata y, en segundo lugar, afiadiendo las variables metabolémicas con VIP score
elevado. Realizamos una validacion mediante seleccidon paso a paso (criterios: entrada
= 0,15, eliminacién = 0,15). Ademas de esto, se llevd a cabo una comparacion de las
curvas ROC derivadas de cada modelo multivariante mediante el comando roccomp

del programa Stata.
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5.1 ANALISIS POBLACIONAL

5.1.1 Caracteristicas clinicas y demograficas de la muestra

Resultados

En total se incluyeron en el estudio 201 pacientes. Las caracteristicas basales se

momento de realizarse la biopsia.

CARACTERISTICAS BASALES

n (%)

Edad (afios)
<= 67,2
>67,2

105 (52,3%)
96 (47,7%)

IMC
<25, normopeso
25-29,9, sobrepeso
>=30, obesidad

42 (20,9%)
89 (44,2%)
70 (34,8%)

HTA 108 (53,7%)
DM 37 (18,4%)
DL 95 (47,3%)
Neumopatia 20 (10%)
Neuropatia 5(2,5%)
Cardiopatia 18 (9%)
Vasculopatia 11 (5,5%)
Endocrinopatia 21 (10,4%)
Patologia digestiva 2 (1%)
HBP 39 (19,4%)
Depresion 13 (6,5%)

muestran en la tabla 8. La media de edad fue de 67,20 +/- 7,90 afios, y la mediana de
67 afos (62-74). La prevalencia de algunas enfermedades crénicas fue alta, como la
hipertensidn arterial o la dislipemia, con una prevalencia del 53,7% y del 47,3%

respectivamente. Ademas, el 19,4% de los varones tenian el diagndstico de HBP en el

Tabla 8. Caracteristicas clinicas y demograficas de los varones sometidos a biopsia
prostatica.

IMC: Indice de masa corporal, HTA: Hipertensién arterial, DM: Diabetes Mellitus, DL:

Dislipemia, HBP: Hiperplasia benigna de prostata

83



Resultados

5.1.2. Variables clinicas relacionadas con la patologia prostatica

Tabla 9. Variables clinicas relacionadas con la patologia prostatica.

VARIABLES CLINICAS n (%)
PSA (ng/mL)
<4 2 (1%)
4-10 107 (53,2%)
>10 92 (45,8%)
dPSA
<0,15 54 (26,9%)
=>0,15 147 (73,1%)
Cociente de PSA
<0,2 166 (82,6%)
=>0,2 35 (17,4%)
Volumen prostatico (cc), media 47,1
<=47,1 123 (61,2%)
>47,1 78 (38,8%)
Gleason en biopsia
6 (3+3) 16 (13,3%)
7 (3+4) 33 (31,4%)
7 (4+3) 24 (22,8%)
8 (4+4) 10 (9,5%)
9 (4+5) 21 (20%)
9 (5+4) 3 (2,8%)
Grado de la ISUP en biopsia
1 16 (13,3%)
2 33 (31,4%)
3 24 (22,8%)
4 10 (9,5%)
5 24 (22,8%)
Infiltracién tumoral de vesiculas seminales 4 (2%)
Tacto rectal sospechoso 57 (28,4%)
Imagen sospechosa en ecografia 88 (43,8%)
Porcentaje de cilindros afectos en la biopsia
=<20% 33 (31,4%)
20% - <=60% 52 (49,5%)
>60% 20 (19,1%)
Zona afecta en la biopsia
Periférica 16 (15,5%)
Central 12 (11,6%)
Ambas 75 (72,8%)

ISUP: International Society of Urological Pathology, PSA: Antigeno prostatico especifico, dPSA:
densidad de antigeno prostatico especifico
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Las variables relacionadas con la patologia prostatica quedan plasmadas en la
tabla 9. La media de PSA en ng/mL fue de 23,2 +/- 105,5 y la mediana 9 (rango 3-1446);
la media de dPSA fue 0,6 +/- 2,1 y la mediana 0,23 (0,04-24,8); mientras que la media
de cociente de PSA fue 0,13 +/- 0,07 y la mediana 0,13 (0,01-0,39). La importante
diferencia entre media y mediana en los valores de PSA y fracciones de PSA, traduce
una amplia diversidad de valores, con presencia valores extremos (por ejemplo,
pacientes metastdsicos al diagndstico con cifras de PSA muy altas). Por otro lado, la
media del volumen prostatico en cc fue de 47,1 +/- 24,7, y la mediana de 41,7 (11-
159). La descripcién detallada de las variables clinicas relacionadas con la patologia

prostatica se muestra en la tabla 9.

De los 201 casos, se diagnosticoé cancer de prostata en 107 (53,2%) casos, y el
resultado fue negativo para malignidad en los otros 94 (46,8%). De los 107 casos con
tumor, 2 (1,9%) hombres tenian un PSA por debajo de 4 ng/mL, 49 (45,8%) tenian un
PSA entre 4 y 10 ng/mL, y 56 (52,3%) un PSA por encima de 10 ng/mL. El Gleason de
los casos con tumor se muestra en la tabla 9. Segun histologia de biopsia estandar, se
recogieron un total de 16 Gleason 6 (3+3), 33 Gleason 7 (3+4), 24 Gleason 7 (4+3), 10
Gleason 8 (4+4), 21 Gleason 9 (4+5) y 3 Gleason 9 (5+4).

5.1.3. Cilindros medidos por HR-MAS

De todos los cilindros medidos por HR-MAS, y posteriormente sometidos al
estudio histoldgico habitual, 56 (27,8%) resultaron positivos para carcinoma. La
division de la muestra en cuatro grupos, segln concordancia entre Ia
positividad/negatividad  para  carcinoma del cilindro HR-MAS vy a
positividad/negatividad para carcinoma de la biopsia estandar, se muestra en la tabla
10. Puede observarse que la concordancia entre positividad/negatividad para
carcinoma segun histologia ocurrié en un 73,7% de los casos, mientras que en un

26,3% existio discordancia.
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Tabla 10. Concordancia entre el resultado histolégico (positividad/negatividad para
carcinoma) del cilindro HR-MAS y el de la biopsia estandar. Los valores se muestran en
n (%).

Biopsia - Cilindro- | Biopsia - Cilindro+ | Biopsia+ Cilindro- | Biopsia +Cilindro+

94 (46,8%) 2 (1%) 51 (25,4%) 54 (26,9%)

En cuanto al Gleason de los cilindros HR-MAS, en 26 (46,4%) de los 56 positivos
para carcinoma pudo concluirse de forma correcta la graduacion del tejido mediante
su correspondiente estudio histopatoldgico. Es muy probable que, debido al proceso
de congelacion y posterior introduccién del tejido en el rotor de HR-MAS, las muestras
puedan estar artefactadas por su manipulacién, con estructuras tumorales retraidas y

colapsadas, con la posibilidad de sobreestimar el Gleason definitivo

El resultado de estos 26 puede observarse en la tabla 11. Sélo hubo un caso de
Gleason 10 (5+5), correspondiente a un paciente que en el estudio histolégico segun

biopsia estandar fue catalogado como un Gleason 9 (5+4).

Tabla 11. Grados de Gleason en los cilindros HR-MAS (26 de los 56 positivos para
carcinoma).

HISTOLOGIA DEL CILINDRO HR-MAS n (%)
Gleason en biopsia
6 (3+3) 4 (15,4%)
7 (3+4) 5(19,2%)
7 (4+3) 2(7,7%)
8 (4+4) 3(11,5%)
9 (4+5) 9 (34,6%)
9 (5+4) 2(7,7%)
10 (5+5) 1(3,8%)

5.1.4 Analisis comparativo entre grupos segun caracteristicas clinicas del
tumor

En primer lugar, se realizd la comparativa de las variables clinicas entre
pacientes con tumor (107 casos) y sin tumor (94 casos) (ver tabla 10, concordancia

histoldgica). En la tabla 12 puede observarse que los pacientes con carcinoma eran
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mas mayores, y con una mediana de PSAd mas elevada que los casos sanos. Ademas,

el porcentaje de tacto rectal sospechoso y de ecografia sospechosa para carcinoma

también fueron mayores en el grupo con tumor

Tabla 12. Analisis comparativo entre variables clinicas en pacientes con y sin tumor.

VARIABLE TUMOR Si TUMOR NO p-valor
EDAD en afios(media +/- DE) 68,68 +/- 8,46 65,36 +/- 6,69 0,004*
IMC 29,15 +/- 4,19 28,78 +/-3,42 0,8*
PSA en ng/mL (mediana, 10 (3-1446) 8 (4-67) 0,06**
intervalo)
Densidad de PSA (mediana, 0,31 (0,06-24,8) 0,16 (0,04-1,83) <0,001**
intervalo)
Cociente de PSA (media +/- 0,15 +/- 0,07 0,11 +/- 0,06 <0,001*
DE)
Vol. prostatico en cc (media 39,04 +/- 19,27 56,06 +/- 27,03 <0,001*
+/- DE)
Tacto rectal sospechoso (n
(%)) 43 (41%) 14 (15,6%) <0,001***
Sospecha en ecografia
61 (57%) 27 (29%) <0,001***

* t-Student **Prueba de la mediana ***Chi-cuadrado

Vol.: Volumen

Posteriormente se dividié a la muestra en tres grupos, separando entre si a sanos,

Gleason 6-7, y Gleason 8-9, para realizar asi otro analisis comparativo. Los resultados

pueden observarse en la tabla 13.
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Tabla 13. Analisis comparativo entre pacientes sanos, casos con Gleason 6-7 y los
casos con Gleason 8-9.

VARIABLE SANOS GLEASON 6-7 GLEASON 8-9 p-valor
EDAD en "
afios(media +/- DE) 65,38 +/- 6,69 67,02 +/- 8,22 71,88 +/- 8,28 0,001
IMC 28,78 +/- 3,42 29,07 +/- 4,15 29,33 +/- 4,40 0,970*
PSA en ng/ml 8 (4-67) 9 (13-116) 17,50 (4-1446) | 0,004**
(mediana, intervalo)
Densi
ensidadde PSA | 1) 04-1,83) | 0,25(0,06-24,8) | 0,48(0,10-10,80) | <0,001**
(mediana, intervalo)
Cociente de PSA *
(media +/- DE) 0,15 +/- 0,07 0,12 +/- 0,06 0,10 +/- 0,07 0,001
Vol. prostatico en cc
-27 4 -18,74 1 -2 1*
(media +/- DE) 56,06 +/- 27,03 0,39 +/- 18, 36,16 +/- 20,36 <0,00
Tacto rectal
14 (15,29 17 (24,39 2 9
sospechoso (n (%)) 4(15,2%) 7(24,3%) 6 (78,8%) <0,001***
Sospecha en
27 (28,49 2,39 1(91,29
ecografia 7(28,4%) 30 (42,3%) 31(31,2%) <0,001***

DE: Desviacién estandar, IMC: indice de masa corporal, PSA: Antigeno prostatico especifico,

Vol.: Volumen
* ANOVA **Prueba de la mediana ***Chi-cuadrado

De los 107 casos con tumor, 73 pacientes se englobaron dentro del grupo de
Gleason 6-7 (68,2%) y 34 dentro de los 8-9 (31,8%). Se comprobéd que los pacientes con
mayor Gleason tenian mds edad, mds niveles de PSA y PSAd, menor volumen
prostatico, y mayor porcentaje de casos con tacto rectal sospechoso y con ecografia

sospechosa para carcinoma.

5.1.5 Seguimiento de los pacientes diagnosticados de carcinoma de
prostata

El manejo terapéutico seguido por cada uno de los 107 casos de carcinoma en
la biopsia queda reflejado en la tabla 14. Destaca que el 38,31% optaron por
prostatectomia radical y el 27,10% que fueron tratados con radioterapia, siendo estos
dos grupos los mas numerosos. Ademads, un 14,01% tuvo una pérdida de seguimiento,
bien porque decidieron tratarse en otro centro o por falta de informacién en la historia

clinica.
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Tabla 14. Manejo terapéutico tras biopsia de los 107 casos de carcinoma.

MANEJO TERAPEUTICO n (%)
Cirugia 41 (38,31%)
Radioterapia 29 (27,10%)
Bloqueo hormonal 19 (17,75%)
Braquiterapia 1(0,93%)
Observacion 2 (1,86%)

Pérdida de seguimiento

15 (14,01%)

Resultados

De los pacientes tratados quirdrgicamente, 3 de los 41 se intervinieron en otro

centro. No se dispone de la informacion de la pieza de prostatectomia de estos 3

casos, pero si de toda la informacién del cilindro HR-MAS vy de la biopsia estandar. El

grado mayor de Gleason en la pieza de prostatectomia para los otros 38 pacientes,

junto con otra informacién extraida de la pieza de prostatectomia, se muestra en la

tabla 15. El grupo con mas casos fue el de Gleason 7(3+4), con 21 pacientes (55,26%).

Tabla 15. Datos de los casos intervenidos de prostatectomia radical (38 de los 41

casos).

DATOS DE PACIENTES OPERADOS

n (%)

Gleason en pieza de prostatectomia
6 (3+3)
7 (3+4)
7 (4+3)
8 (4+4)
9 (4+5)
9 (5+4)

1(2,63%%)
21 (55,26%)
7 (18,42%)
1(2,63%)
7 (18,42%)
1(2,63%)

Zona afecta en pieza de prostatectomia

Invasion vascular/linfatica

Periférica 8(21,10%)
Central 0 (0%)
Ambas 30 (78,90%)
Estadio de la enfermedad tras la cirugia
T2a 3(7,9%)
T2b 1(2,6%)
T2c 16 (42,1%)
T3a 14 (36,8%)
T3b 4 (10,5%)
2 (5,26%)

Invasién perineural

25 (65,78%)
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5.1.6 Casos con recidiva bioquimica

El concepto de recidiva bioquimica se desarrollé en la introduccién, en el punto
1.4.6. De los 91 casos que recibieron tratamiento, 16 tuvieron una recidiva bioquimica,
con una media hasta la recidiva de 25,68 +/- 15,39 meses, y una mediana de 25 (13-36)

meses.

5.2 CARACTERIZACION METABOLICA DEL CANCER DE
PROSTATA MEDIANTE METABOLOMICA POR RMN.

En este apartado se comprobd si la espectroscopia de RMN permitia realizar un
analisis metabdlico del tejido prostatico intacto obtenido mediante biopsia transrectal
con tru-cut. La capacidad de esta técnica para estudiar la composicidon quimica de las
muestras en sus estados nativos ofrece varias mejoras sobre los tediosos
procedimientos de extraccion quimica que destruyen la estructura del tejido. Ademas,
el perfil metabdlico diferencial obtenido entre los cilindros tumorales y los que no lo
son, serviria de base para comprobar dos objetivos mas. En primer lugar, determinar si
la existencia de un perfil tumoral en un cilindro puede aportar informacién sobre la
presencia o no de tumor en el resto de la prdstata; y, en segundo lugar, si este perfil es
observable también en muestras orina y, por tanto, es capaz de ofrecer un diagndstico

del cancer de préstata menos invasivo para el paciente.

5.2.1. Determinacion de la huella metabdlica por HR-MAS del cancer de
prostata en un cilindro obtenido mediante biopsia transrectal.

Uno de los objetivos del trabajo fue determinar la huella metabdlica de tejido
prostatico sano y tumoral obtenido mediante biopsia transrectal. Aunque parece
légico pensar que el perfil metabdlico debe ser diferente entre casos con y sin tumor,
el establecimiento de diferencias en la huella metabdlica entre ambos grupos debia ser

un paso inicial en el analisis de espectros.
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5.2.1.1 Analisis y asignacion de espectros

El estudio incluyd el analisis por RMN de 201 muestras de cilindros de prostata
obtenidos mediante tru-cut, de los cuales el analisis anatomopatolégico reveldé a
posteriori que 107 eran tumorales y 94 no tumorales. El volumen promedio de la
biopsia medida fue de 4,85 mg, con una muestra minima de 0,9 mg y una mdaxima de
12,40 mg. A pesar de la escasa cantidad de muestra disponible, los espectros
presentaron una buena relacién sefial/ruido y una resolucion de la multiplicidad, en la
mayoria de las sefales, con buena calidad. S6lo en un caso, el espectro obtenido
estaba artefactado y se decidié eliminar la muestra del estudio (paciente 185). Se
integraron un total de 80 regiones espectrales que se asignaron a 71 metabolitos y 9
no identificados. La tabla 1 del anexo IV, muestra la media y desviacién tipica de los
mismos para el tejido sano y el tejido tumoral. En la figura 17 se muestran los
espectros promedio 'H-HRMAS PRESAT de los cilindros control y tumorales. Un
metabolito puede presentar varias sefiales de RMN en diferentes partes del espectro,
una por cada grupo magnéticamente activo. Sin embargo, cada sefal o pico que se
observa en el espectro corresponde inequivocamente a un tipo de molécula o
metabolito. El drea contenida bajo la sefal es directamente proporcional a la
concentracion de dicho metabolito en la muestra. Se obtuvieron espectros de buena
calidad tanto para las muestras control, como para las tumorales, y hay que resaltar la

gran cantidad de resonancias identificadas a pesar de la reducida cantidad de tejido.

91



Resultados
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Figura 17. Espectros promedio de 'H-HR-MAS PRESAT adquiridos a 600 MHz de muestras
de cilindros no tumorales (negro) y tumorales (rojo) de prdstata, medida a 310K con asignacion
de desplazamiento quimico de varios metabolitos. La region espectral de agua residual (4.6 —
5.2 ppm) estd excluida. a) Regidn alifatica del espectro (6=5.5-0.5 ppm) y b) regidén aromatica
(6=9.00-6.50 ppm). Asignacidon de los picos: 1, colesterol (C18-CH3); 2, lipidos (-CH3)
(principalmente LDL/VLDL); 3, leucina; 4,isoleucina; 5, valina; 6, 3-hidroxibutirato; 7,lipidos
(CH2)n (principalmente LDL/VLDL); 8, lactato; 9, alanina; 10, lipidos (-CH2)n; 11, lisina;12,
arginina; 13, acetato; 14, lipidos (CH2-C=C); 15, NAC (grupos acetilo de las glicoproteinas); 16,
glutamina; 17, acetoina; 18, lipidos (CH2-CO); 19, glutamato;20, glutatidn; 21, piruvato; 22,
citrato;23, lipidos (CH=CH-CH2-CH=CH-); 24, creatina; 25, creatinina; 26, etanolamina 27,
colina; 28, O-fosfocolina; 29, 3-glicero-fosfocolina;30, N-6xido de trimetrilamina; 31, taurina;
32, escilo-inositol; 33, mio-inositol; 34, glicina; 35, glicerol; 36, serine; 37, aspartato;
38,creatina fosfato; 39 O-fosfoetanolamina; 40, treonina; 41, desconocidol; 42,uridina; 43,
treonina; 44, inosina; 45, 1,3-dihidroxiacetona; 46, ascorbato; 47, glucosa; 48, lipidos (-CH=CH-
); 49, fumarato; 50, tirosina; 51, histidina; 52, fenilalanina; 53, triptéfano; 54, formato.
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Resultados

Los espectros estdn mayoritariamente dominados por las sefales
correspondientes a metabolitos de bajo peso molecular. Se detecté una amplia gama
de metabolitos tipicamente presentes en tejido prostatico, como aminoacidos
alifaticos (p.ej. lisina, arginina, glutamina, leucina, valina), aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina, triptéfano, histidina), glucosa, cuerpos cetdnicos, creatina,
creatinina, y acidos grasos de cadena corta (lactato, citrato, formato). Igualmente, se
pueden observar otras sefiales correspondientes a metabolitos de mayor peso
molecular como protones de los grupos acetilo de la cadena lipidica de glicoproteinas,

acidos grasos, lipoproteinas (LDL, VLDL, colesterol) y glicoproteinas.

5.2.2. Andlisis no supervisado: PCA, huella metabdlica por HR-MAS del
cancer de prdéstata en un cilindro obtenido mediante biopsia transrectal
con tru-cut.

En este primer analisis metabdlico se queria establecer la posible diferencia de
huella metabdlica entre enfermos y sanos. Se incluyé como enfermos a aquellos casos
con el cilindro HR-MAS positivo para carcinoma en el estudio histolégico (en la figura
10, los englobados dentro de las columnas biopsia -cilindro +, biopsia + cilindro +). El
resto de casos, con cilindro HR-MAS negativo para carcinoma en el estudio histoldgico,
se aceptaron como sanos. Los pacientes quedaron etiquetados en funcidon de la

histologia del cilindro HR-MAS, y no del resto de la préstata.

De todos los cilindros prostaticos sometidos a estudio metabolémico, 56
(27,86% del total) fueron positivos para diagndstico de carcinoma, y 146 (72,14%)
fueron negativos para carcinoma, segun estudio histoldégico. Como se observa en la
tabla 10, existio discordancia en algunos casos entre el estudio histoldgico del cilindro
medido por HR-MAS vy el estudio histoldgico de la biopsia estdndar dentro del mismo
sujeto. En dos varones con biopsia estadndar negativa para carcinoma se objetivé tumor
en la histologia del cilindro HR-MAS, por lo que se clasificaron dentro del grupo de

enfermos para este analisis.
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Primero se utilizé un método de analisis no supervisado, que permite evaluar la
variabilidad de los datos sin tener en cuenta la clasificacién de los pacientes dentro de
ningun grupo. Para ello se empled un andlisis de componentes principales (PCA). El
objetivo de este tratamiento de los datos es describir toda la informacién metabdlica
de las muestras, mediante nuevas variables (componentes principales) no
correlacionadas. Mediante el PCA se busca, por un lado, detectar y estudiar la
existencia de valores atipicos o outliers (cualquier muestra que presente un
comportamiento anémalo en relacion a su grupo). Una vez identificadas estas
muestras, se trata de justificar su inclusion/exclusién en el estudio. En segundo lugar,
el PCA permite determinar si los datos de una muestra se separan/agrupan
espontaneamente, por ejemplo, en dos grupos (enfermos/sanos). Esta separacion
espontanea en modelos animales, donde todas las variables excepto la de estudio
permanecen constantes, es muy comun. Sin embargo, en poblaciones humanas es muy
infrecuente la separaciéon espontanea, debido a la variabilidad intraespecifica de los

individuos (edad, sexo, patologias asociadas, medicacidn, dieta...).

5.2.2.1. Identificacion de outliers

En primer lugar, mediante el analisis de los diagramas de cargas y del grafico T
de Hotelling, se identificaron varias muestras andmalas con un contenido metabdlico
gue se desviaba de una forma importante del comportamiento general del resto de
conjunto de datos. Estas muestras corresponden con los casos 41, 52 y 86. En la figura
18 se observa cdmo quedan muy alejados del intervalo de confianza del 99% en el
grafico T> de Hotelling, y mostraban por tanto un comportamiento estadistico muy
diferente al del resto de muestras. El porcentaje recogido en cada uno de los ejes del

PCA hace referencia a la porcion de variabilidad explicada sobre el total.

Con el objetivo de buscar una razén a la diferencia de estas tres muestras
respecto al conjunto, se realizd una revisidn de los datos incluidos en la historia clinica
de estos pacientes. El vardn correspondiente con la muestra 41 (sano), fue biopsiado
en 2015, con diagndstico de ausencia de lesiones malignas en todos los cilindros

obtenidos. Tenia un PSA en el momento de la biopsia de 6,7 ng/mL y un volumen
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prostatico de 120 cc. En 2016 fue intervenido quirdrgicamente de cirugia para la HBP

en otro centro, perdiéndose el seguimiento.

El paciente de la muestra 52 (enfermo segln biopsia estdndar, sano segun
cilindro HR-MAS) fue operado en 2015 de prostatectomia radical laparoscépica. En el
momento de la biopsia tenia unos niveles de PSA de 14,42 ng/mL y un volumen
prostatico de 30 cc. El resultado histolégico de la biopsia fue un carcinoma Gleason 7
(3+4), coincidiendo con la histologia de la prostatectomia radical (Gleason 7 (3+4)),
afectando tanto al drea periférica como central de la préstata. No obstante, en el
cilindro utilizado para el estudio metabolémico no se encontré tumor en el resultado

histoldgico.

Por su parte, el paciente 86 (enfermo segun biopsia estdndar, sano segun
cilindro HR-MAS), fue un vardn biopsiado en 2016, con histologia de carcinoma
Gleason 7 (3+4) en el 60% de los cilindros biopsiados. El PSA en el momento de la
biopsia fue de 10,6 ng/mL, y el volumen prostatico de 23 cc. No obstante, en este caso
no se hallé tumor en el cilindro HR-MAS. Este caso recibié tratamiento con bloqueo
hormonal desde el inicio, manteniendo niveles bajos y estables de PSA durante el

seguimiento.

En ninguno de los tres casos se encontrd alguna variable clinica que pudiera
justificar su perfil como valores alejados en el analisis metabolémico. Por lo tanto,
estas muestras se excluyeron para los analisis posteriores por su cualidad de outliers.
La caracteristica como valores extremos de estas tres muestras queda representada en

la figura 18.

Desde el punto de vista metabolédmico, estos tres casos si presentaban
diferencias evidentes en la concentracién de ciertos metabolitos con respecto al nivel
promedio del resto de muestras de sanos. Tal y como queda reflejado en la figura 19,
el paciente #41 presentaba tres veces mas concentracién de citrato (region metabdlica
15), el doble de N-acetil glicoproteinas (regién 67) y una reduccion a la mitad del nivel
de lipidos (regién 65) respecto al promedio del resto de pacientes sanos. Igualmente
presentaba una elevacion del nivel de la region metabdlica 70 que corresponde a un

metabolito que no ha sido identificado. El paciente #52 tenia un perfil muy similar al
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promedio de los pacientes sanos excepto en una elevacion de cinco veces la
concentracion de N-acetil glicoproteinas (regién 67), incremento del contenido lipidico
(regiones 65, 66 y 68) y dos regiones que no pudieron ser asignadas a metabolito
alguno (regiones 70 y 72). Por ultimo, el paciente #86 presentaba cuatro veces mas
concentracion de citrato que el promedio de sanos, y elevacion mas modesta de los

niveles de otros metabolitos como cistationina, glucosa, lisina, taurina y mio-inositol.
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Figura 18. Grafico T2 de Hotelling obtenido del analisis PCA de los espectros de 1H-
HR-MAS PRESAT de las muestras de tejido de prdstata. Los triangulos verdes
representan los casos sanos y los rombos rojos a los enfermos, segun el estudio histoldgico del
cilindro HR-MAS. Los limites marcados en azul y naranja indican los intervalos de confianza del
99% y 95%, respectivamente. Las muestras situadas fuera del limite del 99% se consideran
andémalas extremas, aberrantes u outliers (41, 52 y 86). Estas muestras posteriormente fueron
excluidas para los siguientes analisis.
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Figura 19. Grafico de barras con la comparacidn de los niveles metabdlicos, de las 80
regiones metabdlicas integradas en los espectros de RMN, entre los tres outliers (rojo, #41;
verde, #52 y azul, #86) y el nivel promedio de los espectros para las muestras control (negro).

Ademas de los tres outliers, el paciente 185 (sano) también fue excluido debido
a que la muestra tisular del cilindro HR-MAS se degradd excesivamente. Esto sucedid
bien durante la manipulacion para preparar el rotor o bien durante el transporte de la
muestra al laboratorio de metabolémica. El resultado fue wun espectro
extremadamente artefactado y de muy baja calidad. Debido a esto, fue dificil de
procesar y muy complicado de cuantificar de manera comparable con el resto de

muestras.
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5.2.2.2. Identificacidon de agrupaciones

Tras excluir justificadamente para el analisis enfermo-sano a los outliers y a la
muestra #185, el conjunto de muestras para el analisis quedd con 56 enfermos y 141
sanos. Se prosiguié con un analisis PCA no supervisado con el objetivo de evaluar si
existia un agrupamiento o tendencia en base a la pertenencia de las muestras al grupo
enfermo o sano. Como se muestra en el diagrama de puntos (figura 20), la eleccién de
las dos primeras componentes principales explica un 44% de la varianza de los datos,
pero los dos grupos se presentan muy solapados, y no revela un agrupamiento

significativo con clara diferenciacion.
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Figura 20. Diagrama de puntos del PCA obtenido del anadlisis PCA de los espectros de
1H-HR-MAS PRESAT de las muestras de tejido de prdstata del grupo enfermo con carcinoma
(rombo rojo) y tejido sano (triangulo verde) segun histologia del cilindro HR-MAS. Puede
observarse que no existe una agrupacién espontanea de las dos muestras.
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5.2.3. Andlisis supervisado: PLS-DA, huella metabdlica por HR-MAS del
cancer de prostata en un cilindro obtenido mediante biopsia transrectal

El PCA proporciona una descripcion general de la estructura de datos, pero es
posible que no revele una agrupacion significativa entre grupos si la clase no se

encuentra entre las principales fuentes de variacién en el conjunto de datos.

Dado que el andlisis PCA no reveldé una agrupacion significativa de las muestras
en grupos, posiblemente por factores como la polimedicacién de los pacientes o la
variabilidad genética de los mismos, se llevd a cabo un analisis supervisado PLS-DA. En
él, se construye un modelo a partir del conocimiento previo de las muestras, o sea, a
qué grupo pertenecen. El andlisis PLS-DA se emplea para explicar y predecir la
pertenencia de las muestras a un grupo utilizando variables explicativas cuantitativas.
Se excluyeron del mismo las tres muestras comprobadas como extremas en el PCA y
también el paciente 185, por su dificultad para ser cuantificado de forma comparable

con el resto de muestras.

El nimero éptimo de componentes, es decir, el nUmero de variables latentes
(LV) necesarias para construir el modelo PLS-DA se selecciond en base al resultado de
un algoritmo matemadtico, que mediante una validacién cruzada tipo Leave-one-out,
calcula el error de clasificacion con un nimero creciente de variables latentes. La figura
21 muestra un grafico tipico de resultados en el que se observa como el modelo

6ptimo queda creado con 2 variables latentes.

99



CV Classification Error Average, Cal. Classification Error Average

Resultados

0.35

—}— CV Classification Error Average
——— Cal. Classification Error Average

03 |

025 |

02 |

0.15 [

01 |

0.05 [

Latent Variable Number

Figura 21. Estudio de errores de clasificacion para la seleccién del nimero dptimo de
variables latentes del modelo PLS-DA de tejido de préstata tumorales respecto a
sano. La linea azul se corresponde a 1-[media (precision)] de la validacién cruzada (CV) y la
linea roja a 1-[media (precision)] de la calibracién (Cal).

En este caso, se comprobd que las muestras presentaban una buena separacion
entre los dos grupos con una minima zona de solapamiento (figura 22). Los casos con
cancer ocupaban en su mayoria el cuadrante superior derecho, aunque algunos se
distribuian en los cuadrantes contiguos. Por su parte, los sanos tendian a agruparse en

la zona central del diagrama, y en los dos cuadrantes del lado izquierdo.
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Figura 22. Diagrama de puntos obtenido del anadlisis PLS-DA de los espectros de 1H-
HR-MAS PRESAT de las muestras de tejido de préstata del grupo enfermo con carcinoma
(rombo rojo) y tejido sano (triangulo verde) segun histologia del cilindro HR-MAS.

5.2.4. Validacidon cruzada, huella metabdlica por HR-MAS del cancer de
préstata en un cilindro obtenido mediante biopsia transrectal.

Con el fin de validar y evaluar los resultados obtenidos para el modelo
estadistico multivariante PLS-DA que discrimina entre enfermos y sanos segun
histologia del cilindro HR-MAS, se realizé una validacidén cruzada de los datos. El
resultado de la validacion se representa de forma grafica con una curva ROC, que se

muestra en la figura 23.
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Figura 23. Curvas ROC obtenidas del modelo PLS-DA que discrimina entre enfermos y
sanos segun histologia del cilindro HR-MAS. La linea azul corresponde a los datos
estimados y la linea verde, a la validacion cruzada. Los limites seleccionados por el algoritmo
PLS-DA para el calculo de la sensibilidad y especificidad del modelo se muestran como un
circulo rojo en cada una de las curvas.

El valor del area bajo la curva fue de 0,87, clasificando a la curva ROC como
buena. Los altos valores de area bajo la curva (AUC) para ambas curvas, la estimada y
la obtenida de la validacion cruzada, son un indicador del buen funcionamiento vy

robustez del modelo discriminativo.

De forma numérica, se valord la potencia y exactitud del modelo en base a los
parametros estadisticos de validacion RMSECV y Q2. Los resultados del test de
permutacion con 100 repeticiones aleatorias para el modelo PLS-DA arrojaron unos
resultados de RMSECV=0,47 y Q2=0,31, los cuales confirmaron que existia una buena

bondad de ajuste del modelo, aunque con una regular capacidad predictiva.

Igualmente, se evalué el valor predictivo del modelo mediante la matriz de
confusiéon. Los resultados se presentan en la tabla 16. Se comprobd que, para los
enfermos, el modelo presentaba un valor predictivo positivo del 74% y un valor

predictivo negativo del 89%. La lectura de los datos indicaba que el modelo predecia
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mejor a los casos sanos que a los enfermos. El coeficiente de correlacién de Matthew
(medida de asociacion entre dos variables binarias) arrojo un valor de 0,63,
traduciendo una buena prediccién, alejada de la prediccién aleatoria (valor 0), aunque

sin alcanzar la prediccidn perfecta (valor de 1).

Tabla 16. Matriz de confusion para el modelo PLS-DA, enfermos y sanos segun
histologia del cilindro HR-MAS.

GRUPO Sensibilidad Especificidad VPP VPN

Casos 73% 90% 74% 89%

Coeficiente de correlacion de Matthew = 0,636; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor
predictivo negativo

5.2.5 Perfil metabodlico y vias metabdlicas relacionadas con el tumor de
prostata

Tabla 17. Metabolitos identificados con VIP score > 1 y vias metabdlicas asociadas en
muestras de tejido (estudio de enfermos y sanos segun histologia del cilindro HR-MAS). Los
niveles promedios entre grupos y el valor de p al comparar los mismos, pueden encontrarse en

el anexo 4.
METABOLITO RUTA METABOLICA
Citrato Ciclo del acido tricarboxilico
Glicerol-3-fosfocolina Metabolismo de la glicélisis
Carnitina Metabolismo de los acidos grasos

O-fosfocolina

Metabolismo glicerofosfolipido

Trans-aconitato

Ciclo del acido tricarboxilico

Acetoina Ciclo del acido tricarboxilico
Glucosa Metabolismo de la glicélisis
O-fosfoetanolamina Metabolismo de los acidos grasos
C(18)H3 Metabolismo de la glicdlisis
Glutamato Metabolismo del glutamato
Putrescina Biosintesis de poliaminas
Colina Metabolismo glicerofosfolipido
1,3-dihidroxiacetona Metabolismo de la glicélisis
Ascorbato Metabolismo del inositol
Creatinina Metabolismo de los aminodcidos
Alanina Metabolismo de los aminoacidos
Cistationina Metabolismo de los aminodcidos
Formato Metabolismo de la microbioma intestinal

Homocitrulina

Ciclo de la urea

2-oxoglutarato

Ciclo del acido tricarboxilico

Serina

Metabolismo glicerofosfolipido
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Una vez construido el modelo discriminante, el siguiente paso fue la
identificacién de los metabolitos que mas contribuyeron a la separaciéon de los dos

grupos, enfermos y sanos.

El andlisis detallado de la lista VIP score correspondiente a este modelo
estadistico permitié identificar los metabolitos del cilindro que contribuian en mayor
grado (VIP>1) a la discriminacién entre los dos grupos (tabla 17). Estos metabolitos
fueron relacionados con diversas rutas metabdlicas alteradas, como se muestra de
forma grafica en la figura 24. El impacto mas Ilamativo se encontré en las vias del
metabolismo del citrato, ciclo de Krebs, metabolismo de aminoacidos, y en el

metabolismo de la glucosa.
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Figura 24. Anadlisis de las rutas metabdlicas alteradas en muestras de tejido
prostatico (estudio para distinguir entre enfermos y sanos). El eje horizontal presenta los
valores de impacto de la via (basados en la centralidad de intermediacidon relativa), y el eje
vertical los valores p respectivos (basados en la prueba hipergeométrica). El color y el tamafio
de cada circulo indican su valor p y el valor de impacto de la via, respectivamente.
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Finalmente, se procedio a realizar una regresioén logistica con el fin de conocer la
influencia que, una serie de variables metabdlicas tienen en una variable respuesta
dicotdmica, como es la presencia o no de tejido canceroso en la biopsia de prdstata.
Con el objetivo de simplificar el modelo clasificatorio y asi aumentar su utilidad
practica en vista a una posible introduccidn en la rutina clinica diaria, optamos por
utilizar un minimo numero de variables. Asi pues, se incluyeron como moléculas con
peso en la discriminacion entre grupos, todas aquellas con un VIP score superior a 2.
Se incluyeron un total de 5 metabolitos. En la figura 25 se muestra el valor VIP score de
cada metabolito incluido en la regresién logistica, ademas de indicar si la

concentracion es superior en los enfermos o en los sanos.

O-fosfocolina

Carnitina

Glicerol-3-fosfocolina

Citrato

1,9 2 2,1 2,2 2,3 2,4

VIP score

Figura 25. Valores VIP score de los 5 metabolitos con mayor contribucién al modelo
discriminatorio PLS-DA entre enfermos y sanos segtn histologia del cilindro HR-MAS.
El color de las barras indica la direccién del cambio metabdlico relativo respecto a los casos
sanos (verde= metabolitos con mayor concentracidn en casos sanos, rojo= metabolitos con
mayor concentracion en casos enfermos).

El primer paso consistié en el andlisis univariante de cada una de las cinco
variables seleccionadas. Se comprobd la distribucion normal de las concentraciones
mediante un test de Kolmogorov-Smirnov (p>0,05), y se compararon las medias de los

dos grupos mediante un test t-Student. En la tabla 18 se incluyen los datos estadisticos
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mas relevantes como el valor promedio del drea bajo el pico, la desviacién estandar y
el valor de la significacidén estadistica en la comparacién de las medias de metabolitos
obtenidos en sujetos con y sin tumor. Comprobamos como todos los metabolitos
seleccionados presentaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos, y
por lo tanto, los cinco se consideraron necesarios para la correcta discriminacién entre

los perfiles metabolédmicos de pacientes sanos y enfermos de cancer.

Tabla 18. Analisis univariante de los cinco metabolitos con VIP score >2 en el modelo
PLS-DA discriminatorio entre enfermos y sanos segun histologia del cilindro HR-MAS.

ENFERMO SEGUN SANO SEGUN CILINDRO HR-
METABOLITOS CILINDRO HR-MAS MAS p-valor*
Citrato 22,54 +/- 23,56 44,79 +/- 38,30 <0,001
Glicerol-3-fosfocolina 17,76 +/- 12,42 9,39 +/- 8,54 <0,001
Glicina 7,48 +/- 4,11 4,73 +/- 2,52 <0,001
Carnitina 10,53 +/- 11,64 4,75 +/- 4,48 0,001
O-fosfocolina 22,06 +/- 11,68 14,15 +/- 8,46 <0,001

Valores mostrados como media +/- desviacion estandar
*Test T-Student
El siguiente paso consistid en la realizacidon de una regresion logistica binaria, en
la que se incluyeron los cinco metabolitos. Los resultados del modelo multivariante
indicaron que tres metabolitos debian ser incluidos (citrato, glicerol-3-fosfocolina y
carnitina). Los principales datos estadisticos de la regresiéon multivariable se resumen
en la tabla 19. El citrato (a mds concentracién, menos probabilidad de tumor segun
histologia del cilindro HR-MAS), el glicerol-3-fosfocolina y la carnitina (a mayor
concentracion, mas probabilidad de tumor en el cilindro HR-MAS), obtuvieron

influencia significativa sobre la variable dependiente dentro del andlisis multivariante.

Tabla 19. Analisis multivariante. Regresion logistica binaria incluyendo los
metabolitos con tendencia a diferencias estadisticamente significativas en el analisis
univariante previo.

METABOLITO OR IC- 95% p-valor*

Citrato 0,97 0,95-0,98 <0,001
Glicerol-3-fosfocolina 1,05 1,01-1,10 0,01
Glicina 1,14 0,95-1,37 0,15
Carnitina 1,08 1,01-1,16 0,02
O-fosfocolina 1,03 0,98 - 1,09 0,18

OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza

* Regresion logistica binaria
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Los valores de OR, calculados para cada metabolito, se conocen como OR
ajustados, ya que incorporan el efecto de la influencia del resto de variables. De esta
forma, quedaron excluidas de la ecuacién de la regresidon logistica multivariante
metabdlica todas las variables metabdlicas que no presentaron niveles de significacién

estadistica.

5.2.6 Modelos con variables clinicas y perfil metabdlico. Huella
metabdlica por HR-MAS del cancer de prdstata en un cilindro obtenido
mediante biopsia transrectal

Los modelos de regresidn logistica aplicados a las ciencias de la salud nos
permiten el anadlisis de los resultados en términos explicativos y predictivos, pudiendo
conocer la fuerza de asociacion mediante los odds ratio de los factores de riesgo con el
efecto estudiado de una manera independiente, ademas de conocer el valor predictivo
de cada uno de ellos o bien del modelo en su conjunto. Con esta finalidad, se procedid
al analisis por regresidon logistica, en primer lugar, con las variables utilizadas
habitualmente en la clinica para el diagndstico del cancer de prdstata y, en segundo
lugar, afladiendo las variables identificadas como posibles biomarcadores de cancer de
prostata obtenidas en el estudio metabolémico de los cilindros de HR-MAS para casos

enfermos y sanos.

El resultado del analisis univariante, con las variables clinicas diferenciadas entre
los dos grupos, se muestra en la tabla 20. En el presente analisis se incluyeron como
enfermos todos aquellos con tumor en el cilindro HR-MAS y se excluyeron los outliers.
Se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos con todas
las variables menos con la edad, el IMC y el PSA. Con la mediana de PSA, aunque no
hubo diferencias, existia una tendencia a la significacién estadistica (p<0,3), motivo por

el cual también se incluyé en la regresién logistica posterior.

A continuacién, en base a los resultados previos del analisis univariante de las
variables clinicas, se realizd una regresidén logistica binaria en la que se incluyeron
todas las variables que mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los
dos grupos de interés (tabla 21). Los resultados del modelo multivariante indicaron

gue tanto el volumen prostatico como el tacto rectal sospechoso eran variables clinicas
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gue mostraban influencia independiente sobre la presencia de tumor en el cilindro de

HR-MAS.

Tabla 20. Analisis univariante. Diferencias en las variables clinicas entre los dos
grupos de estudio (enfermos y sanos segun histologia del cilindro HR-MAS).

CON TUMOR EN SIN TUMOREN
VARIABLE CILINDRO HR-MAS | CILINDRO HR-MAS p-valor
EDAD en afios(media 68,17 +/- 9,56 66,80 +/- 7,10 0,35*
+/- DE)
IMC 30,07 +/- 4,77 28,57 +/-3,37 0,9*
L
PSA en ng/m 10 (3-1446) 8 (4-67) 0,06
(mediana, intervalo)
Densidad de PSA 0,31 (0,06-24,8) 0,16 (0,04-1,83) <0,0017
(mediana, intervalo)
Cociente de PSA 0,11+/- 0,06 0,14 +/- 0,07 0,01*
Vol. prostatico en cc N
(media +/- DE) 35,85 +/- 18,91 51,50 +/- 25,36 <0,001
Tacto rectal
0, o) o,
sospechoso (n (%)) 30 (54,5%) 27 (19,3%) <0,001*
Sospecha en
4 o, [0) 0,
ecografia (n (%)) 40 (71,4%) 59 (40,7%) <0,001"

DE: Desviacién estandar, IMC: indice de masa corporal, PSA: Antigeno prostatico especifico,
Vol.: Volumen
* T-Student “Prueba de la mediana *Chi-cuadrado

Tabla 21. Analisis multivariante. Regresion logistica binaria incluyendo las variables
clinicas con diferencias estadisticamente significativas en el andlisis univariante
previo (enfermos-sanos segun histologia del cilindro HR-MAS).

VARIABLE OR IC- 95% p-valor*
PSA 1,01 0,99 -1,04 0,09
Densidad de PSA 0,87 0,55-1,40 0,58
Cociente de PSA 1,18 0,85-1,12 0,63
Vol. prostatico 0,96 0,94 - 0,98 0,001
Tacto rectal sospechoso 2,60 1,01-6,75 0,04
Sospecha en ecografia 1,68 0,61-4,58 0,30

OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza, PSA: Antigeno prostatico especifico, Vol.: Volumen
* Regresion logistica binaria

Finalmente, siguiendo una metodologia similar a la utilizada con las variables
metabdlicas y clinicas, se procedido a realizar un anadlisis multivariante conjunto

incluyendo los cinco metabolitos que mas peso tenian en el modelo discriminativo
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(aquellos con VIP score por encima de 2), y las dos variables clinicas que aparecian
como significativas en la regresidon logistica binaria. Los resultados obtenidos del
analisis multivariante conjunto con variables clinicas y metabdlicas se muestran en la
tabla 22. En este nuevo modelo, las variables metabdlicas que siguen presentando
diferencias estadisticamente significativas son el citrato y la glicerol-3-fosfocolina,
mientras que la carnitina se queda en la frontera de la significacion (p=0,06). Las dos
variables clinicas siguen manteniéndose dentro del modelo, de forma que a menor
volumen prostatico y en caso de tacto rectal sospechoso, mayor probabilidad de

presentar carcinoma en la histologia del cilindro HR-MAS.

Tabla 22. Analisis multivariante. Regresion logistica binaria conjunta incluyendo
variables clinicas y metabolitos (enfermos-sanos segun histologia del cilindro HR-MAS).

METABOLITO OR IC- 95% p-valor*
Citrato 0,97 0,95-0,98 0,001
Glicerol-3-fosfocolina 1,05 1,01-1,09 0,02
Glicina 1,18 0,96 -1,44 0,10
Carnitina 1,07 0,99-1,16 0,06
O-fosfocolina 1,02 0,97 - 1,09 0,32
Vol. prostatico 0,97 0,95-0,99 0,01
Tacto rectal sospechoso 2,90 1,20-7,01 0,01

OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza, Vol.: Volumen
* Regresion logistica binaria

A partir de los resultados obtenidos en la regresidn logistica binaria conjunta, se
valoré la capacidad predictiva de los modelos propuestos. Con este objetivo se
calcularon las curvas ROC de tres modelos predictores distintos: el que sdlo incluia
metabolitos con VIP score mayor a 2, el que sélo incluia variables clinicas, y finalmente,
el que incluia variables clinicas y metabolitos. Las curvas ROC obtenidas para los
diferentes modelos se muestran en la figura 26. Por otra parte, en la tabla 23 se
incluyen los valores de AUC calculados para cada una de estas curvas ROC, el intervalo
de confianza asintdtico al 95% vy los principales pardmetros de calidad obtenidos a
partir de las curvas ROC. Puede observarse que los modelos construidos con
metabolitos aportaban mejor capacidad predictiva que el formado sélo con variables

clinicas, pero el modelo conjunto con variables clinicas y metabdlicas, es el mejor, con
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muy buena especificidad y valores predictivos, aunque con una sensibilidad baja,

clasificando mejor a los casos sanos que a los enfermos.

Tabla 23. Valores de AUC, sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y
negativo obtenidos a partir de las curvas ROC en los tres modelos calculados
enfermos-sanos segun histologia del cilindro HR-MAS.

MODELO AUC IC95% - AUC | Sensibilidad | Especificidad VPP VPN
Variables clinicas 0,78 0,71-0,85 45% 89% 64% 79%
Metabolitos 0,84 0,77 -0,90 50% 93% 73% 82%
Variables clinicas
0,87 0,81-0,93 59% 94% 80% 84%
y metabolitos

AUC: Area bajo la curva, IC: Intervalo de confianza, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor

predictivo negativo
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Figura 26. Curvas ROC obtenidas de los diferentes modelos multivariantes (enfermos
o sanos segun histologia del cilindro HR-MAS).

Adicionalmente, se llevé a cabo la comparacién de los valores de AUC de los tres

modelos entre si, y también comparaciones dos a dos. Asi pues, al comparar el AUC de

las tres curvas conjuntamente, se hallaron que las diferencias presentes eran

estadisticamente significativas (p<0,001). Al comparar dos a dos, entre la curva con

metabolitos mas variables clinicas y la curva sélo con metabolitos, no hubo diferencia
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estadisticamente significativa, con p=0,07. Tampoco fue estadisticamente significativa
la diferencia entre la curva sélo con metabolitos y la curva sélo con variables clinicas,
con una p=0,24. Sin embargo, la diferencia entre la curva con metabolitos mas
variables clinicas y la curva sélo con variables clinicas presenté una significacion

estadistica con p=0,01.

Por lo tanto, el modelo que mejor discrimina entre enfermos y sanos es aquel
gue incluye a los metabolitos con mayor VIP score del PLS-DA, junto con las variables
clinicas: volumen prostdtico y tacto rectal sospechoso. Este modelo mostré mejor
sensibilidad y especificidad que el resto, y destaca por la buena capacidad (VPN 84%)
para detectar casos sanos. En general, se considera un marcador de diagndstico
aceptable, cuando el valor de AUC es igual o superior a 0,75. Este criterio seria
deseable en la comparacion entre pacientes sanos y con cdncer de préstata, y en el
objetivo de identificar biomarcadores que permitan hacer posible la deteccidn de la
enfermedad de manera precoz. Se puede apreciar como la inclusion de la
metaboldmica en la discriminacidn entre pacientes sanos y enfermos mejora los
resultados que exhibe un modelo basado uUnicamente en las variables clinicas

habituales.

5.3 IDENTIFICACION DEL CARCINOMA PROSTATICO EN
CUALQUIER LOCALIZACION DENTRO DEL ORGANO, A
PARTIR DEL PERFIL METABOLOMICO POR HR-MAS DE
UN SOLO CILINDRO DE PROSTATA

Siguiendo con otro de los objetivos de esta tesis, se intenté construir, mediante
el andlisis metabolémico con sonda HR-MAS de un cilindro de tejido prostatico, un
modelo que permitiese identificar la presencia de células cancerosas en cualquier otra

localizacion dentro del érgano y no sélo en el cilindro medido por RMN.

Para la consecucién del objetivo planteado en este apartado utilizamos la

informacion histoldgica tanto del cilindro HR-MAS como de los cilindros de la biopsia
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estandar. De esta manera, los cuatro grupos de muestras establecidos inicialmente
(ver Tabla 10) los reagrupamos en tres grupos: cancer, control y cilindro negativo. El
grupo cancer incluyé las muestras que presentaban células cancerosas tanto en el
cilindro HR-MAS como en la biopsia estandar (Biopsia + Cilindro +, 54 casos) mas las
muestras que las células cancerosas se identificaron Unicamente en el cilindro HR-MAS
(Biopsia - Cilindro +, 2 casos). El grupo control lo conformaba las muestras que no
presentaron cancer ni en el cilindro HR-MAS ni en la biopsia estdandar (Biopsia - Cilindro
-, 94 casos), y finalmente, definimos un tercer grupo como cilindro negativo que incluia
las muestras donde el cilindro HR-MAS medido era tejido sano pero el paciente fue
diagnosticado de cancer por aparecer células tumorales en alguna otra localizacién de

la préstata (Biopsia + Cilindro -, 51 casos).

Las muestras identificadas en el andlisis previo como valores extremos (41, 52 y
86) fueron excluidas tanto del PCA como del PLS-DA, ademas del paciente 185 debido
al mismo argumento expuesto anteriormente. De esta forma, finalmente el analisis

incluyé 56 casos de cancer, 92 control, y 49 cilindro negativo.

5.3.1 Anadlisis no supervisado: PCA, identificacion del carcinoma
prostatico, en cualquier localizacion dentro del drgano, a partir del perfil
metabdlico por HR-MAS de un solo cilindro de préstata

En el andlisis no supervisado mediante un PCA, puede observarse (figura 27)
qgue las muestras se distribuyen de manera uniforme ocupando todo el espacio
multivariable. No presentan una tendencia o agrupacién en funcién de los tres grupos
definidos previamente, ni tampoco se aprecia otra fuente de variabilidad diferente al
diagndstico del cilindro que pueda influir en la homogeneidad de las muestras. Las

muestras cilindro negativo se presentan muy solapadas con los otros dos grupos.
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Figura 27. Diagrama de puntos obtenido del analisis PCA de los espectros de ‘H-HR-
MAS PRESAT de las muestras de tejido de préstata del grupo enfermo con carcinoma (rombo
rojo), sanos (triangulo verde) y grupo biopsia + cilindro - (cuadrado azul).

5.3.2 Anadlisis supervisado: PLS-DA, identificacion del carcinoma
prostatico, en cualquier localizacion dentro del érgano, a partir del perfil
metabdlico por HR-MAS de un solo cilindro de prdstata

Una vez comprobado que las muestras no se agrupaban de forma espontdnea
en el PCA, se procedid a construir un modelo discriminatorio PLS-DA. Como se
comentd previamente, mediante el andlisis PLS-DA se fuerza la separacién entre
grupos, pudiendo comprobar distribuciones muy distintas en modelos donde
previamente el PCA mostraba una falta de distribucion diferencial entre grupos. La
estrategia seguida fue construir un modelo que separase los dos grupos
metabodlicamente mas diferentes, control vs cancer, y luego proyectar en el espacio

multivariable el tercer grupo, las muestras cilindro negativo. En la figura 28 se muestra
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el diagrama de puntos obtenido como resultado del PLS-DA donde se representa la

distribucién de los tres grupos en el nuevo espacio multivariable.

Puede observarse una clara separacién entre los grupos de cancer y los sanos,
con una pequefia zona de solapamiento. Asi pues, se comprueba una distribucién
diferencial entre los dos grupos, como ya sucedia al estudiar la huella metabdlica

distinta entre sanos y enfermos anteriormente directamente en el cilindro HR-MAS.
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Figura 28. Diagrama de puntos obtenido del analisis PLS-DA de los espectros de 'H-
HR-MAS PRESAT de las muestras de tejido de préstata del grupo enfermo con carcinoma
(rombo rojo), sanos (triangulo verde) y grupo biopsia + cilindro - (cuadrado azul). El modelo
discriminativo se ha construido maximizando las diferencias entre los grupos cancer y sanos, a
continuacién, se ha proyectado en el nuevo espacio multivariable el grupo cilindro negativo.

Una vez proyectadas las muestras del grupo cilindro negativo sobre las nuevas
variables latentes del PLS-DA observamos como, espacialmente, se localizan
mayoritariamente sobre las muestras control. Esto revela que las muestras

denominadas cilindro negativo son metabdlicamente mas parecidas a las muestras de
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sanos. Es decir, que a pesar de ser sujetos con tumor en otra localizacién de la préstata
distinta al cilindro HR-MAS, el perfil metabdlico no parece diferenciar estos casos de

los sujetos realmente sanos.

De forma adicional a la representacién grafica del diagrama de puntos,
establecimos numéricamente la capacidad de clasificar las muestras cilindro negativo
por parte del modelo PLS-DA mediante una prueba de prediccién. Cargamos al modelo
discriminativo estas muestras como un conjunto independiente de datos de validacién,
y calculamos la prediccién como pertenencia mas probable. El resultado fue que 6/49
muestras (12%) las clasific6 como tumorales, mientras que 43/49 (88%) las considerd

muestras sanas como mas probable.

5.4 CAPACIDAD DE LA METABOLOMICA POR HR-MAS
PARA CONSTRUIR UN MODELO QUE PERMITA VALORAR
LA AGRESIVIDAD DEL CANCER DE PROSTATA (SEGUN
GRADO DE GLEASON)

Otro objetivo de este trabajo fue comprobar si mediante una sonda HR-MAS se
podian establecer perfiles metabdlicos especificos, evaluados directamente sobre la
biopsia de prostata, que permitiesen valorar la agresividad del cancer de préstata o
estratificar mejor a los pacientes en base a la agresividad tumoral. Como se ha
comentado en la introduccion de esta tesis, existen varios sistemas de clasificacion en
la practica clinica que son utilizados para describir la agresividad del tumor. Uno de los
mas utilizados es el grado de Gleason, en base al patrén glandular de la neoplasia,

identificado mediante bajo aumento microscdpico.

En base a los resultados previos obtenidos para la construccion del modelo
predictivo de agresividad tumoral, se decidi6 establecer como referencia de
agresividad tumoral al andlisis Gleason del cilindro medido por HR-MAS. Asi pues, en
aquellos casos con un valor Gleason diferente entre la biopsia estandar y el cilindro
HR-MAS, se aceptd para este andlisis el Gleason del cilindro HR-MAS. Por supuesto,

todos los casos sin tumor en el cilindro HR-MAS se excluyeron en este apartado, ya que
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se les considerd individuos sanos y por lo tanto no se pudo estudiar en ellos la

agresividad tumoral.

5.4.1 Seleccion de la muestra y andlisis preliminar: capacidad de la
metabolomica por HR-MAS para construir un modelo que permita
valorar la agresividad del cancer de prostata

Como se comentd anteriormente, de los 54 cilindros HR-MAS con tumor, se
pudo establecer de forma correcta la graduacién Gleason del tejido mediante su
correspondiente estudio histopatolégico en 26 de ellos (ver tabla 11), siendo incluidos
para este andlisis. La distribucién de las muestras en los diferentes grupos Gleason fue
de la siguiente manera: 4 muestras Gleason 6, 7 de Gleason 7, 3 de Gleason 8, 11 de
Gleason 9 y 1 de Gleason 10. Las muestras identificadas en los analisis previos como
valores extremos o outliers (41, 52 y 86) fueron excluidas tanto del PCA como del PLS-
DA, ademas del paciente 185 debido al mismo argumento expuesto anteriormente. En
ninguno de los 3 outliers ni en el paciente 185 se determiné la presencia de carcinoma
en el cilindro HR-MAS, por lo que no cumplian con el criterio de inclusién en este

analisis (Gleason presente en el cilindro HR-MAS).

En primer lugar, comenzamos con un analisis exploratorio PCA de los datos con
el objetivo de comprobar la posible agrupacion de los datos en funcién del valor de
Gleason. En la figura 29 se presenta el diagrama de puntos del analisis PCA donde se
puede apreciar que las muestras de los diferentes grupos se distribuyen
homogéneamente por todo el espacio multivariable. La eleccién de las dos primeras
componentes principales explica hasta un 42% de la varianza de los datos, pero los
grupos se presentan completamente solapados y no se aprecian agrupamientos en

funcién del grado de agresividad tumoral Gleason.
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Figura 29. Diagrama de puntos obtenido del analisis PCA de los espectros de "H-HR-
MAS PRESAT de las muestras de tejido de prdstata graduadas como grupos Gleason 6
(cuadrado verde), Gleason 7 (triangulo azul), Gleason 8 (tridangulo invertido naranja), Gleason 9
(estrella roja) y Gleason 10 (circulo negro).

Dado que el analisis PCA no reveld una asociacion de las muestras en grupos se
llevé a cabo un analisis discriminante PLS-DA. El modelo discriminativo se construyé
con el objetivo de separar los dos grupos extremos (Gleason 6 vs Gleason 9), y
posteriormente proyectar sobre ese mismo modelo el resto de las muestras con el
objetivo de apreciar similitudes metabdlicas. En la Figura 30 se muestra el diagrama de
puntos del andlisis PLS-DA creado con las dos primeras variables latentes, y que recoge

hasta un 44% de la variabilidad total del sistema.
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Figura 30. Diagrama de puntos obtenido del analisis PLS-DA de los espectros de 'H-
HR-MAS PRESAT de las muestras de tejido de prdstata clasificadas segln su grupo Gleason
en base a la histologia del cilindro HR-MAS. El modelo se construyd con el objetivo de separar
los dos grupos extremos, Gleason 6 (cuadrado verde) y Gleason 9 (estrella roja). El resto de
muestras, Gleason 7 (tridangulo azul), Gleason 8 (tridngulo invertido naranja) y Gleason 10
(circulo negro) se proyectaron sobre el modelo con el objetivo de determinar semejanzas
metabdlicas.

En el PLS-DA, a pesar de las pocas muestras, el modelo presenta una buena
separacidon entre las muestras Gleason 6 y las Gleason 9 sin ningln tipo de
solapamiento. Los grupos extremos se separan perfectamente, no ocurre lo mismo con
el resto de grupos. Las muestras Gleason 7 son las mds heterogéneas, es como si se
dividiesen, a su vez, en dos subgrupos. Un primer subgrupo de cuatro pacientes que se
localizan relativamente préximos al grupo Gleason 6, pero sin solaparse, en una
posicion intermedia entre la minima agresividad (Gleason 6) y los grupos de maxima

agresividad (Gleason 8 y 9). Un segundo subgrupo de tres muestras Gleason 7 se
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localizan en el espacio que ocupan mayoritariamente las muestras Gleason 9, lo que
podria interpretarse como que estas presentan metabdlicamente mayor agresividad
de la que determiné el estudio histopatoldgico. Por ultimo, las muestras de los grupos
Gleason 8, 9 y 10 se localizan practicamente solapadas, dando a entender que en

estadios de alta agresividad, metabdlicamente, las muestras son similares.

5.4.2. Andlisis no supervisado: PCA, prediccion de agresividad en cancer
de préstata

En base a los resultados obtenidos en el analisis previo, donde se clasificaron
las muestras empleando los 5 grupos de agresividad Gleason, procedimos a rehacer el
analisis, pero creando nuevas agrupaciones. Dado que el numero de muestras es
limitado para este apartado, y para facilitar el andlisis, se decidié reagrupar los casos
en dos grupos. Uno de baja agresividad que incluia a los pacientes Gleason 6-7, y otro
de agresividad alta que incluye a los pacientes Gleason 8 y superiores. Se decidio llevar
a cabo esta division por las connotaciones terapéuticas y prondsticas de cada uno de
los grupos, mds similares para los Gleason englobados en uno u otro grupo.
Finalmente, 11 cilindros fueron incluidos en el subgrupo Gleason 6-7 y 15 lo fueron en
el Gleason 8 o mayor. Un Unico paciente con Gleason 10 en el cilindro HR-MAS se
incluyé dentro del grupo de 8 o mayor. De esta forma, los sujetos quedan agrupados
de manera que clinicamente son mas similares en cuanto a prondstico y manejo, de
ahi la agrupacion descrita. Las muestras extremas que fueron retiradas del primer

analisis también lo son en esta segunda estrategia.

El diagrama de puntos del anadlisis no supervisado PCA de las muestras
reagrupadas se muestra en la siguiente figura 31. La proyeccién de las muestras en un
nuevo espacio de pocas dimensiones consigue explicar hasta un 42% de la variabilidad
total. Se observa que no existe una separacién completa y espontanea de las muestras

en funcién de los dos grupos definidos, y persiste una regiéon amplia de solapamiento.
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Figura 31. Diagrama de puntos obtenido del analisis PCA de los espectros de 1H-HR-
MAS PRESAT de las muestras de tejido de prdstata agrupadas como grupos Gleason 6+7
(cuadrado verde) y Gleason 8+9+10 (tridngulo invertido rojo).

5.4.3 Analisis supervisado: PLS-DA, prediccidon de agresividad en cancer
de prostata

Con el objetivo de maximizar la separaciéon entre ambos grupos, baja y alta
agresividad tumoral basada en el Gleason se llevd a cabo un andlisis supervisado tipo

PLS-DA. El resultado en forma de diagrama de puntos se muestra en la figura 32.
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Figura 32. Diagrama de puntos obtenido del analisis PLS-DA de los espectros de 1H-

HR-MAS PRESAT de las muestras de tejido de prdstata agrupadas como grupos Gleason 6+7
(cuadrado verde) y Gleason 8+9+10 (tridngulo invertido rojo). Las elipses coloreadas
representan el intervalo de confianza del 95% para ese grupo. Las flechas indican la posicion
de los pacientes (de arriba abajo) #177, #30 y #5.

En el grafico se observa una clara separacién entre los dos grupos con una
minima region solapada, y como las elipses de confianza al 95% incluyen todas las
muestras de cada grupo. La elipse asociada a las muestras de mayor agresividad es
ligeramente mas pequefia que la correspondiente a las muestras de menor
agresividad. Esto puede interpretarse como que las muestras de mayor agresividad,
aunque incluyen pacientes de hasta 3 subgrupos Gleason (8+9+10) en realidad a nivel
metaboldmico son de una composicion mas homogénea que las de menor agresividad.
En un anadlisis mas detallado de la figura, nos llama la atencién la disposicion de tres
muestras correspondientes al grupo Gleason 6-7, que se localizan en la zona frontera
entre los dos grupos, muy préximas metabdlicamente a las muestras del grupo
Gleason 8+9+10. Estos tres casos correspondian a los pacientes 177, 30 y 5. Debido a
este hecho, se decidié revisar la historia clinica de estos tres pacientes, para

comprobar si podian haberse comportado como tumores agresivos o de alto riesgo a
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pesar de tratarse de Gleason 6-7 o cualquier otra singularidad que explicase su

proximidad metabdlica al grupo de mayor agresividad.

El paciente numero 5 fue un varén que en el momento de realizar la biopsia
tenia un PSA de 5 ng/mL, una densidad de PSA de 0,06 y un volumen prostatico de 94
cc. Ecograficamente presentaba una zona sospechosa, pero el tacto rectal no era
sugestivo de carcinoma. El Gleason segun biopsia estandar fue un 7 (3+4) (1 cilindro de
10 afectos), al igual que el cilindro HR-MAS. Destacaba el alto porcentaje tumoral del
cilindro HR-MAS, ocupando el tumor un 40% del tejido total. Acabd interviniéndose al
paciente de prostatectomia radical laparoscépica, siendo el resultado histoldgico de la
pieza un Gleason 7 (3+4), un foco tumoral afectando sélo a uno de los dos Iébulos
prostaticos. Como factor de mal prondstico, la pieza de prostatectomia presentaba
también afectaciéon perineural. Durante el seguimiento no tuvo una recidiva
propiamente dicha, pero el PSA fue ascendiendo progresivamente y no se mantenia en
valores indetectables. Los niveles de PSA en el momento de esta revisidon eran de 0,11

ng/mL (36 meses tras la cirugia).

Por otro lado, el paciente nimero 30 fue un hombre que en el momento de la
biopsia presentaba un PSA alto de 66 ng/mL, con una densidad de PSA de 1,78 y un
volumen prostatico de 37 cc. Ecograficamente se observd una zona sospechosa, pero
el tacto rectal no era sugestivo de carcinoma. El Gleason segun biopsia estandar fue un
7 (4+3), con una alta afectacion de cilindros, hasta un 80% de los recogidos en la
biopsia estandar. Ademas, presentaba tejido de vesiculas seminales en la biopsia, con
afectacién tumoral del mismo, lo cual traducia un tumor agresivo, localmente
avanzado. En el estudio de imagen se comprobd afectacién ganglionar local, lo cual
expresaba la agresividad del tumor a pesar de ser un Gleason 7. En cuanto al cilindro
HR-MAS, también presentaba un Gleason 7 (4+3), afectando a casi todo el tejido del
cilindro (un 80% del mismo). Este paciente se traté con bloqueo hormonal,
manteniendo niveles de PSA alrededor de 0,6-0,8 ng/mL, sin ascensos hasta el

momento de la revision.
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Por ultimo, el paciente nimero 177 presentaba en la biopsia un PSA de 4,22,
con una densidad de PSA de 0,24 y un volumen prostatico de 17 cc. Ni la ecografia ni el
tacto rectal fueron sugestivos de malignidad. El Gleason segun biopsia estandar fue un
7 (3+4), con una afectacién del 30% de los cilindros recogidos. En cuanto al cilindro HR-
MAS, también fue un Gleason 7 (3+4), con una alta ocupacién del tumor en el cilindro,
(un 90% del tejido del cilindro ocupado por tumor). Este paciente se sometid a
prostatectomia radical, con una histologia muy desfavorable en la pieza quirurgica,
pues, aunque se mantuvo un Gleason 7 (3+4), existia afectacion extracapsular tumoral,
siendo un tumor localmente avanzado, ademds de tener infiltracién perineural. A
pesar de lo agresivo del tumor, se ha mantenido con PSA de 0 ng/mL, sin recidiva

bioquimica hasta el momento de la revision.

De este modo, en los pacientes 30 y 177 se encontraron caracteristicas clinicas
tipicas de tumores de alto riesgo, como por ejemplo la afectacién localmente avanzada
o los altos niveles de PSA. Sin embargo, el paciente 5, por el contrario, no presentaba
ninguna caracteristica clinica tan definitoria de tumor de alto riesgo, aunque si tenia
bastante carga tumoral en el cilindro HR-MAS, infiltracion perineural en la pieza de
prostatectomia, y presenté aumento progresivo del PSA tras el tratamiento (sin
alcanzar rango de recidiva bioquimica). La disposicién en el PLS-DA de estas tres
muestras podria interpretarse como ejemplos de muestras que histolégicamente se
clasifican con un nivel bajo de agresividad, pero donde el contenido metabdlico de las
mismas parece indicar que comparten mas caracteristicas con las muestras de alta

agresividad.
5.4.4 Validacion cruzada, modelo metabdlico de agresividad en cancer
de prostata

Una vez obtenido el modelo discriminativo, se validé y se evaluaron los
resultados obtenidos mediante una validacion cruzada de los datos y la construccién

de las correspondientes curvas ROC (figura 33).
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Estimated (blue) and Cross-Validated (green) ROC
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Figura 33. Curvas ROC obtenidas del modelo PLS-DA que discrimina entre las
muestras de tejido de prdstata agrupadas como grupos Gleason 6+7 y Gleason
8+9+10 segun histologia del cilindro HR-MAS. La linea azul corresponde a los datos
estimados y la linea verde, a la validacidon cruzada. Los limites seleccionados por el algoritmo
PLS-DA para el célculo de la sensibilidad y especificidad del modelo se muestran como un
circulo rojo en cada una de las curvas.

Los resultados obtenidos muestran que la curva de validacién cruzada (en color
verde) presenta una importante diferencia respecto a la linea que corresponde a los
datos estimados (azul), El valor del drea bajo la curva fue de 0,72, clasificando a la
curva ROC como regular/buena. La matriz de confusidn correspondiente a la curva se
muestra en la tabla 24. Los datos estadisticos indican que se trata de un modelo con
buena sensibilidad, especificidad y valores predictivos, util para detectar a casos en

ambos grupos.
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Tabla 24. Matriz de confusion para el modelo PLS-DA, casos con Gleason 6-7 frente a
Gleason 8+9+10 en el cilindro HR-MAS.

GRUPO Sensibilidad Especificidad VPP VPN
Gleason 8 o
93% 81% 87% 90%
mayor

Coeficiente de correlacion de Matthews = 0,763, VPP: valor predictivo positivo, VPN:
valor predictivo negativo.

En cuanto a la valoracién numérica del modelo, el mismo presenté valores
dispares en los parametros de validacién, con RMSECV alto de 0,74, pero con Q2 bajo
de 0,15. El coeficiente de Matthews (0,763) también traducia una buena correlacion
entre las clasificaciones observadas y predichas. Asi pues, pardmetros como el area
bajo la curva, las tasas altas de verdaderos positivos y negativos, y la mayoria de
parametros cercanos a 1 en la valoracién numérica, expresaban una buena validacidn

del modelo predictor derivado del PLS-DA.

5.4.5 Perfil metabodlico y vias metabdlicas relacionadas con la agresividad
en cancer de prostata

Siguiendo la metodologia empleada en apartados anteriores, tras obtener el
modelo discriminante se prosiguié con la identificacion de las regiones del espectro
gue mas influian en el modelo, las que mas contribuian a la separacién entre grupos.
En la tabla 25 se exponen los metabolitos mas influyentes (VIP score por encima de 1)
junto con la ruta metabdlica implicada. Como se muestra en la figura 34, el impacto
mas importante se encontrd en el metabolismo del glutamato, de algunos aminodcidos

como el glutatidn o la histidina, y de determinados acidos grasos.
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Tabla 25. Metabolitos con VIP score por encima de 1 en tejido y las rutas metabdlicas
implicadas (estudio de agresividad tumoral segtin Gleason del cilindro HR-MAS).

METABOLITO RUTA METABOLICA
Glutamato Metabolismo del glutamato
Trans-aconitato Ciclo del acido tricarboxilico
Carnitina Metabolismo de los acidos grasos
Creatinina Metabolismo de los aminodcidos
Histidina Metabolismo de los aminodcidos

Homoctitrulina

Ciclo de la urea

1,3-dihidroxiacetona

Metabolismo de la glicélisis

2-hidroxibutirato

Metabolismo de los acidos grasos

FA-CH3 Metabolismo de los acidos grasos
Glutatién Metabolismo de los aminoacidos
Leucina Metabolismo de los aminodcidos
Ibuprofeno Metabolismo glicerofosfolipido
Cistationina Metabolismo de los aminodcidos
Glucosa Metabolismo de la glicélisis
Acetoina Ciclo del acido tricarboxilico
Lisina Metabolismo de los aminodcidos
C(18)H3 Metabolismo de la glicélisis
Succinato Ciclo del acido tricarboxilico
FA(-COCH2CH2-) Metabolismo de los acidos grasos
Glicina Metabolismo de la glicina
Citrato Ciclo del acido tricarboxilico
FA(-CH2)n Metabolismo de los acidos grasos

Dentro de los metabolitos con VIP score >1 se incluyen dos regiones etiquetadas
como “desconocidas”. Es decir, son dos regiones espectrales que se cuantificaron de
manera relativa en la etapa de integracién de las sefiales, pero no se logré identificar
certeramente a qué metabolitos corresponden. Estas regiones “desconocidas” se han
incluido en la matriz de concentraciones usada para la obtencién de los modelos

clasificatorios, aunque no es posible deducir mayor informacién bioquimica.

Como se hizo en el analisis con enfermos y sanos, se volvieron a seleccionar un
numero concreto de metabolitos para llevar a cabo una regresion logistica con un
nimero de variables que no fuera excesivo. Para ello se aceptaron aquellos
metabolitos con un VIP score por encima de 1,5. En la figura 35 se muestra el valor del
VIP score de cada metabolito seleccionado. La comparacion de los niveles promedios

de estas moléculas puede encontrarse en el anexo 4.
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Figura 34. Anadlisis de las rutas metabdlicas alteradas en muestras de tejido
prostatico (estudio de agresividad). El eje horizontal presenta los valores de impacto de la via
(basados en la centralidad de intermediacidn relativa), y el eje vertical los valores p respectivos
(basados en la prueba hipergeométrica). El color y el tamafo de cada circulo indican su valor p
y el valor de impacto de la via, respectivamente.

El andlisis comparativo entre medias de las integrales de los grupos se muestra
en la tabla 26. Puede observarse que en el andlisis univariante no se hallaron
diferencias significativas en la comparacién de medias de ningin metabolito con VIP

score mayor de 1,5 en el modelo.
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Figura 35. Valores VIP score de los metabolitos con mayor contribucion al modelo
discriminatorio PLS-DA entre Gleason 6+7 frente a Gleason 8+9+10 segun la
histologia del cilindro HR-MAS. El color de las barras indica la direccién del cambio
metabdlico en funcion de la agresividad tumoral valorada como Gleason (verde= metabolitos
con mayor concentracidn en casos de baja agresividad, rojo= metabolitos con mayor
concentracién en casos de mayor agresividad).

Tabla 26. Analisis univariante. Diferencias de areas promedios entre los metabolitos
gque mas contribuyeron a la discriminacion del modelo (Gleason 6-7 frente a Gleason 8 o
mas, segun histologia del cilindro HR-MAS).

GLEASON 6-7 SEGUN | GLEASON 8 O MAS SEGUN p-

METABOLITOS CILINDRO HR-MAS CILINDRO HR-MAS valor*
Glutamato 38,41 +/- 20,37 43,22 +/- 23,29 0,73
Trans-aconitato 0,88 +/- 0,82 0,63 +/- 0,60 0,45
Carnitina 5,92 +/- 4,63 16,11 +/- 17,72 0,20
Creatinina 2,02 +/- 1,68 1,98 +/- 0,76 0,58
Histidina 2,07 +/-1,12 2,40 +/- 1,60 0,42
Homocitrulina 22,85 +/- 13,13 14,84 +/- 9,68 0,12
1,3-dihidroxiacetona 1,04 +/- 0,85 0,94 +/- 0,64 0,73
2-hidroxibutirato 24,48 +/- 14,58 18,66 +/- 10,36 0,28

Valores mostrados como media +/- desviacion estandar

*Test U de Mann-Whitney
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A pesar de no hallar diferencias en el univariante, por ser los metabolitos con
mas peso dentro del PLS-DA, se decidid incluirlos todos para calcular la regresidon

logistica binaria (tabla 27).

Tabla 27. Analisis multivariante. Regresion logistica binaria incluyendo los
metabolitos con mas influencia en el PLS-DA.

METABOLITO OR IC- 95% p-valor*
Glutamato 0,91 0,82-1,02 0,14
Trans-aconitato 0,29 0,01-5,42 0,40
Carnitina 1,22 0,95-1,56 0,11
Creatinina 2,38 0,47 - 12,02 0,29
Histidina 3,51 0,68 - 18,05 0,13
Homocitrulina 0,88 0,75-1,03 0,13
1,3-dihidroxiacetona 1,25 0,24 - 6,46 0,79
2-hidroxibutirato 1,01 0,91-1,14 0,73

OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza

* Regresion logistica binaria

Los resultados de la regresion logistica binaria sefialan que ninguna de las
variables metabdlicas estudiadas presentd niveles de significacion estadistica, y por
tanto se puede deducir que ningin metabolito tenia relacién de forma independiente

con el grado de Gleason en el cilindro HR-MAS.

5.4.6 Modelos con variables clinicas y perfil metabdlico, capacidad de la
metaboldmica por HR-MAS para construir un modelo que permita
valorar la agresividad del cancer de prostata

A continuacién, se comprobd si alguna variable clinica podia influir como
predictora en el grado Gleason del cilindro HR-MAS. Se utilizaron las mismas variables
que se venian utilizando sobre la patologia prostatica, intentado establecer la
diferencia entre grupos. Los casos excluidos para el PCA y el PLS-DA seguian excluidos

en este analisis.

En el analisis univariante se comprobd que los pacientes con Gleason 8 o mayor
en el cilindro HR-MAS tenian una media de edad mas alta, ademas de un mayor

porcentaje de casos con tacto rectal sospechoso y con ecografia sugestiva de
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malignidad (tabla 28). Otras variables como el IMC, el PSA y su fraccién de densidad de
PSA, también tenian tendencia a diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos, aunque sin alcanzarlas. Estas variables con diferencias entre grupos o

con tendencia a las diferencias se incluyeron para el andlisis multivariante.

Tabla 28. Analisis univariante. Diferencias entre caracteristicas clinicas de los dos
grupos a estudio (casos Gleason 6-7 frente a Gleason 8 o mayor en el cilindro HR-MAS).

VARIABLE GLEASON 6-7 GLI::;?SRS o p-valor
EDAD en afios(media +/- DE) 63,33 +/- 8,77 72,60 +/- 9,35 0,03*
IMC 34,05 +/- 4,97 29,56 +/- 5,39 0,19*
PSA en ng/mL (mediana, intervalo) 10 (4-66) 21 (4-1446) 0,117
Densidad de PSA (mediana, 0,33 (0,06-1,78) 0,60 (0,16-3,90) 0,217
intervalo)
Cociente de PSA 0,11 +/- 0,08 0,09 +/- 0,04 0,30*
Vol prostatico en cc (media +/- DE) 37,03 +/- 22,84 38,26 +/- 24,23 0,99*
2 (18,2%) .
Tacto rectal sospechoso (n (%)) 13 (86,7%) <0,001
Sospecha en ecografia (n (%)) 6 (54,5%) 14 (93,3%) 0,02*

DE: Desviacién estandar, IMC: indice de masa corporal, DE: Desviacién estandar, PSA: Antigeno
prostatico especifico, Vol: Volumen
* U de Mann-Whitney ~Prueba de la mediana *Chi-cuadrado

Tabla 29. Analisis multivariante. Regresion logistica binaria incluyendo las variables
clinicas con tendencia a diferencias estadisticamente significativas en el analisis
univariante previo (casos Gleason 6-7 frente a Gleason 8 o mayor en el cilindro HR-MAS).

VARIABLE OR IC- 95% p
Edad 1,46 0,87 -2,44 0,14*
IMC 0,82 0,53-1,28 0,40*
PSA 1,15 0,87-1,53 0,30*
Densidad de PSA 1,12 0,95-1,25 0,40*
Tacto rectal sospechoso 2,6 1,83-6,69 0,01%*
Ecografia sospechosa 1,25 1,05 - 6,86 0,88*

OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza, IMC: indice de masa corporal, PSA: Antigeno
prostatico especifico
* Regresion logistica binaria

En el andlisis multivariante se comprobd que sdélo el tacto rectal sospechoso
guedaba dentro del modelo, relacionandose de forma independiente con el hecho de

tener un Gleason 8 o mayor en el cilindro HR-MAS (tabla 29). El amplio intervalo de
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confianza que aparece en esta variable en la regresidon, puede deberse, como se
comento anteriormente, al relativo pequeno tamano de la muestra en los dos grupos a
estudio.

También se procedid a realizar un andlisis multivariante incluyendo los
metabolitos mas influyentes del PLS-DA, y la variable clinica mas influyente (tacto

rectal sospechoso). Este anadlisis se muestra en la tabla 30.

Tabla 30. Analisis multivariante. Regresion logistica binaria incluyendo variables
clinicas y metabolitos (casos Gleason 6-7 frente a Gleason 8 o mayor en el cilindro HR-MAS).

METABOLITO OR IC- 95% p-valor*
Glutamato 0,91 0,82-1,02 0,14
Trans-aconitato 0,29 0,01-5,42 0,40
Carnitina 1,22 0,95-1,56 0,11
Creatinina 2,38 0,47 -12,02 0,29
Histidina 3,51 0,68 - 18,05 0,13
Homocitrulina 0,88 0,75-1,03 0,13
1,3-dihidroxiacetona 1,25 0,24 - 6,46 0,79
2-hidroxibutirato 1,01 0,91-1,14 0,73
Tacto rectal sospechoso 2,3 1,06-2,7 0,02

OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza, PSA: Antigeno prostatico especifico

* Regresion logistica binaria

En el analisis multivariante ningin metabolito quedd dentro del modelo, ya que
ninguno alcanzoé una significacion con p<0,05. Algunos como la carnitina, la histidina o
la homocitrulina quedaron cerca, y tal vez con una muestra mayor se habria alcanzado

una p<0,05. El tacto rectal si se mantuvo dentro del modelo, con p=0,02.

También se compararon las tres curvas ROC, aquella obtenida con los
metabolitos con mayor VIP score en el PLS-DA, otra con las variables clinicas, y otra

gue incluia los metabolitos mas las variables clinicas (figura 36).
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Figura 36. Curvas ROC obtenidas para los diferentes modelos multivariantes

ensayados con el objetivo de construir un modelo que permita valorar la agresividad

del cancer de préstata.

La matriz de confusién de las 3 curvas se expone a continuacién (tabla 31). En ella

puede comprobarse que el drea bajo la curva es ligeramente superior para los modelos

con metabolitos, aunque con valores muy similares de sensibilidad, especificidad y

valores predictivos.

Tabla 31. Resultados de las curvas ROC en los tres modelos calculados a partir de

diferentes variables con el objetivo de construir un modelo que permita valorar la

agresividad del cancer de préstata.

MODELO AUC IC95% AUC | Sensibilidad | Especificidad | VPP | VPN
Variables clinicas 0,84 0,67 -0,99 86% 82% 86% 81%
Metabolitos 0,89 0,75-0,99 87% 73% 82% 80%
Variables clinicasy | 0,90 | 0,78-0,96 87% 73% 82% | 80%
metabolitos

AUC: Area bajo la curva, IC: Intervalo de confianza, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor

predictivo negativo
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El area bajo la curva de las tres curvas se compard, entre todas ellas y dos a
dos. Comparando las tres curvas a la vez, no se hallaron diferencias estadisticamente
significativas, con p=0,23. En la comparacién dos a dos, tampoco hubo diferencias
significativas entre la curva de "Metabolitos + variables clinicas" y la de "Metabolitos",
con p=0,17; ni entre "Metabolitos y variables clinicas" y la de "Variables clinicas",
p=0,69. Entre la curva de "Metabolitos" y la de "Variables clinicas", el valor obtenido
p=0,56 no mostraba significatividad en las diferencias.

En cuanto al tacto rectal sospechoso, se mostré como la Unica variable clinica
influyente para predecir la presencia de Gleason 8 o mas en el cilindro HR-MAS. El
conjunto de metabolitos mds influyentes en el PLS-DA arrojaron una curva ligeramente
mejor que la formada por el tacto rectal, aunque sin diferencias estadisticas entre ellas

y con resultados muy similares en cuanto a sensibilidad o especificidad.

5.5 CAPACIDAD DE LA METABOLOMICA POR HR-MAS
PARA CONSTRUIR UN MODELO QUE PERMITA VALORAR
LA RECIDIVA BIOQUIMICA EN EL CANCER DE PROSTATA

Otro de los objetivos de esta tesis fue establecer si, mediante el perfil
metabodlico del tejido prostatico, podia establecerse un modelo predictor de recidivas

bioquimicas.

5.5.1 Seleccion de la muestra: capacidad de la metabolomica por HR-
MAS para construir un modelo que valore la recidiva bioquimica

De los 107 casos con tumor en la biopsia estandar o en el cilindro HR-MAS, 90
hombres recibieron algun tipo de tratamiento. La distribucidon de estos varones en

funcion del tratamiento recibido puede observarse en la tabla 14.

De los casos que recibieron tratamiento, 16 tuvieron una recidiva bioquimica,
con una media hasta la recidiva de 25,68 +/- 15,39 meses, y una mediana de 25 (13-36)
meses. Los otros 74 varones tratados, no habian tenido recidiva al final del periodo de

seguimiento de este estudio.

133



Resultados

De los casos outliers, el paciente 41 no tuvo cancer, por lo que no influyé para
este andlisis. Los casos 52 y 86 si fueron varones enfermos, pero dada su caracteristica
de outliers, comentada previamente, fueron excluidos para el analisis. El caso 185, sin
tumor en ninguna muestra, no influyd para el presente andlisis de varones enfermos y
tratados. De esta forma, quedaron incluidos para el andlisis de este apartado 16

varones con recidiva bioquimica y 72 sin recidiva.

5.5.2 Anadlisis no supervisado: PCA, capacidad de la metabolémica por
HR-MAS para construir un modelo que valore la recidiva bioquimica en
pacientes tratados

A continuacién, se muestra el PCA correspondiente a los dos grupos. Puede
comprobarse que no existe una separacidon espontanea en la distribucion de ambos.
Los casos con recidiva, aunque se agrupan en su mayoria en los dos cuadrantes
derechos, también lo hacen de forma heterogénea por todo el diagrama de puntos. Lo

mismo sucede con los casos sin recidiva bioquimica.
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Figura 37. Diagrama de puntos obtenido del analisis PCA de los espectros de "H-HR-
MAS PRESAT de las muestras de tejido prostatico en casos con recidiva bioquimica
(triangulos morados) y los casos sin recidiva bioquimica (cuadrados verdes), dentro de los
pacientes diagnosticados de cancer y que recibieron tratamiento.

5.5.3. Anadlisis supervisado: PLS-DA, capacidad de la metabolémica por
HR-MAS para construir un modelo que valore la recidiva bioquimica en
pacientes tratados

Para comprobar la diferente distribucion en el diagrama segun recidiva
bioquimica, se realizdé un analisis supervisado, preestableciendo los grupos vy
comprobando si de esta manera existia alguna tendencia de separacidn entre grupos.
Se incluyeron los mismos casos que para el PCA. El diagrama de puntos se muestra en
la figura 38. En él se observa que existe una cierta, aunque no marcada, separacion
entre grupos. Los casos con recidiva tienden a distribuirse en su mayoria en el
cuadrante superior derecho, no obstante, algunos de ellos también ocupan espacios

en otros cuadrantes.
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Figura 38. Diagrama de puntos obtenido del anadlisis PLS-DA de los espectros de 'H-
HR-MAS PRESAT de las muestras de tejido de préstata agrupadas como casos con recidiva
bioquimica (tridngulos morados) y los casos sin recidiva bioquimica (cuadrados verdes). Las
elipses coloreadas representan el intervalo de confianza del 95% para ese grupo.

Ademas, los casos sin recidiva se distribuyen de manera heterogénea por toda
la elipse que representa el intervalo de confianza al 95%. Asi pues, en el PLS-DA se
comprobd una cierta tendencia a la separacidon entre grupos, aunque existia una
especie de "zona gris" donde se solapaban casos con y sin recidiva bioquimica. Tal vez,
una mayor muestra en el grupo con recidiva, habria ayudado a saber si la separacién se

mostraba mas llamativa, o si por el contrario mas casos se distribuian en la "zona gris".

5.5.4. Validacion cruzada: modelo metabdlico que valore la recidiva
bioquimica

Se procedido a evaluar el modelo derivado del PLS-DA que contribuia a la
separacion entre varones que, habiendo recibido tratamiento para el cadncer, habian o
no desarrollado recidiva bioquimica durante el seguimiento.
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Figura 39. Curva ROC obtenida de la validacion cruzada del modelo PLS-DA que
discrimina entre casos con y sin recidiva bioquimica, dentro de los varones que
recibieron algun tipo de tratamiento para el cancer de prostata. La linea azul
corresponde a los datos tratados y la linea verde, a la validacion cruzada.

El resultado de la validacion cruzada de los datos obtenidos del PLS-DA se

muestra en la figura 39 con la curva ROC. Los resultados obtenidos muestran que la

curva de validacidn cruzada (en color verde) presenta una diferencia respecto a la linea

gue corresponde a los datos estimados (azul). El valor del area bajo la curva fue de

0,45, clasificando a la curva ROC como mala. No se expone la matriz de confusién dado

la mala prediccion del modelo que traduce el valor del area bajo la curva.
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5.5.5. Perfil metabdlico y vias relacionadas con la recidiva bioquimica

Tabla 32. Metabolitos con VIP score por encima de 1 en tejido y las rutas metabdlicas
implicadas (estudio de recidivas bioquimicas con HR-MAS).

METABOLITO RUTA METABOLICA
O-fosfoetanolamina Metabolismo de los acidos grasos
Etanol Metabolismo de la glicélisis
Succinato Ciclo del acido tricarboxilico
Ascorbato Metabolismo de la glicolisis
Cisteina Metabolismo de los aminodcidos
Etanolamina Metabolismo de los acidos grasos
Uridina Metabolismo de las pirimidinas
Glicerol Metabolismo de la glicélisis
Formato Metabolismo de la microbiota intestinal
Glicina Metabolismo de la glicina
1,3-dihidroxiacetona Metabolismo de la glicdlisis
Carnitina Metabolismo de los aminodcidos
Lactato Metabolismo de la glicélisis
Tirosina Metabolismo de los aminodcidos
a-glucosa Metabolismo de la glicélisis
Piruvato Metabolismo del piruvato (pirimidinas)
Creatina Metabolismo de los aminodcidos
Serina Metabolismo de la serina
Ibuprofeno Metabolismo glicerofosfolipido
Acetoina Ciclo del acido tricarboxilico
Sn-glicerol-3-fosfocolina Metabolismo glicerofosfolipido
Putrescina Biosintesis de poliaminas
Creatina fosfato Metabolismo de los aminodcidos
Metionina Metabolismo de los aminodcidos
Colina Metabolismo glicerofosfolipido
Glucosa Metabolismo de la glicdlisis
Hipoxantina Metabolismo de las purinas

Después de construir el modelo discriminante, se intenté establecer cudles eran
las regiones del espectro que mas influian en el modelo, aunque en la validacién
cruzada se comprobd que éste no tenia buena capacidad predictiva. En el PLS-DA se
comprobd una cierta tendencia a la separacidn entre grupos, aunque con una zona de
solapamiento entre grupos. Con el presente analisis se pretendié establecer qué
metabolitos o vias metabdlicas contribuian de forma mas significativa a la tendencia de
separacion en el PLS-DA. En la tabla 32 se muestran los metabolitos con VIP score por
encima de 1 en el PLS-DA, y la ruta metabdlica a la cual pertenecen. Los niveles

promedios de estos metabolitos comparando el grupo con y sin recidiva bioquimica
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pueden observarse en el anexo 4. En la figura 40 aparecen representadas las vias

metabdlicas mas influyentes en este analisis.
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Figura 40. Andlisis de las rutas metabdlicas alteradas en muestras de tejido
prostatico (estudio de recidivas bioguimicas). El eje horizontal presenta los valores de
impacto de la via (basados en la centralidad de intermediacién relativa), y el eje vertical los
valores p respectivos (basados en la prueba hipergeométrica). El color y el tamafio de cada
circulo indican su valor p y el valor de impacto de la via, respectivamente.

Para intentar optimizar el modelo del PLS-DA, se intentaron seleccionar sdlo los
metabolitos mas influyentes en el mismo, creando un modelo con aquellas moléculas
gue mostraban un VIP score mayor de 1,5. En la figura 41 se representa el valor del VIP

score de cada uno de estos metabolitos seleccionados, un total de 9.
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Figura 41. Valores VIP score de los metabolitos seleccionados con mayor
contribucidn al modelo discriminatorio PLS-DA entre casos con y sin recidiva
bioquimica segun el perfil metaboldmico del cilindro HR-MAS. El color de las barras
indica la direccién del cambio metabdlico en funcién de la recidiva bioquimica (verde=
metabolitos con mayor concentracién en casos sin recidiva, rojo= metabolitos con mayor
concentracién en casos con recidiva).

Por otra parte, se llevd a cabo un analisis comparativo entre medias de las
integrales de los dos grupos, el cual se muestra en la tabla 33. Se hallaron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles promedios de O-fosfoetanolamina, siendo
mayor su concentracion en los casos con recidiva bioquimica. Otros metabolitos como
el etanol o el ascorbato también presentaban diferencias importantes entre ambos
grupos, aunque sin alcanzar la significacién estadistica, tal vez por la alta variabilidad
gue muestran en los niveles promedios, como reflejan las desviaciones estandar de las

muestras.
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Tabla 33. Analisis univariante. Diferencias de niveles promedios entre los casos con y
sin recidiva bioquimica durante el seguimiento.

METABOLITOS CASOS CON RECIDIVA CASOS SIN RECIDIVA p-valor*
O-fosfoetanolamina 22,18 +/- 9,55 16,97 +/- 9,48 0,04
Etanol 9,58 +/- 4,44 8,30 +/- 5,61 0,17
Succinato 1,10 +/- 0,92 0,77 +/- 0,53 0,22
Ascorbato 8,86 +/- 3,84 6,97 +/- 4,22 0,08
Cisteina 8,68 +/- 5,74 6,52 +/- 5,93 0,25
Etanolamina 6,70 +/- 2,72 7,23 +/- 4,60 0,96
Uridina 4,54 +/- 3,72 6,01 +/- 5,26 0,27
Glicerol 19,69 +/- 9,36 24,57 +/- 24,24 0,92
Formato 0,26 +/-0,12 0,32 +/- 0,26 0,77

Valores mostrados como media +/- desviacion estandar

*Test U de Mann-Whitney

Posteriormente se llevd a cabo el analisis multivariante, donde volvieron a

incluirse los metabolitos mas influyentes en el modelo, que se muestra en la tabla 34.

Asi, a mayores niveles de ascorbato y de cisteina, mayor probabilidad de que el sujeto

desarrolle una recidiva bioquimica. Por otra parte, los niveles bajos de uridina y glicerol

también se relacionaron con una mayor probabilidad de tener una recidiva bioquimica

tras tratamiento. Lo mismo sucedidé con el formato, aunque con una OR muy baja,

como se muestra en la tabla.

Tabla 34. Analisis multivariante. Regresion logistica binaria incluyendo los
metabolitos con mayor valor VIP score en el PLS-DA.

METABOLITO OR IC- 95% p-valor*
O-fosfoetanolamina 1,09 0,98-1,22 0,10
Etanol 1,05 0,90-1,22 0,52
Succinato 3,66 0,69-19,40 0,12
Ascorbato 1,64 1,11-2,42 0,01
Cisteina 1,28 0,62 -0,98 0,03
Etanolamina 1,17 0,88 - 1,55 0,27
Uridina 0,69 0,51-0,93 0,01
Glicerol 0,93 0,88 -0,99 0,02
Formato 0,01 0,01-0,30 0,02

* Regresion logistica binaria
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5.5.6. Modelos con variables clinicas y perfil metabdlico, capacidad de la
metaboldmica por HR-MAS para predecir recidiva bioquimica

En la siguiente parte de este analisis se intentd comprobar qué variables clinicas
podian influir en un modelo discriminatorio para diferenciar entre casos con y sin
recidiva bioquimica. Se cogieron las variables que podian relacionarse con la patologia
prostatica y se comprobd la diferencia entre grupos. Los casos no incluidos para el
analisis metaboldmico, tanto PCA como PLS-DA expuestos previamente, seguian

estando excluidos en este analisis.

En el andlisis univariante se comprobé que el cociente de PSA, el tacto rectal
sospechoso y la sospecha en ecografia tenian tendencia a la significacidon estadistica,

motivo por el cual se incluyeron en el analisis multivariante (tabla 35).

Tabla 35. Analisis univariante. Diferencias entre caracteristicas clinicas de los dos
grupos a estudio (casos con y sin recidiva bioquimica).

VARIABLE RECIDIVA Si RECIDIVA NO P
EDAD en afios(media 67,53 +/- 9,69 68,76 +/- 8,70 0,49*
+/- DE)
IMC 29,78 +/- 4,15 29,16 +/- 4,50 0,46*
PSA en ng/mL 11,5 (7-1446) 9 (3-237) 0,78
(mediana, intervalo)
Densidad de PSA 0,35 (0,13-3,20) 0,26 (0,06-24,80) 0,95 A
(mediana, intervalo)
Cociente de PSA 0,10 +/- 0,08 0,12 +/- 0,06 0,20*
Vol prostatico en cc *
(media +/- DE) 34,92 +/- 13,70 39,19 +/- 19,32 0,43
Tacto rectal 9 (56,2%) 23 (32,9%) N
<0,08
sospechoso (n (%))
Sospecha en 12 (75%) 42 (58,3%) N
, 0,21
ecografia (n (%))

DE: Desviacion estandar, IMC: indice de masa corporal, DE: Desviacién estandar, IMC: indice de
masa corporal, PSA: Antigeno prostatico especifico, Vol: Volumen
* U de Mann-Whitney ~Prueba de la mediana *Chi-cuadrado

En el andlisis multivariante se observd que ninguna variable clinica era
predictora de forma independiente con el hecho de desarrollar recidiva bioquimica

(tabla 36).
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Tabla 36. Analisis multivariante. Regresion logistica binaria incluyendo las variables
clinicas con tendencia a diferencias estadisticamente significativas en el analisis
univariante previo (casos con y sin recidiva bioquimica).

VARIABLE OR IC- 95% p-valor*
Cociente de PSA 0,05 0,01-263,43 0,49
Tacto rectal sospechoso 2,35 0,60-9,21 0,21
Sospecha en ecografia 1,14 0,24 -5,24 0,86

OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza
* Regresion logistica binaria
Del mismo modo, se procedid a realizar un analisis multivariante incluyendo los
metabolitos que tendian a ser mas influyentes del modelo PLS-DA vy las variables
clinicas que aparecian con tendencia a la significacion estadistica en el analisis
univariante (tabla 37). Aunque en la regresion logistica sélo con las variables clinicas,
ninguna presentd una p<0,05, se aceptd que tal vez esto sucediera por la escasa
muestra en el grupo de recidiva. A pesar de esto, se considerd interesante su inclusién

en el modelo combinado de variables clinicas y metabolitos.

Tabla 37. Analisis multivariante. Regresion logistica binaria incluyendo variables
clinicas y metabolitos (casos con y sin recidiva bioquimica).

METABOLITO OR IC- 95% p-valor*
O-fosfoetanolamina 1,11 0,98 - 1,26 0,09
Etanol 1,05 0,89-1,23 0,55
Succinato 5,29 0,80 - 34,76 0,08
Ascorbato 1,80 1,17 -2,76 0,007
Cisteina 1,26 0,57-0,97 0,03
Etanolamina 1,24 0,91-1,68 0,16
Uridina 0,63 0,44 -0,91 0,01
Glicerol 0,91 0,85-0,98 0,02
Formato 0,01 0,01-0,21 0,01
Cociente de PSA 0,01 0 -21,20 0,25
Tacto rectal sospechoso 2,82 0,36 - 21,96 0,32
Sospecha en ecografia 0,28 0,03 -2,55 0,26

OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza, PSA: Antigeno prostatico especifico

* Regresion logistica binaria

En la regresion logistica se muestra que permanecen dentro del modelo de

forma estadisticamente significativa los mismos metabolitos que en el caso del
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multivariante sélo con metabolitos: el ascorbato, la cisteina, la uridina, el glicerol y el
formato. Ninguna de las tres variables clinicas tenia relacién estadisticamente

significativa con la variable dependiente, recidiva bioquimica.

A continuacién, se procedié a calcular las curvas ROC de tres modelos
predictores distintos: sélo con metabolitos, sélo con variables clinicas y el que
combinaba variables clinicas y metabolitos. El drea bajo la curva correspondiente al
modelo optimizado, formado sdlo por metabolitos con VIP score alto, es mejor que la

derivada del PLS-DA. Los resultados pueden observarse en la figura 42 y en la tabla 38.

Tabla 38. Resultados de las curvas ROC en los tres modelos calculados.

MODELO AUC IC95% - AUC | Sensibilidad | Especificidad | VPP VPN
Variables clinicas 0,66 0,52-0,80 10% 80% 20% 70%
Metabolitos 0,87 0,79 - 0,95 25% 93% 44% 84%
Variables clinicas
0,88 0,80-0,96 50% 91% 57% 88%
y metabolitos

AUC: Area bajo la curva, IC: Intervalo de confianza, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor

predictivo negativo

En la tabla se observa que las variables clinicas son poco utiles para predecir la
recidiva bioquimica. Sin embargo, los metabolitos seleccionados tras la optimizacién
del PLS-DA, arrojan buenos valores de especificidad y valor predictivo negativo,
pudiendo ser relevantes para localizar a los casos sin recidiva. Sin embargo, la
sensibilidad y valores predictivos de los modelos creados a partir de la metabolémica,
resultaron ser subdptimos, por lo que no puede afirmarse una buena capacidad de los
mismos para clasificar de forma correcta los casos con recidiva. También se
compararon las curvas ROC, todas entre si y dos a dos. Asi pues, al comparar el AUC
de las tres curvas, se hallaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,02). Al
hacer comparaciones dos a dos, el area bajo la curva de "Metabolitos + variables
clinicas" tenia diferencias significativas con el area de "Variables clinicas" (p=0,006),
pero no con la de "Metabolitos" (p=0,59). Del mismo modo, entre la curva de
"Metabolitos" y la de "Variables clinicas", también se hallaron diferencias (p=0,01).
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Figura 42. Curvas ROC obtenidas de los diferentes modelos multivariantes
construidos para la prediccion de recidiva bioquimica.

Asi pues, se comprobd que, para predecir los casos de recidiva bioquimica,
tenian buena drea bajo la curva los modelos que incluyen a los metabolitos mas
influyentes en el PLS-DA, mientras que, en este contexto, las variables clinicas no
tienen papel predictor. Ademas, los modelos sélo con metabolitos y aquel con
metabolitos y variables clinicas, tuvieron casi idéntica area bajo la curva (0,87 y 0,88

respectivamente), y similar representacion gréfica de la curva.
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5.6 CAPACIDAD DE DIAGNOSTICAR CANCER DE
PROSTATA MEDIANTE PERFIL METABOLOMICO EN
ORINA

Como se comprobd previamente, la metaboldmica mediante HR-MAS es capaz
de establecer un perfil metabdlico especifico y un modelo discriminante para distinguir
aquellos casos con cancer en la muestra tisular con respecto a aquellos casos sin
tumor. Con el PLS-DA se obtuvo un modelo con un area bajo la curva ROC de 0,87,
similar a la curva derivada de los metabolitos mds influyentes junto con las variables
clinicas. Ademas, metabolitos como el citrato, el glicerol-3-fosfocolina, la glicina,
carnitina o la O-fosfocolina, se mostraron como metabolitos con peso en el modelo

discriminatorio para distinguir cancer de prdstata en el tejido medido por HR-MAS.

No obstante, para obtener una muestra tisular de prdstata debemos llevar a
cabo un método invasivo, como es la biopsia transrectal explicada previamente en esta
tesis. Una vez establecida la capacidad discriminatoria de la metaboldmica en tejido
prostatico canceroso, seria interesante conocer si, con un método menos invasivo, la
metaboldmica también es capaz de establecer perfiles metabdlicos y modelos
especificos de cancer de préstata. De esta forma, podria valorarse ese método poco

invasivo como herramienta util para el diagnéstico de la enfermedad.

Asi pues, el planteamiento fue utilizar la orina como muestra para obtener
biomarcadores de cancer de préstata, utilizando RMN para hallar perfiles metabdlicos
diferenciales. La orina es un maremagnum de metabolitos, los cuales se encuentran en
diferentes cantidades en funcién de muchos factores, como por ejemplo Ia
alimentacion, la toma de farmacos o las caracteristicas genéticas del individuo. Para
intentar conseguir muestras de orina que recogiesen liquido prostatico, se decidio
llevar a cabo un masaje transrectal previo a la miccién espontdnea, como ya se explicé
en el apartado de material y métodos. A pesar de lo incdmodo de la exploracidn, este
método sigue siendo mucho menos agresivo que una biopsia, por lo que se consideré
6ptimo como método no invasivo. En caso de conseguir un modelo discriminatorio de
cancer con el estudio metabolémico de la orina, podria intentar establecerse como
una herramienta diagndstica no invasiva del cancer de préstata.
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En el punto 5.2.5 se expusieron las rutas metabdlicas implicadas con el cancer de
prdstata segln nuestros resultados. Observamos perturbaciones en el metabolismo de
aminodcidos, glucosa, metabolismo glicerofosfolipido y del glioxilato carboxilato asi
como en el ciclo TCA y en la biosintesis de aminoacil tRNA. En orina se intentaria
concluir si existen metabolitos de estas vias que ayudasen a discriminar entre

diferentes grupos, en funcién del objetivo perseguido en cada subanalisis.

5.6.1 Analisis y asignacion de espectros

El estudio incluyé el andlisis por RMN de 201 muestras de orina obtenidas por
miccion espontanea tras masaje prostatico. En este andlisis, el paciente 185 (excluido
de todos los analisis con HR-MAS debido a la mala relacion sefial/ruido y a la mala
calidad de la resolucion de la multiplicidad de las sefiales) se incluyd para los estudios
en orina, pues en la medicién de la muestra de orina no se produjeron los problemas
que existieron con el tejido. Se trataba de un vardn sin cancer en el estudio histolégico

de las muestras biopsiadas, y como tal fue clasificado en los siguientes resultados.

En el caso del analisis de la orina, fue el paciente 149 el que no pudo incluirse,
ya que la muestra presentd un espectro de RMN artefactado y de baja calidad. Se
trataba de un vardn sin neoplasia, ni el cilindro HR-MAS ni en la biopsia estandar.
Siendo considerado dentro del grupo de sanos, no se conté con su perfil metabolémico

para el cdlculo de los modelos en orina.

En este bloque de andlisis en orina, no importd la discordancia entre la
histologia del cilindro HR-MAS vy la de la biopsia estandar. Como se acepté que la orina
recogia el estado patoldgico o no de cada paciente, independientemente del cilindro
donde se encontrase el tumor, en caso de tumor en cualquiera de las muestras
(cilindro HR-MAS o biopsia estandar), se etiquetd al paciente como enfermo. Asi pues,

se recogieron un total de 107 casos enfermos y 93 casos sanos para este andlisis.
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Figura 43. Asignacion de las seilales mds representativas en un espectro 1H-RMN
PRESAT, adquirido a 600MHz, para una muestra de orina de un sujeto sano (negro) y con
tumor (rojo) de préstata en el momento del diagndstico, medida a 310K. a) Region alifatica del
espectro (6=0.5-4.5 ppm) y b) regién aromatica (6=5.50-9.50 ppm). Asignacidn de algunos de
los picos mads intensos del espectro: 1,3-metil-2-oxovalerato; 2, isoleucina; 3, leucina; 4, valina;
5, isobutirato; 6, metilsuccinato; 7, hidroxibutirato; 8, fucosa; 9, metilmalonato; 10,treonina;
11, lactato; 12, 2-hidroxibutirato; 13,2-fenilpropionato; 14,alanina; 15, arginina; 16,lisina; 17,
N-acetilserotonina; 18, acetate; 19, prolina; 20, glutamina; 21, glutamato; 22,0-acetilcarnitina;
23, acetoin; 24, acetoacetate; 25, succinato; 26, citrato; 27, sarcosina; 28, N-metilhidantoina;
29, creatinina; 30, cisteina; 31, cis-aconitato; 32, etanolamina; 33,0-fosfocolina ; 34, betaina;
35, N-6xido de trimetilamina; 36, taurina; 37, mio-inositol; 38, glicina; 39, ribosa; 40, manitol;
41, hipurato; 42, urea; 43, 3-hidroxiquinurenina; 44, gentisato; 45, histidina; 46, indol-3-
lactato; 47, fenilalanina;48, fenilacetilglicina; 42, hipoxantina; 43, trigonelina; 44, formato.

De esta forma, se identificaron un total de 75 metabolitos. En la figura 43 se
muestran los espectros promedio 'H PRESAT de las muestras de orina, tanto para los
pacientes sanos como para los pacientes con tumor de préstata. Cada sefal o pico
corresponde inequivocamente a un tipo de molécula o metabolito. Al igual que sucedia

en el caso del HR-MAS, un metabolito puede presentar varias senales en diferentes
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partes del espectro, una por cada grupo magnéticamente activo. El drea contenida
bajo cada pico es directamente proporcional a la concentraciéon del metabolito en la

muestra.

5.6.2. Analisis no supervisado: PCA, capacidad para diagnosticar cancer
de prdostata mediante perfil metabdlico en orina

Para el primer analisis que se llevd a cabo tras medir los espectros en orina, se
acepté como enfermo a cualquier varén con algun cilindro tumoral en cualquiera de
las muestras recogidas (en la figura 10, los englobados dentro de las columnas biopsia -
cilindro +, biopsia + cilindro -, biopsia + cilindro +). El resto de casos (biopsia - cilindro -

), se aceptaron como casos sanos.

En primer lugar, se llevd a cabo un andlisis no supervisado, para evaluar la
agrupacion espontanea de los dos grupos sin tener en cuenta la clasificacion de los
pacientes dentro de un grupo preestablecido. Como ya se ha comentado, el objetivo
del andlisis no supervisado (PCA) es detectar la presencia de outliers, justificando
posteriormente su inclusion o exclusidon en el estudio; y por otra parte comprobar la

separacion espontanea de los grupos, en este caso sanos y enfermos de cancer.

Las muestras identificadas como outliers para los analisis en orina fueron la 16
(enfermo) y la 110 (sano). Para buscar una posible razén por la cual estas dos muestras
se comportaron como outliers, se llevé a cabo una revisién de la historia clinica. Con
ello se intentd encontrar alguna justificacién a partir de las variables clinicas para

entender esta distribucidn alejada del resto de casos de la muestra.

El paciente 16 fue biopsiado en 2015, con diagndstico de adenocarcinoma de
prostata Gleason 7 (3+4) en 2 de los 10 cilindros obtenidos en la biopsia estandar,
mientras que en el cilindro HR-MAS no se hallaron células tumorales tras el estudio
histoldgico. En el momento de la biopsia tenia un PSA de 9,4 ng/mL y un volumen
prostatico de 18,5 cc. Este vardn fue intervenido de prostatectomia radical
laparoscopica, siendo el resultado anatomopatolégico de la pieza quirdrgica un

adenocarcinoma Gleason 7 (4+3), afectando tanto a la zona central como a la
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periférica. Este paciente se mantuvo con un PSA indetectable durante el seguimiento

posterior.

El paciente 110 fue biopsiado en 2016, con diagndstico de ausencia de lesiones
malignas en todos los cilindros obtenidos. EI PSA el momento de la biopsia era de
13,32 ng/mL, y el volumen prostatico de 30,07 cc. Aunque existia una zona sospechosa
de tumor en la ecografia, el tacto rectal no resultaba sospechoso para malignidad.

Durante el seguimiento no fue diagnosticado de cancer de préstata.

De esta forma, tras revisar las historias clinicas se comprobd que no existia
ninguna variable clinica que justificase el comportamiento de estos dos casos como
outliers. No obstante, dado su comportamiento como muestras extremas, debian ser
excluidas para los posteriores analisis en orina. Dado el claro comportamiento como
outliers, en este caso se obvio la representacion grafica de las muestras extremas en el
grafico T? de Hotelling, como si se hizo previamente en el anadlisis con las muestras

medidas mediante HR-MAS.

Ademas de los dos outliers, también fue excluida para el analisis la muestra 149
que, como se dijo, no pudo ser cuantificada. De este modo, para comprobar la
capacidad de la metaboldmica para hallar perfiles en orina que diferencien entre casos

enfermos y sanos, se contd con 106 casos enfermos, y 92 casos sanos.

En este analisis no supervisado, el diagrama de puntos (figura 44) muestra una
ausencia de separacién espontdnea entre los dos grupos, con zonas solapadas. Puede
comprobarse que tantos los enfermos como los sanos se distribuyen de forma

heterogénea en los cuatro cuadrantes.
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Figura 44. Diagrama de puntos obtenido del analisis PCA de los espectros de 'H
PRESAT de las muestras de orina para los casos enfermos y sanos. Los triangulos verdes

representan los casos sanos, y los rombos rojos los casos enfermos. Puede observarse que no

existe una agrupacion espontanea de los dos grupos.

5.6.3. Analisis supervisado: PLS-DA, capacidad para diagnosticar cancer
de praostata mediante perfil metabdlico en orina

A pesar de que con el PCA no se observd ninguna distribucién espontanea

diferente entre los dos grupos, se calculé un modelo PLS-DA para comprobar si al

asignar a cada muestra la pertenencia a uno u otro grupo, se podia forzar la separacién

de las muestras. Para este andlisis seguian excluidas las muestras anteriormente

citadas, 16, 110 y 149. El diagrama de puntos correspondiente con el PLS-DA se

observa en la figura 45.
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Puede comprobarse en la figura cierta tendencia a la separaciéon de las
muestras, ocupando muchos casos sanos el cuadrante inferior izquierdo y muchos
casos enfermos el cuadrante superior derecho. A pesar de todo, existe una zona de
solapamiento importante en el centro del diagrama, donde coinciden casos de ambos

grupos.
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Figura 45. Analisis en orina. Diagrama de puntos del PLS-DA, casos enfermos y sanos.
Los tridngulos verdes representan los casos sanos y los rombos rojos los casos enfermos. Las
elipses se han proyectado para visualizar mejor la distribucién de las muestras, pero no tienen
ningun significado estadistico.

Como se comprueba observando el diagrama de puntos, el modelo derivado del
PLS-DA no es bueno para discriminar entre enfermos y sanos en funcion del perfil
metabdlico en orina. Esto se corrobora al observar la curva ROC del modelo (figura 46).
En ella se observa un area bajo la curva alrededor de 0,6, lo cual traduce que la
capacidad del modelo para distinguir un caso entre enfermo o sano es aleatoria, y por
lo tanto no tienen capacidad alguna para discriminar. En estos casos, es necesario un

proceso de optimizacién del modelo, intentado ser mds restrictivos a la hora de
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seleccionar metabolitos utiles para comprobar la capacidad discriminatoria del

modelo.

Estimated (blue) and Cross-Validated (green) ROC

T T T -

Sensitivity Y2 (Class 2)

el AUC = 0.7801 (C) / 0.5698 (CV)

0 I I 1 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

1-Specificity Y2 (Class 2)

Figura 46. Curvas ROC obtenidas del modelo PLS-DA que discrimina entre enfermos y
sanos segun perfil metabdlico en orina. La linea azul corresponde a los datos tratados y la
linea verde, a la validacion cruzada.

5.6.4 Optimizacion del modelo, capacidad para diagnosticar cancer de
prostata mediante perfil metabdlico en orina

Con los datos obtenidos hasta el momento, se comprobd que los modelos
obtenidos no eran capaces de distinguir entre hombres con y sin cancer, en base a los
metabolitos presentes en orina tras masaje prostatico. Dado el buen modelo obtenido
con sonda HR-MAS al medir el perfil metabdlico en tejido, se intenté llevar a cabo una
optimizacién del modelo en orina, estudiando sélo los metabolitos mas influyentes en
el PLS-DA. Para ello, fueron seleccionados todos los metabolitos con VIP score por
encima de 1 en orina. Segun nuestros resultados, un total de 28 moléculas cumplian
con este criterio. La utilizacién de un gran numero de metabolitos en estudios con

biofluidos es un hecho frecuente, como se explicara en la discusidn, ya que como se ha

153



Resultados

comentado la orina es el vehiculo final donde desembocan elementos de un gran

numero de rutas metabdlicas del organismo.

Aunque sélo 4 de estas moléculas coincidian con los metabolitos con VIP score
por encima de 1 en tejido, se comprobd que todas ellas estaban relacionadas con las
mismas rutas metabdlicas que se vieron implicadas con la presencia de cdncer en el
analisis en tejido. En el punto 5.9 de esta tesis se exponen de forma esquematica las

rutas metabdlicas implicadas con la presencia de tumor, tanto en tejido como en orina.

Tabla 39. Metabolitos con VIP score por encima de 1 en orina y las rutas metabdlicas
implicadas (estudio para distinguir enfermos y sanos). Se seleccionaron para lograr la

optimizacidn del modelo. En negro se muestran los metabolitos coincidentes con VIP score por
encima de 1 en tejido.

METABOLITO RUTA METABOLICA
4 aminohipurato Metabolismo de la glicina
Creatina fosfato Metabolismo de aminodcidos
Trigonelina Metabolismo del nicotinato y de la glicina
Colina Metabolismo glicerofosfolipido
Cis-aconitato Metabolismo del citrato (ciclo TCA)
Metilsuccinato Ciclo TCA
Carnosina Metabolismo aminodcidos
Lactato Metabolismo de la glucosa
Piruvato Metabolismo del piruvato (pirimidinas)
Arabinosa Metabolismo de la glicélisis
Sucrosa Metabolismo de la glicdlisis
Isobutirato Metabolismo de la serina
Metilmalonato Metabolismo oxidativo de acidos grasos
Ribosa Metabolismo de la glicélisis
Treonina Metabolismo de aminodcidos
Formato Metabolismo de la microbioma intestinal
N-fenilacetilglicina Metabolismo aminoéc.ido (glicina, serina'y
treonina)

Quinurenina Metabolismo de aminodcidos
Betaina Metabolismo glicerofosfolipidico
Manosa Metabolismo de la glicélisis

2-furoilglicina Metabolismo de aminoacidos

O-fosfocolina Metabolismo glicerofosfolipidico

Malonato Ciclo TCA
Xantosina Metabolismo de las purinas
Etanolamina Metabolismo aminodcidos
2-hidroxibutirato Metabolismo de los acidos grasos
Citrato Ciclo TCA
3-hidroxiquinurenina Metabolismo de aminodcidos

TCA: Acido tricarboxilico
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El hecho de que existan diferencias entre los metabolitos detectados en tejido y
orina, aunque puedan participar en rutas metabdlicas comunes, es ldgico, ya que una
misma molécula puede encontrarse en diferentes fases de un mismo ciclo segun el
medio en el que se encuentre, debido a ello sus concentraciones pueden variar entre
el tejido y la orina, aunque realmente su presencia traduzca la implicacion de un
mismo ciclo o ruta metabdlica. Se comprobd que las rutas metabdlicas citadas en la
tabla 39 eran las mismas que se establecieron en tejido durante en analisis con HR-

MAS.

0,67

Susceptibilidad

0,49

0,0 T T T
0.0 02 04 06 08 1.0
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Figura 47. Curva ROC obtenida del modelo con los metabolitos en orina con VIP score
por encima de 1 (curva azul), del anélisis enfermos - sanos. En verde, la linea diagonal que
divide el espacio ROC.

La curva ROC derivada del modelo con estos 28 metabolitos, se muestra en la
figura 47. El drea bajo la curva fue de 0,77, con una p<0,001 y un intervalo de confianza
al 95% de 0,71 - 0,83. La matriz de confusion del modelo se muestra en la tabla 40.
Puede comprobarse una buena tasa de sensibilidad (72%) y una regular de

especificidad (61%). Aunque estos primeros resultados tras la optimizacidm eran
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esperanzadores, posteriormente se intentd mejorar el modelo con la adicién de
variables clinicas que influyeran en el diagndstico de cancer. Como ya se demostrd en
los andlisis con HR-MAS, las variables clinicas tienen un papel importante en la

localizacidn de casos con cancer.

Tabla 40. Matriz de confusion para el modelo derivado de los metabolitos en orina
con VIP score por encima de 1 (analisis enfermos - sanos).

GRUPOS Sensibilidad Especificidad VPP VPN

Enfermos 72% 61% 68% 57%

VPN: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo

5.6.5. Modelos con variables clinicas y perfil metabdlico. Capacidad para
diagnosticar cancer de prdstata mediante perfil metabdlico en orina

Como se hizo previamente en otros analisis, nos dispusimos a establecer qué
parametros clinicos podrian influir de forma independiente en la clasificacion como
sanos o enfermos de la muestra. Los resultados, con los 3 pacientes excluidos del total

de la muestra, se exponen a continuacién (tabla 41).

Tabla 41. Analisis univariante. Diferencias entre las variables clinicas estudiadas
(enfermos y sanos segun histologia de cilindro HR-MAS y de le biopsia estandar).

VARIABLE ENFERMOS SANOS P
EDAD en afios(media 68,72 +/- 8,49 65,22 +/- 6,66 0,003*
+/- DE)
IMC 29,10 +/- 4,19 28,69 +/- 3,24 0,54*
PSA en ng/mL 10 (3-1446) 8 (4-67) 0,037
(mediana, intervalo)
Densidad de PSA 0,30 (0,06-24,8) 0,16 (0,04-1,83) <0,0014
(mediana, intervalo)
Cociente de PSA 0,11+/- 0,06 0,15 +/- 0,07 <0,001*
Vol. prostatico en cc *
(media +/- DE) 39,27 +/- 19,16 56,75 +/- 27,23 <0,001
Tacto rectal
sospechoso (n (%)) 43 (41,3%) 14 (15,9%) <0,001"
Sospecha en
ecografia (n (%)) 68 (64,2%) 30(32,6%) <0,001"

DE: Desviacién estandar, IMC: indice de masa corporal, DE: Desviacién estandar, IMC: indice de

masa corporal, PSA: Antigeno prostatico especifico, Vol.: Volumen

* U de Mann-Whitney ~Prueba de la mediana *Chi-cuadrado
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Al igual que sucedid en el analisis HR-MAS, todas las variables, menos el IMC,
tuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos, por lo que se
procedid a calcular una regresién logistica binaria con ellas (tabla 42). Finalmente, se
comprobd que el volumen prostatico con una OR de 0,97 y la sospecha tumoral por
ecografia, con OR de 2,59, permanecian dentro del modelo con una p<0,05. En el
analisis con HR-MAS, el volumen prostatico también se concluyé como variable
influyente en el modelo discriminatorio. La diferencia es que, en el estudio con tejido,
el tacto rectal también permanecié dentro del modelo, a diferencia del estudio en

orina, donde fue la sospecha ecografica.

Tabla 42. Analisis multivariante. Diferencias entre las variables clinicas estudiadas
(enfermos y sanos segun histologia de cilindro HR-MAS y de le biopsia estandar).

VARIABLE OR IC- 95% p

Edad 1,03 0,97 -1,08 0,26*

PSA 1,01 0,97-1,04 0,61*

Densidad de PSA 1,17 0,45 - 3,01 0,74
Cociente de PSA 0,18 0,01 -40,27 0,54*
Vol. prostatico 0,97 0,95-0,99 0,005*
Tacto rectal sospechoso 1,40 0,46 - 4,24 0,54*
Sospecha en ecografia 2,59 1,02 - 6,55 0,04*

OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza, PSA: Antigeno prostatico especifico, Vol: Volumen
* Regresion logistica binaria
Posteriormente se calculd un modelo que incluyd a los 28 metabolitos derivados
de la optimizacion del modelo en orina, y a las dos variables clinicas que se
comprobaron como mas influyentes en la predicciéon de cancer. La curva ROC junto la
evaluacién de este modelo, del modelo sélo con variables clinicas y del modelo sdélo

metabolitos influyentes, se muestran a continuacién (figura 48).
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Figura 48. Curvas ROC obtenidas de los diferentes modelos multivariantes en orina
para la deteccidn de cancer de préstata.

En la figura 48 se comprueba que las curvas sélo con metabolitos y sélo con
variables clinicas eran muy similares, de hecho, no existia diferencia al comparar las
areas bajo la curva de las mismas con el comando roccomp (p=0,64). Sin embargo, al
comparar la curva de "Metabolitos + variables clinicas" con cualquiera de las otras dos
por separado, si se demostraron diferencias estadisticamente significativas con p

<0,001.

Afadir que en la tabla 43 puede observarse que el modelo con metabolitos y
variables clinicas, presenta una sensibilidad del 89%, ademas de una tasa de

verdaderos positivos y negativos del 82% y 83% respectivamente.
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Tabla 43. Resultados de las curvas ROC en los tres modelos calculados.

MODELO AUC | IC95% - AUC | Sensibilidad | Especificidad VPP VPN
Variables clinicas | 0,77 0,70-0,84 73% 62% 71% 64%
Metabolitos 0,77 0,71-0,83 72% 61% 68% 57%
Variables clinicas | 0,89 | 0,84-0,94 89% 75% 82% | 83%
y metabolitos

AUC: Area bajo la curva, IC: Intervalo de confianza, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor

predictivo negativo

5.7 CAPACIDAD PARA PREDECIR LA AGRESIVIDAD DEL
CANCER DE PROSTATA MEDIANTE EL PERFIL
METABOLICO EN ORINA

En el apartado de HR-MAS ya se comprobd que la metabolémica aportaba un
modelo que podia ayudar a predecir la existencia de tumores con Gleason 8 o
mayores. A pesar de todo, el perfil metabdlico en este contexto no era superior a la
capacidad predictiva que podia tener, por ejemplo, la presencia de un tacto rectal
sospechoso. Por lo tanto, los resultados, aunque prometedores, no arrojaban una
superioridad de la metabolédmica como herramienta util para demostrar la existencia
de tumores agresivos, en comparacion con la exploracién fisica. Como vimos en puntos
anteriores, un conjunto numeroso de metabolitos en orina ha conseguido traducir la
presencia de tumor con el estudio de los espectros metabdlicos, por lo que, siguiendo
la misma metodologia, intentamos a continuacion comprobar si también era posible

predecir un Gleason alto con la huella metabdlica en la orina.

5.7.1. Analisis no supervisado: PCA, capacidad para predecir la
agresividad del cancer de prdstata mediante el perfil metabdlico en
orina

Para el presente analisis no supervisado, se mantuvieron fuera del mismo las
mismas muestras que en punto anterior, por los mismos motivos (2 outliers y una
muestra excluida). No obstante, el Unico caso relevante para este analisis fue el

paciente 16, el cual tenia un Gleason 7 (3+4) en el estudio histolégico de la biopsia
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estandar. Los casos 110 y 149 no presentaron tumor en ninguna de las muestras
biopsiadas, por lo que no fueron relevantes para este apartado donde se comparan los

Gleason.

Al igual que se hizo en el andlisis con HR-MAS, para comparar casos menos
agresivos con casos mas agresivos de cancer de préstata, se dividid a la muestra en
casos con Gleason 6-7 frente a casos con Gleason 8 o mayor. Uno de los principales
factores limitantes en el apartado con HR-MAS fue la escasa muestra, ya que no en
todos los cilindros HR-MAS con tumor pudo especificarse el grado de Gleason, como ya
se explicd. Debido a esto, la muestra utilizada en el estudio con HR-MAS no fue
demasiado grande. Este problema fue menor en el caso de la orina, ya que en este
contexto se aceptd el Gleason mas alto que presentd el paciente en cualquiera de los
cilindros biopsiados, ya fueran el cilindro HR-MAS o los cilindros de la biopsia estandar.
Como se ha comentado, la orina traduce el estado metabdlico de todo el sujeto, no
depende de la medicién del elemento estudiado como sucedia con el cilindro HR-MAS,
motivo por el cual se aceptd el Gleason mas alto. El hecho de tener una muestra mas
grande podria solucionar el posible sesgo de escasa muestra que, podia haber sido el
motivo en el analisis HR-MAS de haber obtenido un modelo bueno, pero no mejor que

el formado exclusivamente por el tacto rectal.

De esta forma, para el presente analisis se contd con un total de 72 casos con
Gleason 6-7 y 34 casos con Gleason 8 o mayor. En el diagrama correspondiente al PCA
puede comprobarse que no existe una disposicion diferencial entre ambos grupos de

manera espontanea (figura 49).
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Figura 49. Diagrama de puntos obtenido del analisis PCA de los espectros de 1H
PRESAT de las muestras de orina para los casos con Gleason 6-7 frente a casos con
Gleason 8 o mayor. Los cuadrados verdes representan los casos Gleason 6-7 y las estrellas

rojas los casos con Gleason 8 o mayor. Puede observarse que no existe una agrupacion
espontanea de las dos muestras.

5.7.2. Andlisis supervisado: PLS-DA, capacidad para predecir la
agresividad del cancer de prdstata mediante el perfil metabdlico en
orina

A pesar de la falta de separacion entre ambos grupos en el PCA, se procedid a
calcular el PLS-DA, para comprobar si predeterminando la pertenencia a uno u otro
grupo, se comprobaba separacién entre ambos. En el diagrama de puntos de la figura
50 se observa que en el analisis supervisado tampoco existia una separacidn

diferencial de los dos grupos.
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Figura 50. Diagrama de puntos obtenido del andlisis PLS-DA de los espectros de 1H
PRESAT de las muestras de orina para discriminar entre casos con Gleason 6-7 frente
a casos con Gleason 8 o mayor. Los cuadrados verdes representan los casos Gleason 6-7 y
las estrellas rojas los casos con Gleason 8 o mayor.

En la curva ROC derivada del PLS-DA se comprueba que el drea bajo la curva es
de 0,51, lo cual demuestra la capacidad aleatoria discriminatoria del modelo. Con los
resultados obtenidos hasta el momento, se decidié proceder a la optimizacién del
modelo, seleccionando las moléculas con VIP score por encima de 1 en el PLS-DA,
comprobando si los metabolitos mas influyentes conseguian discriminar mejor entre

ambos grupos.
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Figura 51. Curva ROC derivada modelo PLS-DA que discrimina entre Gleason 6-7 y

Gleason 8 o mayor segun perfil metabdlico en orina. La linea azul corresponde a los
datos tratados y la linea verde, a la validacién cruzada.

5.7.3. Optimizaciéon del modelo, capacidad para predecir la agresividad
del cancer de prostata mediante el perfil metabdlico en orina

Con los datos obtenidos se habia comprobado que la huella metabdlica en
orina, con todos los espectros estudiados, no era capaz de distinguir entre los Gleason
segun la agrupacion que establecimos. Siguiendo la misma metodologia que en el
analisis entre enfermos y sanos, se seleccionaron los metabolitos con VIP score por
encima de 1 en el PLS-DA, se comprobé que las rutas metabdlicas implicadas eran las
mismas que en el PLS-DA, y se utilizaron estos metabolitos para crear un nuevo

modelo.
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En la tabla 44 se muestran los 29 metabolitos con VIP score por encima de 1. En
negrita se muestran los 7 que coinciden con el andlisis HR-MAS sobre agresividad

tumoral.

Tabla 44. Metabolitos con VIP score por encima de 1 en orina y las rutas metabdlicas
implicadas (estudio de agresividad tumoral segtin Gleason). Se seleccionaron para lograr la
optimizacién del modelo. En negro se muestran los metabolitos coincidentes con VIP score por
encima de 1 en tejido.

METABOLITO RUTA METABOLICA
Fenilalanina Metabolismo de aminodcidos
Sucrosa Metabolismo de la glicdlisis
Manosa Metabolismo de la glicélisis
Creatinina Metabolismo de aminoacidos
Succinato Ciclo TCA
Quinurenina Metabolismo de aminodcidos
Creatina Metabolismo de aminodcidos
Isobutirato Metabolismo de la serina
Trigonelina Metabolismo del nicotinato y de la glicina
Piridoxina Metabolismo de las purinas
Indol-3-lactato Metabolismo de la glicélisis
Taurina Metabolismo del colesterol
Glucosa Metabolismo de la glicélisis

O-Acetilcarnitina

Metabolismo de los acidos grasos

Nicotinamida N-oxido

Metabolismo del nicotinato y nicotinamida

Metilsuccinato

Ciclo TCA

Urea Ciclo dela urea
Imidazol Metabolismo de los aminoacidos
Citrato Ciclo TCA

Triptéfano

Metabolismo del nicotinato y nicotinamida

2-hidroxibutirato

Metabolismo de los acidos grasos

4-aminohipurato

Metabolismo de la glicina/glutamato

Prolina Metabolismo de aminodcidos
Carnosina Metabolismo de aminodcidos

Betaina Metabolismo glicerofosfolipido
Malonato Ciclo TCA

Lactato Metabolismo de la glicdlisis
Glutamato Metabolismo del glutamato

Alanina Metabolismo de los aminodcidos

Ciclo TCA: Ciclo del acido tricarboxilico

La curva ROC derivada del modelo con los 29 metabolitos se muestra en la
figura 52. El area bajo la curva fue de 0,78, con una p<0,01 y un intervalo de confianza
al 95% de 0,69 - 0,87. Ademas, la sensibilidad del modelo fue del 35% y la especificidad

del 87%. La matriz de confusion del modelo se expone en la tabla 45. Se comprueba
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gue, en este caso, el modelo es mas util para localizar sujetos con cancer que no son

Gleason 8 o mayor, dados los altos valores de especificidad y de valor predictivo

negativo.
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Figura 52. Curva ROC obtenida del modelo con los metabolitos en orina con VIP score

por encima de 1 (curva azul), andlisis Gleason 6-7 frente a Gleason 8 o mayor. En verde, la

linea diagonal que divide el espacio ROC.

Tabla 45. Matriz de confusion para el modelo derivado de los metabolitos en orina
con VIP score por encima de 1 (analisis Gleason 6-7 frente a Gleason 8 o mayor).

GRUPOS

Sensibilidad

Especificidad

VPP

VPN

Gleason 8 o mayor

35%

87%

57%

74%

VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo
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5.7.4. Modelos con variables clinicas y perfil metabolico. Capacidad para
predecir la agresividad del cdncer de prdstata mediante el perfil
metabdlico en orina

A continuacion, estudiamos qué parametros clinicos podrian influir de forma
independiente en la clasificacion como Gleason alto o bajo. Los resultados, con los 3

pacientes excluidos del total de la muestra, se exponen a continuacion (tabla 46).

Tabla 46. Analisis univariante. Diferencias entre las variables clinicas estudiadas
(Gleason 6-7 frente a 8 o mayor).

VARIABLE GLEASON 6-7 GLEASON 8 O MAYOR )
EDAD en afios (media 67,01 +/-8,17 71,88 +/- 8,28 0,006*
+/- DE)
IMC 2901 +/-413 2933 +/-4,41 0,76*

PSA en ng/mL
(mediana, intervalo)
Densidad de PSA
(mediana, intervalo)

Cociente de PSA 0,12+/- 0,06 0,10 +/- 0,07 0,12*
Vol. prostatico en cc

9 (3-116) 17,5 (4-1446) 0,007~

0,25 (0,06-24,80) 0,48 (0,10-10,80) 0,147

40,73 +/- 18,54 36,16 +/- 20,36 0,26*
(media +/_ DE) ’ +/ ’ ’ +/ ’ ’
Tacto rectal
sospechoso (n (%)) 17 (23,9%) 26 (78,8%) <0,001"
Sospecha en
ecografia (n (%)) 38 (52,8%) 30 (88,2%) <0,001"

DE: Desviacion estandar, IMC: indice de masa corporal, DE: Desviacién estandar, IMC: indice de
masa corporal, PSA: Antigeno prostatico especifico, Vol.: Volumen
* U de Mann-Whitney ~Prueba de la mediana *Chi-cuadrado

Todas las variables, menos el IMC, tuvieron diferencias estadisticamente
significativas o tendencia a la diferencia (p<0,3) entre los dos grupos, por lo que se
procedid a calcular una regresién logistica binaria con ellas (tabla 47). Finalmente, se
comprobd que sdlo el tacto rectal influia de forma independiente con el Gleason 8 o
mayor, con una OR de 8,65. En el analisis HR-MAS sobre el Gleason, coincidié que sélo
esta variable clinica se relacionaba de forma independiente con los tumores de alto
riesgo. De esta forma, se utilizé al tacto rectal sospechoso como variable clinica para

predecir la presencia de un Gleason elevado en la comparacion de modelos.
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Tabla 47. Analisis multivariante. Diferencias entre las variables clinicas estudiadas
(Gleason 6-7 frente a 8 o mayor).

VARIABLE OR IC- 95% p

Edad 1,02 0,95-1,09 0,54*

PSA 1,01 0,99-1,04 0,12*

Densidad de PSA 0,96 0,72-1,29 0,83*
Cociente de PSA 1,01 0,98 - 38,25 0,95%*
Vol. prostatico 0,99 0,96 - 1,02 066*
Tacto rectal sospechoso 8,65 2,11-7,56 0,003*
Sospecha en ecografia 1,68 0,32 -8,85 0,53%*

OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza, PSA: Antigeno prostatico especifico, Vol: Volumen
* Regresion logistica binaria
Posteriormente se calculé un modelo que incluyd a los 29 metabolitos derivados
de la optimizacién del modelo en orina, y al tacto rectal como variable clinica

predictora de Gleason elevado.
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Figura 53. Curvas ROC obtenidas de los diferentes modelos multivariantes en orina
para la prediccion de la agresividad del tumor de préstata (Gleason 6-7 frentea 8 o
mayor).
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La curva ROC (figura 53) junto la evaluaciéon de este modelo (tabla 48), del
modelo sdlo con el tacto rectal, y del modelo sélo con metabolitos mas influyentes en
el PLS-DA, se muestran a continuacion. Al comparar las 3 curvas entre si, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas con p<0,001. También al
comparar las dos mejores curvas, las del modelo con variables clinicas y metabolitos
con la de variables clinicas, con p=0,01. Por el contrario, no se hallaron diferencias al

comparar la curva de variables clinicas con la curva de metabolitos, con p=0,21.

Tabla 48. Resultados de las curvas ROC en los tres modelos calculados.

MODELO AUC | IC95% - AUC | Sensibilidad | Especificidad | VPP VPN
Variables clinicas 0,84 0,77-0,93 79% 81% 68% 87%
Metabolitos 0,78 | 0,69-0,87 35% 87% 57% 74%
Variables clinicas | 997 | 0,87-0,98 82% 92% 84% 90%
y metabolitos

AUC: Area bajo la curva, IC: Intervalo de confianza, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor

predictivo negativo

Puede observarse que el modelo con el tacto rectal es mejor que aquel sélo con
metabolitos, con mayor drea bajo la curva y mejores valores predictivos. A pesar de ser
un mejor modelo, la comparacion de curvas ROC no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre ambas (p=0,21). No obstante, al combinar en un
mismo modelo la variable clinica con la informacidn metabdlica, se alcanza un area
bajo la curva de 0,92, y unos valores predictivos muy altos para clasificar de forma
correcta a los Gleason 8 o mayor (84%) y a los Gleason 6-7 (90%), siendo éste mejor

modelo que los otros dos (con p<0,001) en la comparacién de curvas ROC.
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5.8 CAPACIDAD PARA PREDECIR LA RECIDIVA
BIOQUIMICA EN CANCER DE PROSTATA MEDIANTE EL
PERFIL METABOLICO EN ORINA

En el andlisis con HR-MAS pudo comprobarse que, tras seleccionar las moléculas
mas influyentes en el PLS-DA, se obtenia un modelo bueno, aunque con valores
regulares de sensibilidad y valor predictivo positivo. La combinacidon de metabolitos
como la O-fosfoetanolamina, el etanol, el succinato o el ascorbato, aportaban
informacion util para predecir el desarrollo de recidiva en pacientes que habian sido
tratados. En este apartado las variables clinicas no se mostraron como influyentes. Al
igual que se desarrollé en apartados anteriores, quiso comprobarse si en orina, con un
numero significativo de moléculas, podia construirse un modelo predictor bueno en el

objetivo de localizar los casos de recidiva.

5.8.1 Analisis no supervisado: PCA, capacidad para predecir la recidiva
bioquimica en cancer de prdstata mediante el perfil metabdlico en orina

De los 91 casos que recibieron tratamiento, 16 tuvieron una recidiva
bioguimica, con una media hasta la recidiva de 25,68 +/- 15,39 meses, y una mediana
de 25 (13-36) meses. Para este apartado continuaron manteniéndose fuera los mismos
casos que en los otros analisis en orina: 16, 110 y 149. El Unico varén con tumor era el
caso 16, mientras que el 110 y 149 correspondian a sujetos sanos. El paciente 16 se
tratd mediante prostatectomia radical, sin tener recidiva bioquimica durante el
seguimiento. Asi pues, para el presente analisis quedaron incluidos 16 casos con
recidiva bioquimica y 73 sin recidiva. A pesar de que uno de los grupos presentaba una
escasa muestra, ya se demostrdé en el estudio con HR-MAS que podian establecerse
conclusiones interesantes, por lo que se decidié seguir adelante con el presente

analisis.
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En el diagrama correspondiente al PCA (figura 54), puede comprobarse una
distribucién aleatoria de las muestras de ambos grupos. No se puede apreciar

agrupamiento de las muestras en los dos grupos de interés.
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Figura 54. Diagrama de puntos obtenido del andlisis PCA de los espectros de 1H
PRESAT de las muestras de orina para casos con recidiva bioquimica frente a casos
sin recidiva. Los cuadrados verdes representan a los casos sin recidiva, y los triangulos
morados a los casos con recidiva. Puede observarse que no existe una separacion espontanea
de las dos muestras.

5.8.2. Anadlisis supervisado: PLS-DA, capacidad para predecir la recidiva
bioquimica en cancer de préstata mediante el perfil metabdlico en orina

A continuacién, se llevé a cabo el PLS-DA correspondiente a este apartado. En el
diagrama de puntos de la figura 55 puede comprobarse que en el andlisis supervisado
tampoco habia una distribucidn diferencial entre los casos de los dos grupos. Aunque
existe cierta tendencia a ocupar el drea del cuadrante superior derecho por parte de

los sujetos con recidiva, éstos se distribuyen de forma heterogénea por todos los
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cuadrantes, y existen algunas zonas de solapamiento entre casos de los dos grupos. Asi
pues, con todos los metabolitos estudiados en orina no presentan capacidad para

diferenciar entre casos con y sin recidiva.
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Figura 55. Diagrama de puntos obtenido del analisis PLS-DA de los espectros de 1H
PRESAT de las muestras de orina para casos con recidiva bioquimica frente a casos
sin recidiva. Los cuadrados verdes representan a los casos sin recidiva, y los tridangulos
morados a los casos con recidiva.

En la curva ROC derivada del PLS-DA se comprueba que el area bajo la curva es
de 0,43, lo cual demuestra la mala capacidad discriminatoria del modelo. Con los
resultados obtenidos hasta el momento, se decidié proceder a la optimizacién del
modelo, seleccionando las moléculas con VIP score por encima de 1 en el PLS-DA,
comprobando si los metabolitos mas influyentes conseguian discriminar mejor entre

ambos grupos.
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5.8.3 Optimizacion del modelo, capacidad para predecir la recidiva

bioquimica en cancer de prdstata mediante el perfil metabdlico en orina

Como se hizo previamente para conseguir la optimizacion del modelo, se
intentaron recoger un numero de metabolitos significativo y que fueran influyentes en

la distincion entre grupos.

Tabla 49. Metabolitos con VIP score por encima de 1 en orina y las rutas metabdlicas
implicadas (estudio de recidiva bioquimica). Se seleccionaron para lograr la optimizacién del

modelo. En negro se muestran los metabolitos coincidentes con VIP score por encima de 1 en
el andlisis HR-MAS.

METABOLITO

RUTA METABOLICA

Creatina

Metabolismo de los aminoacidos

3-hidroxiquinurenina

Metabolismo de los aminoacidos

2-fenilpropionato

Metabolismo de los acidos grasos

Prolina

Metabolismo de los aminoacidos

Trimetilamina N-éxido

Metabolismo de los aminoacidos

N-acetilserotonina

Metabolismo de los aminoacidos

Metabolismo del acido

Trigonelina nicotinico/Acido carboxilico
Manosa Metabolismo de la glicélisis
Glucosa Metabolismo de la glucosa

Arabinosa Metabolismo de la glicdlisis

Urea Ciclo de la urea
Sucrosa Metabolismo de la glicdlisis
Acetoacetato Metabolismo glicerofosfolipido

Metilmalonato

Oxidacién de acidos grasos

2-hidroxibutirato

Metabolismo de los acidos grasos

Betaina Metabolismo glicerofosfolipido
Mio-inositol Metabolismo del inositol
Fucosa Metabolismo de la glicélisis
Acetoina Ciclo TCA

3-hidroxibutirato

Metabolismo de los acidos grasos

N-metilhidantoina

Ciclo de la urea

Tirosina Metabolismo de los aminodcidos

Metanol Metabolismo de la glicélisis

Taurina Metabolismo de los aminodcidos
Carnosina Metabolismo de los aminoacidos

Ciclo TCA: Ciclo del acido tricarboxilico

En la tabla 49 se muestran los 25 metabolitos con VIP score por encima de 1. En

negrita, los 4 que coinciden con el analisis HR-MAS sobre recidivas.
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La curva ROC derivada del modelo con los 25 metabolitos se muestra en la
figura 56. El drea bajo la curva fue de 0,95, con una p<0,01 y un intervalo de confianza
al 95% de 0,89 - 0,99. Ademas, la sensibilidad del modelo fue del 80% y la especificidad
del 98%. La matriz de confusién del modelo se expone en la tabla 50. Puede
comprobarse que, tras el proceso de optimizacion, el modelo tiene una gran capacidad
predictiva como muestra la curva ROC. Ademas, presenta unos porcentajes muy altos

de sensibilidad, especificidad y valores predictivos, como se muestra en la tabla 50.

—

0,849

064

Susceptibilidad

0,0 T T T
0.0 02 04 05 08 1.0

1 - Especificidad

Figura 56. Curva ROC obtenida del modelo con los metabolitos en orina con VIP score
por encima de 1 (curva azul), andlisis de recidivas bioquimicas. En verde, la linea diagonal
que divide el espacio ROC.
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Tabla 50. Matriz de confusion para el modelo derivado de los metabolitos en orina

con VIP score por encima de 1 (analisis enfermos - sanos).

GRUPOS Sensibilidad

Especificidad

VPP

VPN

Recidivas bioquimicas 80%

98%

92%

96%

VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo

5.8.4. Modelos con variables clinicas y perfil metabdlico. Capacidad para

predecir la agresividad del cancer de prdstata mediante el perfil

metabdlico en orina

Posteriormente se calcularon las variables clinicas que podrian influir en
predecir casos con y sin recidiva (tabla 51). Se utilizaron para el calculo las mismas

variables que en el resto de la tesis. Los casos excluidos previamente lo continuaron

estando para este analisis.

Tabla 51. Analisis univariante. Diferencias entre las variables clinicas estudiadas

(analisis de recidivas bioquimicas).

VARIABLE CON RECIDIVA SIN RECIDIVA P
EDAD en afios(media 67,53 +/- 9,69 68,85 +/- 8,69 0,47*
+/- DE)
IMC 29,55 +/- 4,27 29,13 +/- 4,41 0,58*
PSA en ng/mL 13 (7-1446) 10 (3-237) 0,77
(mediana, intervalo)
pensidad de PSA 0,42(0,13-320) | 0,26(0,06-24,80) | 0,76
(mediana, intervalo)
Cociente de PSA 0,10+/- 0,08 0,12 +/- 0,06 0,26*
VOE;;Zigai';_oDeE? c 35,25 +/- 14,12 39,27 +/- 19,25 0,46*
Tacto rectal
sospechoso (n (%)) 9 (60%) 24 (33,8%) 005"
Si 6 (40%) 47(66,2%) ’
No
Sospecha en
ecografia (n (%)) 12 (80%) 43 (58,9%) 012"
Si 3 (20%) 30 (41,1%) ’
No

DE: Desviacién estandar, IMC: indice de masa corporal, DE: Desviacién estandar, IMC: indice de
masa corporal, PSA: Antigeno prostatico especifico, Vol: Volumen

* U de Mann-Whitney “Prueba de la mediana *Chi-cuadrado
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En el andlisis univariante se comprueba que no existia diferencia entre los dos
grupos con ninguna variable clinica, aunque el cociente de PSA, el tacto rectal
sospechoso y la ecografia sospechosa tendian a las diferencias estadisticamente
significativas con una p<0,3. Estas 3 se seleccionaron para el analisis multivariante que
se muestra en la tabla 52. Finalmente, ninguno de ellas permanecié de forma

significativa dentro del modelo.

Tabla 52. Analisis multivariante. Diferencias entre las variables clinicas estudiadas
(andlisis de recidivas bioquimicas).

VARIABLE OR IC- 95% p
Cociente de PSA 0,10 0,01 - 25,38 0,61%*
Tacto rectal sospechoso 2,31 0,58 -9,11 0,23*
Sospecha en ecografia 1,50 0,29-7,65 0,62%*

OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza, PSA: Antigeno prostatico especifico, Vol: Volumen
* Regresion logistica binaria

El drea bajo la curva del modelo creado con estas 3 variable clinicas fue de 0,66.
Este dato, juntos con los resultados de la regresion logistica, expresan la escasa
capacidad predictiva de las variables clinicas en el intento por intentar establecer qué
casos tratados desarrollaran recidiva bioquimica. Este hecho, sumado al buen modelo
derivado de la optimizacién de metabolitos, hizo que no calculdasemos el modelo
combinado con metabolitos y variables clinicas, ya que éstas ultimas no iban a aportar

capacidad predictiva al mismo.

5.9 PERFIL METABOLICO Y VIAS METABOLICAS EN ORINA
RELACIONADAS CON EL CANCER DE PROSTATA

Las vias metabolicas implicadas con el cancer de prdstata ya fueron descritas
tanto en el apartado de tejido como en el de orina, observando que, a pesar de
tratarse de metabolitos distintos en los andlisis de tejido y de orina, las vias
metabodlicas eran las mismas. En la figura 57 se muestran las rutas metabdlicas
implicadas con la presencia de cancer de préstata, tanto en tejido como en orina. En
ella puede comprobarse, ademds, si las moléculas se encontraron aumentadas o
disminuidas en los casos con neoplasia en comparacién con los casos sanos, ademas de
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representar el resto de moléculas de las vias metabdlicas implicadas que no fueron

establecidas como significativas en nuestros resultados.
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Figura. 57. Rutas metabolicas relacionadas con la presencia de cancer de préstata en tejido y orina. Resultados
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6.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE UNA
MUESTRA DE PACIENTES SOMETIDOS A BIOPSIA
TRANSRECTAL DE PROSTATA EN NUESTRO HOSPITAL

En este estudio se analizé una muestra poblacional del departamento de salud
numero 5 de la Comunidad Valenciana que acudian a la realizacién de una biopsia
transrectal de préstata. En el periodo de reclutamiento se recogieron muestras de
tejido y de orina de 201 varones, con una media de edad de 67,2 afios. Ademas, de los
201 casos, se diagnosticd cancer de préstata en 105 (52,2%), vy el resultado fue
negativo para malignidad en los otros 96 (47,8%). Estos datos no traducen que la
eficacia diagndstica de nuestro servicio sea del 52,2%, ya que los casos incluidos para
este estudio no fueron consecutivos, sino a criterio del urdlogo que realizaba la
biopsia. En estudios publicados por nuestro grupo, con el protocolo de biopsia seguido
para esta tesis, el rendimiento diagndstico en primera biopsia fue entre un 32,4% y un

40%, similar a otros estudios (171).

Aunque no podemos afirmar que la muestra aportada es representativa en
cuanto al porcentaje diagndstico habitual, si lo es en lo referente a las caracteristicas
clinicas. En una muestra de nuestro centro, con 2.601 casos de biopsias prostaticas, la
media de PSA se encontraba entre 19-20 ng/mL (con gran variabilidad como en la
presente tesis), la de volumen prostatico entre 54-82 cc, la de edad entre 65-66 afios, y
el porcentaje de tacto rectal sospechoso alrededor del 19-22% (171). En el trabajo que
presentamos, la media de PSA fue de 23,2 ng/mL, la de volumen prostatico de 47,1 cc,

la de edad 67,2 afios, y el porcentaje de tacto rectal sospechoso un 28,4%.

En cuanto a las comorbilidades que presentaban los varones biopsiados, cabe
destacar los porcentajes elevados de hombres en la muestra con IMC alto (43,7%),
hipertension arterial (53,7%), diabetes (18,4%), o dislipemia (47,3%). Con anterioridad
ha sido descrito que la obesidad se relaciona con una mayor probabilidad de tener
cancer de préstata y de que sea un subtipo agresivo (7). La explicacién que se da a este

hecho es que muchos de estos individuos presentan una alteracion de los niveles
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circulantes de hormonas sexuales esteroideas, hecho de sobra conocido en la

oncogénesis del cancer de prostata (172).

El estado de resistencia a la insulina presente en los pacientes diabéticos
también se ha relacionado de forma estrecha con el cdncer de préstata (7). La
situacion de hiperglucemia se ha documentado como una fuente de energia
importante para la proliferacion de células tumorales. Ademads, el estado
hiperglucémico se ha vinculado en estudios genéticos a procesos cancerigenos como la
apoptosis, el estrés oxidativo y dafio del ADN, todos ellos conocidos como precursores
de formas agresivas de cancer (173, 174). Se ha descrito, ademas, que los pacientes
con cancer de préstata de alto riesgo tienen unos mayores niveles séricos de insulina
qgue aquellos con bajo riesgo, y que estos pacientes tienen aumentada la produccién
de productos finales de glucosilacién avanzada, los cuales promueven la carcinogénesis
(175, 176). Todos estos ejemplos de la estrecha relacion entre el estado de
hiperglucemia o hiperinsulinemia y el cdncer de préstata, pueden explicar la alta

prevalencia de DM en nuestra muestra de varones biopsiados.

Otro factor epidemioldgico recogido, y que refleja que la muestra reclutada es
representativa de un grupo habitual de pacientes en la practica diaria, es la edad. La
media de edad de los pacientes de este estudio fue de 67,2 afios, similar a otros
estudios presentados por nuestro grupo en el contexto de diagndstico de cédncer de
prostata (171, 177, 178). Sacardin demostré que el riesgo de tener cancer de préstata
aumenta de forma significativa a partir de los 50 afios en varones sin antecedentes
familiares de cancer de préstata, y a partir de los 40 afios en los casos de hombres con

antecedentes de familiares de primer grado con esta neoplasia (179).

Otra forma de comprobar si la muestra que presentamos refleja un grupo
representativo de varones en ese rango de edad, es comparar las comorbilidades que
presentaron los varones que acudian a la biopsia de prdstata con otros varones en ese
rango de edad que fueron recogidos en otros estudios de nuestra area. En un trabajo
publicado en 2019 por nuestro grupo sobre varones que consultaban por disfuncién
eréctil, el 45% presentaban hipertensién arterial (53,7% en la actual muestra), 36%

dislipemia (47% este estudio) , 27% diabetes mellitus (18% en nuestra muestra), 8%
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neumopatia (10% en el actual trabajo) o 10% cardiopatia (9% entre este estudio)(180).
En otro estudio de nuestro grupo con pacientes de nuestra area, con edades alrededor
de 70 afios y con tumor vesical, las prevalencias de hipertension estaban entre 45-54%,
dislipemia entre 37-52%, diabetes 21-31%, neumopatia 14-21%, o cardiopatia 8-20%
(181). Estos datos de prevalencia, de nuevo similares a los de la muestra que
presentamos en este estudio, refleja que los varones recogidos presentan unas

comorbilidades dentro de lo habitual para nuestra drea sanitaria.

Otros factores importantes con la epidemiologia del cancer de préstata no
fueron recogidos para el anadlisis descriptivo de nuestro trabajo. Por ejemplo, la dieta
rica en carnes rojas procesadas se ha visto como posible factor promotor del cancer de
prostata; debido a que estos alimentos contienen altas concentraciones de
hidrocarburos aromdticos y aminas mutagénicas. Todo esto conlleva peroxidacion
lipidica y dafio del ADN por radicales libres (182). Otros factores de riesgo descritos
como la frecuencia eyaculatoria, el alcohol o ciertos tratamientos farmacoldgicos,

tampoco fueron recogidos en nuestra muestra.

6.2 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS Y CLINICAS
DE UNA MUESTRA DE PACIENTES SOMETIDOS A BIOPSIA
TRANSRECTAL DE PROSTATA EN NUESTRO HOSPITAL

Como se ha comentado, el 47,8% de los varones biopsiados estaban libres de
carcinoma prostatico, mientras que un 52,2% tenia cancer. De los pacientes con
carcinoma, un 13,3% tuvieron un Gleason 6, un 54,2% Gleason 7, un 9,5% Gleason 8, y
un 22,8% Gleason 9. Estos datos no concuerdan con otros publicados por nuestro
grupo y por otros, por ejemplo sobre varones sometidos a segundas biopsias, donde el
53% fueron Gleason 6, el 30% Gleason 7, y un 17% Gleason 8 o mayor (177,178). Como
se ha dicho, la muestra de nuestro estudio no representa con fidelidad la practica
clinica habitual en lo referente al rendimiento diagndstico en la biopsia transrectal, ya
gue los casos recogidos no fueron consecutivos. El urélogo encargado de realizar las
biopsias pudo incluir para el estudio a pacientes en los que creia con mas probabilidad

de tener cancer, de ahi el hecho de que en nuestra muestra sean abundantes los casos
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con Gleason 8 o mayor. Este aspecto puede estar también en relacién con el alto
porcentaje de casos con tacto rectal sospechoso o con ecografia sospechosa en
nuestra muestra, debiendo tenerse esto en cuenta a la hora de interpretar los

resultados.

Un dato de nuestros resultados que debe comentarse es la pérdida de
informacién en cuanto al Gleason en el cilindro que previamente habia sido medido
mediante HR-MAS. De los 55 cilindros medidos y posteriormente clasificados como
tumorales, soélo se pudo concluir el Gleason en 26 de ellos. Aunque la condicidn ideal
hubiese sido obtener el Gleason de todos ellos, algunas muestras se encontraban
artefactadas por el proceso de manipulacién y ultracongelacion. Este hecho produjo
gue estas muestras tuvieran estructuras tumorales retraidas y colapsadas, con lo que
existia un riesgo aumentado de dar falsos positivos o de clasificar con un Gleason
superior al que podria ser real. Cabe destacar un caso de Gleason 10 (5+5) en el
cilindro HR-MAS, correspondiente a un varén con una clasificacidon Gleason 9 (5+4) en
el estudio histolégico de la biopsia estandar. Las guias clinicas de la Asociacién Europea
de Urologia describen los detalles a tener en cuenta en el procesamiento
histopatolégico de las muestras prostdticas biopsiadas, como por ejemplo incluir un
maximo de 3 cilindros por cartucho, empleo de esponjas o papel para mantener los
cilindros estirados, o cortar los bloques en 3 niveles (140). Aunque en el Servicio de
Anatomia Patoldgica se procesaron por igual las muestras derivadas de la biopsia
estdandar y las muestras que provenian del Laboratorio de Metaboldmica, el
procesamiento de las muestras para su medicidn con HR-MAS justifican que estuvieran
de algin modo artefactadas. Como se mostrard mas adelante, existen varios estudios
donde se compararon perfiles metabdlicos en funcidén del Gleason, no describiendo los
autores si tuvieron que descartar muestras por no poder establecer en Gleason de

manera éptima en el estudio histoldgico (120-122, 183-185).

Otros pardametros clinicos recogidos y relacionados con la patologia tumoral son
el PSA y densidad de PSA. Sobre los niveles de PSA, como se ha comentado

previamente, la media en ng/mL fue de 23,2 +/- 105,5. Esta media puede considerarse
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como algo mds elevada de lo normal, por el mismo motivo explicado anteriormente
sobre el por qué se recogieron porcentajes altos de tumores agresivos. Asi, en un
estudio publicado por nuestro grupo con mas de 660 varones biopsiados, la media de
PSA en primera biopsia fue de 9,3 +/- 6,3 ng/mL, bastante inferior a lo registrado en
este estudio (177). En otra serie publicada por nuestro grupo sobre pacientes con
sospecha de tumores agresivos (con infiltracién de vesiculas seminales), la media de
PSA fue mas similar a la actual 21,6 +/- 23,9 ng/mL (178). Datos publicados en 2016
sobre el Registro Nacional de Cancer de Prdstata en Espafia, mostraron que en
aquellos varones con cancer sobre los que se realiza un tratamiento curativo, la media
de PSA al diagnédstico oscilaba entre 8,76+/-16,97 y 13,21+/-15,88 ng/mL (186). Lo
mismo sucede con la media de densidad de PSA, siendo de 0,6 +/-2,1 en nuestro
estudio, e inferior en otras muestras recogidas por nuestro grupo en el contexto de
practica clinica habitual: 0,2+/-0,18 (177). El hecho de que las desviaciones estandar de
nuestros datos de PSA fueran tan amplias, hizo que utilizdsemos la comparacion de

medianas, en vez de medias, en el analisis comparativo de los resultados.

También se recogieron datos sobre el volumen prostatico y el porcentaje de
cilindros afectos en la biopsia. La media de volumen prostatico fue de 47,1+/-24,7 cc,
muy similar a datos del Registro Nacional sobre casi 2500 casos de varones con cancer
de prostata, siendo ésta de 44,57+/-32,6¢cc (186). El dato del volumen prostatico es
importante en lo referente al diagndstico del cdncer de prdstata. Diversos estudios han
demostrado que la tasa de deteccidon de cancer prostatico con biopsia transrectal
aumenta en proéstatas mas pequefias (178, 187). El volumen prostdtico tiene un doble
efecto en la deteccidon del cdncer de prostata ya que, por una parte, la proporcion de
tejido obtenido es menor en las prostatas grandes, por lo que al mismo volumen
tumoral la probabilidad de biopsiar la zona del tumor es menor en una préstata grande
gue en una pequefa. Por otra parte, el crecimiento benigno de la prostata aumenta las
cifras de PSA, por lo que los falsos positivos (sospecha de cancer con biopsia negativa)
en la deteccion del cancer cuando la indicacidn sea la elevacién de este marcador, sera
mayor en las prdstatas grandes. A pesar de presentar en la muestra un porcentaje alto
de varones con cancer, no hemos observado un volumen prostatico menor del

habitual, como se ha citado.
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En cuanto al porcentaje de cilindros afectos en nuestra muestra, un 31,4% de
los casos positivos con carcinoma tenian igual o menos del 20% de los cilindros
positivos, y un 49,5% tenian entre el 20 y el 60% de los cilindros positivos. Estos datos
se aproximan a lo habitual en cualquier biopsia transrectal, ya que en datos espafioles,
sobre una muestra de 2332 biopsias positivas, la media de porcentaje oscilé entre un

30y un 38,7% (186).

En los analisis comparativos segun subtipos de tumor, puede comprobarse que
varones con carcinomas Gleason 8-9 tenian medias mas altas de PSA, densidad de PSA,
0 mds casos con tacto rectal sospechoso o ecografia sospechosa, entrando estos datos
dentro de lo esperado. En un estudio sueco que recogia mas de 11.000 casos de
biopsias, aquellos varones con Gleason 6 tenian en su mayoria valores de PSA entre 3y
5 ng/mL, aquellos con Gleason 7 entre 5y 10 ng/mL, y aquellos con Gleason 8 o mayor
tenian en su mayoria valores de PSA por encima de 10 ng/mL (188). En nuestro grupo,
la media de PSA en casos con Gleason 8 0 9 es de 77,26 ng/mL, probablemente porque
el urdlogo que llevd a cabo las biopsias intenté afiadir al estudio casos con tumores

agresivos, guiandose entre otros por los niveles elevados de PSA.

En los resultados también se ha recogido el manejo que llevaron los pacientes
diagnosticados de carcinoma (tabla 14). Como se explicd en la introduccion, el manejo
de esta patologia puede variar de forma importante, segun factores como la edad,
caracteristicas propias del tumor o prioridades del paciente. En nuestra muestra, la
mayoria de hombres diagnosticados de cédncer fueron tratados con cirugia (38,31%),
seguida de radioterapia (27,10%). En el otro extremo, sélo hubo un caso de
braquiterapia y dos de observaciéon. Datos recogidos de toda Espafia muestran que, de
4,087 varones reclutados con carcinoma de prostata, 2.714 (66%) (en estadio
localizado o localmente avanzado) recibieron tratamiento con intencidén curativa
(cirugia, radioterapia o braquiterapia) (186, 189). Estos porcentajes son similares a los
nuestros, donde un 66,34% recibieron manejo con intencidén curativa. Aunque la
eleccidn por una terapia u otra debe ser individualizada en cada caso, se ha descrito
que factores se relacionan con una u otra terapia. Asi, el perfil de paciente que opta

por radioterapia o por braquiterapia suele ser de mds edad, con mayor PSA, mayor
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porcentaje de cilindros positivos en la biopsia, y una puntuacion de Gleason mas alta,

en comparacion con los que optan por cirugia (186).

6.3. HUELLA METABOLICA DEL CANCER DE PROSTATA EN
TEJIDO. RESULTADOS PUBLICADOS DIFERENCIANDO
ENTRE CASOS CON Y SIN CANCER

Uno de los principales objetivos de este estudio fue establecer el perfil
metabdlico de tejido prostatico afecto de carcinoma. Este tema es de reciente interés
en la comunidad urolégica, ya que como se comentd en la introduccion, el método
actual para concluir un diagndstico de cancer de prdstata se basa en la biopsia
transrectal, una técnica invasiva y con complicaciones asociadas. La busqueda por
parte de las ciencias dmicas de biomarcadores que, de forma independiente o con
parametros clinicos, ayuden a la toma de decisiones en este contexto, es un objetivo
ambicioso y en auge durante los Ultimos afios. Aunque en el ambito de la investigacion
basica han sido varios los estudios publicados, el conocimiento de la huella metabdlica

del cancer de préstata es un tema desconocido dentro de la comunidad urolégica.

Los primeros trabajos sobre metabolémica en cancer de prdstata se remontan
dos décadas atras. Cheng y Swanson, con dos publicaciones cada uno, fueron los
primeros autores en intentar establecer un perfil metabdlico especifico en tejido
prostatico canceroso, y compararlo con tejido prostdtico sano (111, 118-120, 190). Es
caracteristico de estos primeros estudios, la busqueda de un Unico o unos pocos
biomarcadores que fueran utiles en la tarea del diagndstico. El hecho de buscar uno o
pocos metabolitos con el fin de diagnosticar, es una forma de "simplificar" el modelo
predictor, y con esta filosofia vieron la luz los primeros trabajos sobre el tema. No
obstante, una de las grandes ventajas de la metaboldmica es el gran niumero de
moléculas que se pueden cuantificar tras llevar a cabo la medicién de las muestras,
hecho que permite trabajar con abundante informacion, pudiendo crear modelos con

numerosas moléculas sin incrementar la dificultad del procesamiento de los casos. De

191



Discusion

ahi que los trabajos posteriores utilizaron un mayor nimero de metabolitos en sus

nomogramas.

Para el estudio de Cheng en 2001 se recogieron muestras de tejido con Gleason
6, Gleason 7 y sin tumor. A pesar del importante punto débil de este estudio, con una
muestra de sélo catorce casos, los autores concluyeron un descenso significativo de los
niveles de citrato y espermina en las muestras con tumor. En el trabajo se estudia una
correlacidén lineal de estos metabolitos con el riesgo de tener cancer, observando que a
mayor cantidad de citrato y espermina, menos riesgo de cancer de prostata (r2 = -0,75,
p=0,0001)(118). Se ha hipotetizado que la reduccidn de citrato se debe al agotamiento
del zinc en las células con cancer de prdstata, ya que el zinc previene la oxidacion del
citrato en el ciclo de Krebs (191). La espermina también se ha demostrado como un
metabolito importante en la prdstata por su efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
las células cancerosas en estudios in vitro(192). Ambos se secretan de forma fisioldgica
en la luz glandular prostatica sana, y en el estudio de Cheng se concluyd que, en tejido
tumoral donde desaparecen los lUmenes prostdticos normales, las concentraciones de

estos metabolitos estan disminuidas (118).

El mismo grupo publicé en 2005 un estudio sobre 199 muestras extraidas de 82
piezas de prostatectomia. Tomando como referencia la histologia del cilindro medido
por HR-MAS, dividen la muestra en casos (enfermos) y controles (sanos). Destacan la
fosfocolina y la colina como los componentes principales del modelo que construyen,
diferenciando entre tejido tumoral (ambas moléculas elevadas) y tejido sano, ademas
de obtener una precision de clasificacion del 92,3% y un area bajo la curva de 0,98
(119). Afadir que en este estudio consiguid establecer una correlacion lineal entre
estos dos marcadores y los niveles de PSA (a mayores niveles de colina y fosfocolina,
mayores niveles de PSA), y estudiaron la capacidad predictiva en el Gleason, como se
expondra mas adelante(119). Tanto la colina como la fosfocolina son compuestos
intermedios en la sintesis de la fosfatidilcolina en los tejidos. Esta Gltima se ha descrito
elevada en muchos tipos de tumores, suprimiendo la capacidad inmune del huésped

(117).
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El grupo de Swanson et al. confirmaron en su estudio los niveles elevados de
compuestos de colina en 54 muestras de tejido prostatico canceroso. En tejido sano se
observaron niveles de nuevo bajos de citrato y poliaminas. Destacar ademads que la
taurina, el mio-inositol y el scilo-inositol se relacionaron con tejido tumoral, teniendo
niveles mas elevados que en tejido sano (120). Afirmaban también que, dentro de
tejido benigno, la predominancia de glandulas o de tejido estromal variaba el perfil
metabdlico obtenido. De esta forma, en tejido predominantemente glandular la
relacion citrato/creatina era mas alta que en tejido predominantemente estromal
(p=0,001), o que en muestra con menos de un 20% de glandulas (p=0,017) (120). La
taurina, citada en el trabajo de Swanson, es un acido aminoetano-sulfénico que ha sido
descrito el &mbito del cancer de prdstata como inhibidor de genes relacionados con la
transicion tisular epitelial-mesenquimatosa. La inhibicidn de este tipo de genes como
la N-cadherina, vimentina, TWIST1, o SNAIL, favorece el desarrollo de enfermedad
metastasica (193). Por su parte, el mio-inositol vy el scilo-inositol (precursores del
ascorbato), elevados en el trabajo de Swanson, son derivados de los fosfatos de
inositol, que intervienen como mensajeros de transduccién de sefales celulares en

tumores (194).

Los niveles de lactato y alanina también se han observado como aumentados en
tejidos con cancer de préstata. En un estudio con 20 muestras tumorales, se
encontraron diferencias significativas con los compuestos de colina y el lactato, siendo
mas elevados que en tejido sano (111). La alanina también fue notoriamente mayor
en los tejidos cancerosos que en el tejido estromal. Aunque los autores hipotetizan
gue los aumentos de lactato y alanina pueden derivar de la hipoxia sucedida durante el
manejo de las muestras, las grandes concentraciones de ambos metabolitos parecen
ser indicativos de cancer prostatico(111). Ademas, al comparar diferentes tipos de
tejido sano (estromal y glandular), las concentraciones de ambos no difirieron. Vias
activas durante el crecimiento tumoral, como la regulacién al alza del VEGF o del factor

inducible por hipoxia HIF-1a podrian justificar el aumento de alanina y lactato (195).

Los modelos descritos por los autores previos, fueron reproducidos y
confirmados en los trabajos de Van Asten y Tessem, predominando los compuestos

derivados de colina, el lactato y la alanina, como marcadores de tejido prostatico
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canceroso (196, 197). Algunos autores evaluaron ademads las relaciones de metabolitos
para usarlas como indicadores de tumor, estudiando fosfocolina/glicerofosfocolina
(sensibilidad 73%, especificidad 81%); fosfocolina/fosfoetanolamina (sensibilidad 73%,
especificidad 81%), fosfoetanolamina/etanolamina (sensibilidad 50%, especificidad
77%); y glicerofosfoetanolamina/etanolamina (sensibilidad 64%, especificidad 81%)
(198, 199). Como puede comprobarse, todos estos modelos resultaron mds utiles para
clasificar de forma correcta casos sanos que casos enfermos. Todas estas moléculas
son precursoras o productos de degradacion de membranas de los fosfolipidos, e
indican proliferacidon celular, estado proapoptdtico, y enzimas activadas en estados

preneoplasicos (200).

Otra clase de moléculas encontradas en muestras tisulares malignas son los
acidos grasos poliinsaturados omega-6, que incluyen el acido linoleico, acido y-
linolénico, dihomo-acido linoleico y el acido araquiddnico(199) . Las conclusiones del
estudio de Stenman en 2009 sugirieron que estos componentes se acumulaban en
tejido maligno, y no en el sano. Estos resultados corroboraban otros estudios que
afirmaban potentes efectos estimulantes de los acidos grasos en el desarrollo y
agresividad tumoral del cancer de prostata, por su efecto directo en la muerte celular,
degradacion mitocondrial y de la membrana celular, y la renovacion celular acelerada

en regiones ricas en lipidos (201).

En los ultimos afos se han seguido sucediendo las publicaciones donde se ha
intentado caracterizar el perfil metabdlico del cancer de prdstata en tejido. No
obstante, la ténica habitual ha seguido siendo estudios con muestras pequenas.
Keshari y Komoroski , con 49 y 21 casos recogidos respectivamente, llegaron a
conclusiones muy similares en sus trabajos, concluyendo que metabolitos derivados
del ciclo de la colina, estan implicados con el cancer de prdstata (183, 202). La colina
interviene en el metabolismo glicerofosfolipidico, desdoblandose en glicerolfosfocolina
y fosfocolina, ambos sustratos energéticos para las células tumorales. Otro de los
productos derivados de la colina, la betaina, acaba aumentando los niveles de
sarcosina, uno de los primeros compuestos que la metaboldmica relaciond con el
cancer de préstata (185). Otros metabolitos destacados por estos autores son la

etanolamina y la fosfoetanolamina, alcoholes que también intervienen en el
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metabolismo fosfolipido y que se encontraban aumentados en casos con cancer de
prostata (183, 202). Estas sustancias son utilizadas por las células para la sintesis de
esfingolipidos, estando presente en las membranas celulares y en diferentes etapas del
metabolismo celular, como en el metabolismo mitocondrial o en la sintesis de colina

(198).

Uno de los trabajos mas recientes es el del grupo de Madhu, el cual utiliz6 16
muestras en su estudio, comparando tejido de pacientes con cancer tratados con
antiandrogenos frente a casos sanos (111, 203). Ademads de volver a observar la colina
aumentada en casos tumorales, también lo estaban la alanina y el lactato,
corroborando los resultados de otros grupos. El lactato es un producto de degradacion
del metabolismo de la glicdlisis, proveniente del piruvato, mientras que la alanina
interviene en el metabolismo de aminoacidos de cadena ramificada, sirviendo de

sustrato para la obtencién de energia mediante el ciclo de Krebs (185).

El estudio mas reciente que intenta relacionar el perfil metabdlico medido por
HR-MAS con la presencia o ausencia de cancer de prostata es el de Dudka et al. Con
muestras tisulares de 16 pacientes, obtienen 59 muestras sanas y 70 con cancer. Con
una metodologia muy similar a la seguida en esta tesis, concluyen que el modelo con
fosfocolina, glutamato, hipoxantina, arginina y a-glucosa es suficiente para discernir
entre tejido sano y enfermo (185). Al igual que en la metodologia seguida en nuestro
estudio, utilizaron los metabolitos con VIP score mas elevado, obteniendo un modelo
con varias moléculas. Este trabajo es diferente a los primeros que se publicaron, en el
sentido de que se utilizan metabolitos diferentes a los clasicos (colina y derivados,
citrato, lactato y acidos grasos), y también porque no se busca una molécula o relacién
de moléculas Unica que sea un biomarcador util, sino que se intenta utilizar un grupo

de metabolitos con el fin de establecer la huella del cancer de prdéstata en tejido.

El resumen de los estudios comentados previamente puede observarse en la

tabla 53.

Como se comentara mas adelante en esta discusion, las publicaciones mas
recientes en el campo de metaboldmica y cancer de préstata se centran en otros

aspectos, como por ejemplo hallar perfiles metabdlicos especificos que se relacionen
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con la agresividad o el grado tumoral, con el riesgo de recidiva de bioquimica o con la

presencia de tejido estromal con riesgo de malignizacion. Asi pues, la publicacidon de

trabajos sobre metaboldmica en cancer de préstata ha ido evolucionando con el

tiempo, pasando de los primeros estudios donde simplemente queria establecerse el

perfil metabdlico especifico de la neoplasia en tejido, hasta la busqueda de

biomarcadores en biofluidos o la busqueda de perfiles metabdlicos tisulares que

tengan implicaciones prondsticas, y que por lo tanto puedan influir en el manejo y

seguimiento de los pacientes.

Tabla 53. Estudios en los que se ha utilizado una sonda de HR-MAS para distinguir
entre tejido con y sin cancer de préstata.

Enfermos VS sanos

Fosfocolina/fosfoetan

. METABOLITOS METABOLITOS
ANO AUTOR MUESTRAS INVESTIGADAS AUMENTADOS * DISMINUIDOS *
14 pacientes, 14 muestras Citrato
2001 11
00 Cheng(118) Enfermos VS sanos Espermina
2 pacines s muess | TP [
2003 | Swanson(120) Enfermos VS sanos L .
Mio-inositol Poliaminas
Scilo-inositol
82 pacientes, 199 muestras Colina
2005 Cheng (119) Enfermos VS sanos Fosfocolina
Metabolitos VS PSA
Fosfocolina +
Glicerolfosfocolina
) .
2006 | Swanson (111) O pacientes, 60 muestras Colina total
Enfermos VS sanos
Lactato
Alanina
Colina total/Citrato
Colina/Creatina
Van Asten 48 pacientes, 40 muestras (Glicerolfosfocolina +
2008 P ! Fosfocolina) /Creatina | Citrato/Creatina
(196) Enfermos VS sanos . .
(Colina total+Creatina)
/Citrato
Lactato/Alanina
. Compuesto de colina .
2008 | Tessem (197) 82 pacientes, 98 muestras Lactato C‘ltra'Fo
Enfermos VS sanos . Poliaminas
Alanina
Fosfocolina
22 pacientes, 47 muestras Glicerolfosfocolina
2008 | Swanson (198) P ! Fosfoetanolamina Etanolamina
Enfermos VS sanos . .
Glicerolfosforiletanola
mina
. Fosfocolina/Glicerolfo
2009 | Stenman(199) 27 pacientes, 81 muestras sfocolina Ninguno
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olamina
Fosfoetanolamina/eta
nolamina
Glicerolfosfoetanolami
na/etanolamina
Ac. grasos
poliinsaturados
Colina + creatinina
49 pacientes, 14 muestras Fosfocolina
. benignas VS 22 Gleason 3+3 Glicerolfosfocolina .
2011 | Keshari (183) 0 3+4 VS 13 Gleason 4+3 o Fosfoetanolamina Citrato
mayor Glicerolfosfoetanolami
na
Fosfocolina
. . Glicerolfosfocolina
2011 Komoroski 21 pacientes, 21 muestras Fosfoetanolamina
(202) Enfermos VS sanos . .
Glicerolfosfoetanolami
na
16 pacientes, 16 muestras Lactato
2016 | Madhu (203) Enfermos tratados con Alanina Ninguno
Degarelix VS sanos Colina total
Fosfocolina
. Glutamato
2020 Dudka (185) 16 pacientes, 129 muestras Hipoxantina Ninguno
Enfermos VS sanos .
Arginina
a-glucosa

* Primer grupo con respecto al segundo

6.4. HUELLA METABOLICA DEL CANCER DE PROSTATA EN
TEJIDO. APORTACIONES RELEVANTES DE NUESTROS
RESULTADOS

El trabajo actual presenta una serie de aspectos que lo diferencian de los
estudios publicados previamente, y que le dotan de un mayor interés. El primero de
ellos es la importante muestra recogida, con mas de 200 casos. Como se ha mostrado
en la tabla 53, el resto de estudios publicados tienen muestras pequeiias, algunos con
pocas decenas de sujetos. Ademas de esto, otros autores extraen varias muestras de
un mismo paciente. En la tabla 53 se observa que sélo los trabajos de Cheng,
Komoroski y Madhu, extrajeron una muestra por paciente (118, 202, 203). En el resto,
utilizaban tejido de diferentes areas de la préstata de un mismo paciente, de forma
que, de un mismo paciente con cancer, extraian muestras con y sin tumor,

dependiendo de la afectacién tumoral o no de distintas dreas de la prdstata. En
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nuestro analisis utilizamos sélo una muestra por paciente, e intentamos establecer en
el andlisis de enfermos y sanos si la presencia de tumor en un area de la prdstata
distinta del cilindro HR-MAS, podia influir en el perfil metabdlico de éste. Este intento
por conocer si la presencia de tumor en un drea prostdtica diferente al cilindro medido
podia influir en éste, sélo se ha llevado a cabo una vez, con un grupo escaso de 47

muestras derivadas de 22 pacientes (122).

Otro punto que diferencia nuestros resultados de los publicados hasta ahora es
el uso de variables clinicas. Aunque algun trabajo ha utilizado alguna variable clinica
aislada, como el PSA o la densidad de PSA (119, 191), en esta tesis se han analizado un
gran numero de variables clinicas, siendo todas ellas utilizadas en la practica clinica
habitual para el diagndéstico del cancer de préstata. Ademas, se ha intentando integrar
la informacidn aportada por las variables clinicas con la informacién aportada por los

espectros, obteniendo conclusiones importantes combinando ambas areas.

6.4.1 Metabolitos destacados

Centrandonos en el caso concreto de los metabolitos con peso en la
discriminacion entre enfermos y sanos, es importante resaltar al glicerol-3-fosfocolina.
Se trata de una enzima clave en la biosintesis de lipidos, que cataliza el paso inicial de
sintesis de gliacilglicerol y fosfolipidos (204). Diferentes estudios han sugerido que la
sobreexpresién de isoformas de esta enzima se relacionan con estados de resistencia
la insulina, obesidad, y alteracidon de la respuesta inmune (205-207). De sobra es
conocido que los fosfolipidos son los principales componentes de las membranas
celulares, y la alteracién de su metabolismo esta muy relacionado con el desarrollo de
tumores, como se comentd en la introduccidn (147). Aunque nuestro estudio no es el
primero hasta la fecha que describe la relacion del glicerol-3-fosfocolina con el cancer
de préstata en analisis con HR-MAS (111, 120, 183), es de destacar la alta odds ratio en
el analisis multivariante de nuestros resultados (apartado 5.2.5). Pellon-Maison et al.,
mediante técnicas de bioinformatica describieron una expresidn aumentada de RNA
mensajero de glicerol-3-fosfato acetiltransferasa-2, una enzima del grupo que estamos
tratando, en casos con cancer de préstata. De este modo, el 65% de las muestras

tisulares con cdncer de prdstata tenian una expresién aumentada de esta enzima, y
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alrededor de un 30% una expresion moderada (208). Su presencia conllevaba un
aumento en la tasa de proliferacion celular y una resistencia a la apoptosis (208).
Aunque pocos trabajos han relacionado enzimas de este grupo con el cancer de
prostata, si que se han descrito asociaciones con otras neoplasias. Por ejemplo,
Brockmoller et al. describieron, en un estudio de protedmica, la asociacién entre la
presencia de esta enzima y el cancer de mama, siendo mayores sus niveles de

expresion en tejido mamario tumoral frente a tejido mamario sano (209).

Otros metabolitos a destacar son la glicina y los derivados del glutamato, ambos
aminodcidos aumentados en los grupos tumorales de nuestros modelos. La glicina
interviene en la sintesis de ADN, fosfolipidos, colageno y elastina (210). Hace décadas
gue se describié su papel citoprotector en el contexto de la muerte celular por necrosis
(211). Este proceso, desencadenado por la alteracién de la permeabilidad mitocondrial
inducida por el calcio, esta regulado en parte por la glicina. Por su parte, la via del
metabolismo del glutamato es una de las vias clave para el crecimiento de las células
tumorales (212). El glutatién, derivado de la glutamina, es un importante regulador del
estrés oxidativo. De hecho se han descrito estrategias para el tratamiento de
neoplasias, consistentes en reducir el glutatidon, inhibiendo asi la capacidad
antioxidante caracteristica de las células cancerosas, lo que conduciria a niveles
elevados de radicales libres en el interior de las células tumorales, conllevando esto a
la muerte celular en dichas células (213). En el caso concreto de células tumorales
prostaticas, el tratamiento especifico con chalconas como la Flavokawina A, ha
demostrado alterar la via de la glutamina, produciendo la muerte celular mediante el
mecanismo anteriormente descrito (214). Ademas, algunas enzimas del ciclo del
glutamato se han descrito como predisponentes al cancer de préstata, como la
glutaminasa Il. Esta se encontraria aumentada en los casos de tumor prostatico,
mejorando las relaciones entre metabolitos de las células estromales y favoreciendo el

desarrollo de células malignas (215).

A destacar también el metabolismo del inositol, dentro de la familia de las
vitaminas B. Se trata de un poliol o polialcohol, que forma parte de las membranas
celulares. Algunos estudios han descrito como el mio-inositol interviene en Ia

estabilizacién de enzimas que actiuan como precursoras del estrés oxidativo, como por

199



Discusion

ejemplo la proteinkinasa D1 (216), conllevando una disminucién de la concentracion
de inositol una mayor actividad de estas enzimas. La presencia de inositol y sus
derivados se ha descrito como supresor tumoral en canceres de ovario, tiroides,
mama, vejiga y prostata(217). El inositol y sus derivados son capaces de desfosforilar
sustratos de lipidos y proteinas que se encuentran en las membranas de las células
neopldsicas (218). Zhang et al, profundizaron mas en la relacién entre el inositol y el
cancer de préstata, concluyendo que algunos derivados del inositol como el inositol
polifosfato fosfatasa-4, regulan el receptor de andrégenos en las células prostaticas. En
células prostaticas de ratones observaron que el derivado del inositol modula la
actividad transcripcional del receptor de andrégenos, ademas de suprimir rutas de
sefializacion tumoral. La pérdida del derivado del inositol parecia contribuir al perfil
transcripcional dependiente del receptor de andrdgenos en el cancer de prostata
(217). Otros autores han publicado resultados en la misma direccidn que los anteriores
(216, 219, 220). En nuestros resultados, dentro de la via metabdlica del inositol,
aparecié como molécula relevante el ascorbato. A diferencia del mio-inositol y otras
moléculas de esta ruta que se vieron como reguladoras y estabilizadoras de estados
preneoplasicos, el ascorbato aparecid en nuestros resultados en mayor concentracién
en enfermos respectos a sanos. SAlo un trabajo ha relacionado hasta el momento el
ascorbato con el cancer de prostata, y lo ha hecho en la misma direccién que nuestros
resultados (185). Se desconoce el porqué de este hecho, diferenciandose el ascorbato
del resto de moléculas de su ruta metabdlica (las cuales se encuentran en mayor

concentracion en casos sanos).

En cuanto al citrato, desde hace décadas se ha descrito la relacidn entre sus
niveles y la malignidad o benignidad del tejido prostatico (221). Esta sal derivada del
acido citrico, se comprobd en los estudios de Cooper como estaba elevada en tejido
prostatico sano, y muy disminuida en tejido prostatico tumoral (222). Fue a partir de
1988 cuando se describié el potencial papel de técnicas de resonancia magnética para
diagnosticar cancer de préstata a partir de niveles de citratos (223). La relacién entre
los niveles de citrato y la presencia de tumor parecen estar influidos por los niveles de
zinc y la oxidacion. Las células epiteliales glandulares prostaticas normales son

productoras de citrato, existiendo en ellas una alta acumulacién de zinc. El zinc inhibe
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la oxidacién del citrato y permite que se mantengan elevados los niveles intracelulares.
Por su parte, las células tumorales prostaticas pierden su capacidad para acumular
zinc, probablemente debido a la pérdida de actividad del transportador de zinc. Esta
incapacidad acarrea una oxidacion del citrato y una disminucidon en sus niveles
intracelulares, lo cual conlleva un aumento en la produccion de ATP y del metabolismo
en general en las células tumorales (221). También se han descrito los bajos niveles de
citrato en mitocondrias que intervienen en la lipogénesis tipica de muchos tumores
(224). En publicaciones recientes se han corroborado estos datos, tanto en tejido
prostatico de ratas como en humanos (118, 120, 196, 197, 215). Ademas, los niveles
bajos de citrato no sélo se han objetivado en tejido, sino también en suero y en liquido
seminal de varones con cancer de prdstata (225). El citrato se ha descrito como un
elemento relevante no sélo en el caso del cdncer de prdstata, sino que sus niveles se
han comprobado disminuidos en otros tipos de neoplasias, siendo un metabolito
frecuente en los estudios que han intentado establecer perfiles o modelos metabdlicos
caracteristicos en tumores(117). Asi pues, nuestros resultados van completamente en
la linea de lo descrito hasta el momento, ya que observamos que en los espectros los
niveles de citrato eran mayores en los sanos. Este metabolito fue incluso el que
presentaba un mayor VIP score en el andlisis de enfermos-sanos segun cilindro HR-

MAS, lo cual mostraba la importancia del mismo dentro del modelo del PLS-DA.

Otra ruta metabdlica implicada es la de la oxidaciéon de los acidos grasos. La
carnitina es una amina sintetizada en higado, rifiones y cerebro a partir de dos
aminoacidos, la lisina y la metionina. Los niveles de esta amina se han visto elevados
en varones con cancer de prdstata y en casos con factores de riesgo asociados a esta
neoplasia, como es el caso de hombres con obesidad (226). Algunos autores han
descrito que la presencia de carnitina se relaciona con la capacidad de células
tumorales prostaticas para metabolizar lipidos destinados a su crecimiento, sobre todo
en estados avanzados de la enfermedad (227). Asi pues, sus niveles estan relacionados
con los de los acidos grasos intracelulares, y este hecho ha servido como diana de
algunas terapias experimentales en el cdncer de prdstata. Algunas nanoparticulas
derivadas de plantas como la witaferina A, han demostrado una regulacidon negativa

del ARN mensajero y de diferentes proteinas que intervienen en la sintesis de carnitina
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y de acidos grasos (228). Aunque nuestros resultados van en la linea de lo publicado
hasta el momento (226-229), Baci et al. concluyeron en 2019 resultados contrarios a
los descrito hasta el momento, afirmando que una molécula derivada de la carnitina, la
acetil-L-carnitina, tenia propiedades antiangiogénicas y antiinflamatorias en las células
prostaticas, disminuyendo el riesgo de cdncer de préstata (230). A pesar de esta
controversia, queda claro que la sintesis de carnitina, promovida en el contexto de
lipogénesis, aumenta la oxidacién de mitocondrias y activa la sefializacion de vias
oncogénicas en el cancer de préstata (144). La presencia de otras moléculas derivadas
de la oxidacién de acidos grasos, como el malonato o el metilmalonato, también se

han visto elevadas en tejidos con cancer de prdstata (185).

Asi pues, puede comprobarse que parte de los metabolitos destacados en nuestros
resultados son utiles para corroborar las conclusiones de otros autores, por ser
moléculas coincidentes con sus resultados y por ir en la misma direcciéon en cuanto a
concentraciones aumentadas o disminuidas en casos con tumor. No obstante, nuestras
conclusiones no sélo aportan la reproducibilidad de otros estudios con una muestra
mucho mas grande, sino que también hemos conseguido arrojar un numero de
metabolitos no relacionados hasta el momento, y que pueden servir para futuras
investigaciones. Por ejemplo, entre nuestros metabolitos obtenidos destacan un gran
numero de azlcares que pueden incluirse dentro del metabolismo de carbohidratos
diferente a la glicélisis. Con anterioridad ha sido descrito que las células tumorales
prostaticas exhiben una glicdlisis elevada para la obtencién de energia y produccién de
biomasa. Un nivel elevado de fenotipo glicolitico, y enzimas de la glicdlisis reguladas
por el receptor de andrégenos como GLUT1, HK1, HK2 y PFK2, se han relacionado con
fases avanzadas de la enfermedad (151). En investigaciones futuras seria interesante
comprender si existe sobreexpresion de transportadores transmembrana como sucede
en la glicdlisis (como por ejemplo) el GLUT-1), lo cual sucede en células tumorales

prostaticas y que podrian ser objetivo de dianas terapéuticas.

Ademads de carbohidratos no descritos hasta el momento, nuestros resultados
también arrojaron aminoacidos nuevos en la caracterizacién de la huella metabdlica de
esta neoplasia. La valina, tirosina o fenilalanina son aminoacidos de cadena corta cuya

presencia en tejido ha sido relacionada con el cancer de préstata, todos ellos como
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precursores de diferentes moléculas del ciclo de Krebs (185). Segun nuestras
conclusiones, aminodcidos como la cistationina, ha podido ser descrito como reflejo de
presencia de tumor en tejido prostatico. Otro aminoacido, como la creatinina,
proveniente de la reaccion de la creatina fosfato con ADO y protones para obtener
energia, se vio como diferencial entre casos con y sin tumor. Futuros estudios de
validacién externa serian interesantes para corroborar nuestros resultados en este

sentido.

Por ultimo, comentar también como influyente a la serina y su metabolismo,
presente en nuestros resultados en tejido, y como se comentard posteriormente,
también en orina. Ningun estudio con HR-MAS habia relacionado la presencia de serina
con el cdncer de préstata, aunque si algunos derivados de la misma como la glicina y la
sarcosina. Anadir que, rutas como las del metabolismo de pirimidinas o del nicotinato,
descritas por otros autores como importantes en la huella metabdlica del tumor en

tejido, no se reflejaron como tal en nuestros resultados (185).

Asi pues, con los datos de este apartado queda demostrado que mediante una
sonda HR-MAS es posible detectar la huella metabdlica especifica que el cancer de
préstata deja en el tejido prostatico. Ademas de ello comprobamos que, incluyendo
dos variables clinicas (el volumen prostatico y el tacto rectal sospechoso) al modelo
predictor con los metabolitos mas influyentes detectados por la metaboldmica, somos
capaces de predecir mejor la presencia o ausencia de tumor en tejido. De esta forma,
estas conclusiones abrieron la puerta al resto de resultados de este trabajo. Sabiamos
gue el cancer de préstata tenia un perfil metabdlico propio en tejido, pero, éeste perfil
podia obtenerse en cualquier localizacién de la préstata? ¢existian diferencias en este
perfil en funcion del grado de agresividad tumoral? Este perfil claramente establecido

en tejido, é¢se observaba también en orina?
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6.5 PERFIL METABOLICO EN TEJIDO PARA PREDECIR LA
AGRESIVIDAD DEL CANCER DE PROSTATA. RESULTADOS
PUBLICADOS

Otro de los objetivos de este estudio fue hallar perfiles metabdlicos especificos
para cada tipo de Gleason, con el objetivo de poder diferenciar mediante analisis HR-
MAS entre casos con diferente agresividad tumoral. Este hecho es de suma
importancia, ya que el comportamiento de las neoplasias prostaticas es muy diferente
en funcion de su grado de Gleason, como se explicé en la introduccidn de esta tesis. En
el caso del cdncer de préstata, el manejo de la enfermedad segun los grados de
Gleason es completamente diferente, pudiendo optar por un manejo conservador; por
una vigilancia activa; o por tratamientos neoadyuvantes o mas radicales en grados de
Gleason altos (94, 100). La busqueda de biomarcadores en este sentido viene
sucediendo durante los ultimos afios, y la metaboldmica ha intentado arrojar algo de

luz al asunto.

Los primeros trabajos en metabolédmica con este propuesto surgieron en 2003 a
partir del estudio de Swanson (120). En un trabajo donde se reclutaron 26 pacientes,
se intenté separar casos con Gleason 6, frente a Gleason 7 o mayor. Se recogieron 8
varones con Gleason 6, y 5 con Gleason igual o mayor de 7. La colina aparecid
significativamente mas elevada en casos con Gleason alto, mientras que el citrato y las
poliaminas se encontraban mas disminuidas en estos casos en comparacién con los
Gleason bajos (120). No se hallaron diferencias estadisticamente significativas,

probablemente por la escasa muestra de casos reclutados.

Posteriormente, Stenman recluté una muestra mayor, con 41 casos, intentando
comparar los Gleason 6 y 7 (122). Estos autores utilizan relaciones de metabolitos, no
niveles de metabolitos Unicos, para extraer conclusiones. De esta forma, usan para
normalizar los resultados los niveles de creatina, un acido organico nitrogenado con el
gue clasicamente no han existido diferencias de concentracidén entre tejido prostatico
sano y tumoral. De esta forma, corroboran los hallazgos de Swason, y establecen que
la relacién colina/creatina es mayor en los casos de Gleason 7 frente a los Gleason 6
(area bajo los picos, 2,33+/-1,86 ppm frente a 1,71+/-1,87 ppm, respectivamente). Por
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el contrario, la relacion mio-inositol/scilo-inositol se encontraba mas disminuida en los
Gleason 7 frente a los Gleason 6 (area bajo los picos, 4,28+/-1,55 ppm frente a 5,34+/-
1,75 ppm, respectivamente). Los niveles de mio-inositol/scilo inositol también

resultaron inferiores en tejido sano con respecto a tejido tumoral (122).

Keshari et al., con una muestra de 49 pacientes, los dividid en 3 grupos, uno con
casos sanos, otro con Gleason 3+3 y 3+4, y otro con Gleason 4+3 o superiores. De
nuevo los metabolitos derivados de la colina, pertenecientes al metabolismo
glicerolfosfolipido, fueron utiles para distinguir entre tumores mds o menos agresivos

en base al Gleason (183).

Otro grupo que publico sobre los diferentes perfiles metabdlicos segin Gleason
fue el de Selnaes, comparando en este trabajo todos los grados de Gleason entre si,
recogiendo un total de 40 muestras provenientes de 13 varones. En total, de las 40
muestras consiguieron reclutar 10 Gleason 6, 7 Gleason 7, 6 Gleason 8, y 8 Gleason 9,
31 muestras tumorales en total. Tras medir el tejido con sonda HR-MAS, concluyen una
correlacion lineal entre los niveles de (colina+creatina+espermina) /citrato y el grado
de Gleason. Estos resultados los reproducen tanto ex vivo (con la sonda HR-MAS),
como in vivo, realizando una RMN a varones que van a ser intervenidos de

prostatectomia radical, siendo este hecho el punto fuerte del estudio (121).

Por su parte, los estudios de Giskeodegard y Hansen coincidieron en los
metabolitos disminuidos en casos con tumores agresivos: citrato y espermina. Aunque
el primero de ellos utilizd el Gleason para definir la agresividad tumoral, el segundo
aporta como novedad con respecto al resto de publicaciones que utiliza los niveles de
expresion del gen TMPRSS2-EG, el cual ha sido propuesto como marcador de cancer de
prostata agresivo (184, 231). La espermina es uno de los productos finales del ciclo de
la urea, a partir de la biosintesis de poliaminas derivadas de este ciclo. Su funciéon es
importante para la supervivencia celular, ya que se encarga de estabilizar el ADN vy las
histonas, protegiendo al material genético de las nucleasas y manteniendo la
transcripcién. Los niveles bajos en células tumorales traducirian una proliferacion
celular descontrolada y disregulada, tipica de los procesos neopldsicos. En cuanto al

citrato, sus niveles bajos en cancer de préstata se han relacionado con el hecho de que
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este componente es Util para la biosintesis de lipidos, necesaria para la proliferacién
celular, como ya se ha comentado (223). En nuestros resultados, el citrato aparecia
aumentado en casos sanos, tanto en tejido como en orina, coincidiendo con los

resultados publicados.

Dentro de los trabajos publicados en esta linea, sélo en uno se utilizé la
clasificacién de la ISUP para etiquetar la agresividad tumoral, dividendo una muestra
grande de 394 pacientes en dos grupos: grados de la ISUP 1 y 2 frente a 3 o mayor
(123). En este estudio, ademas de relacionar los metabolitos tipicos derivados de la
colina con tumores agresivos, también el mio-inositol y la valina se encontraron
aumentados. El mio-inositol, es un producto del metabolismo del inositol, derivado del
metabolismo de la glicdlisis, estando descrito como aumentado en los procesos
tumorales agresivos. Por su parte, la valina interviene en el metabolismo de
aminoacidos de cadena ramificada, suministrando succinato al ciclo de Krebs,
produciendo asi un aumento de energia en la célula(185). El modelo con los derivados
de la colina, el mio-inositol y la valina mostré una precisidon diagndstica del 73% en este

estudio (123).

Por ultimo, el trabajo de Cheng et al. utiliza como marcadores de agresividad
tumoral la invasion perineural y el TNM tras prostatectomia radical. Como sucedia con
otros trabajos que habian clasificado la agresividad segin Gleason, la colina y
fosfocolina aumentados fueron los metabolitos que se relacionaron con el cancer de

prostata agresivo (119).

Por otro lado, el estudio de Stenman relacioné el perfil metabdlico con el grado
de division celular de varios tumores. Con 149 muestras neopldsicas, concluyeron que
la relacién (glicerolfosfocolina + colina)/creatina se encontraba aumentada en los
casos con alta divisién celular, en comparacidn con los de baja divisién (122). En otro
sentido, tomando la invasién perineural el tumor como un marcador de agresividad,
sobre un grupo de 199 muestras tisulares se concluyd que niveles elevados de colina 'y

fosfocolina predicen de forma independiente dicha invasién (119).
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A continuacién, se muestra la tabla 54 con un resumen de los estudios en los que

Tabla 54. Estudios en los que se ha utilizado una sonda de HR-MAS para distinguir
estudiar la agresividad del cancer de préstata.

- METABOLITOS METABOLITOS
ANO AUTOR MUESTRAS INVESTIGADAS AUMENTADOS DISMINUIDOS*
26 pacientes, 13 muestras Citrato
2003 Swanson(120) Gleason 7 o mayor VS Gleason 6 Colina* L
Poliaminas
82 pacientes, 199 muestras Colina
2005 Cheng (119) Invasidn perineural y TNM Fosfocolina
Mio-
40 pacientes, 149 muestras . N I .
2011 Stenman (122) Gleason 7 VS Gleason & Colina/Creatina InO.SItO|./SCI|0
inositol
Fosfocolinay
49 pacientes, 14 benignas VS 22 glicerolfosfocolina
. aumentados en
2011 Keshari (183) Gleason 3+3 o0 3+4 VS 13 Gleason
alto grados
4+3 0 mayor .
respecto a bajo
grado
13 pacientes, 40 muestras (Colina+creatina+
2013 Selnaes(121) Todos los Gleason espermina)/Citrato Ninguno
k%
5013 Giskeodegard 48 pacientes, 158 muestras (Colina+creatina+p Citrato
(184) Gleason 6 VS Gleason 7 o mayor oliaminas)/citrato Espermina
41 pacientes, 129 muestras
tumorales . Citrato
2016 Hansen (231) TMPRSS2-ERG alto VS bajo Ninguno Espermina
Mio-inositol
Vandergrift(123 394 pacientes, 394 muestras Glicerolfosfocolina .
201
018 ) Grados ISUP 1-2 VS 3-4 Fosfocolina Ninguno
Valina
Glutamato,
Fosfocolina
1 i 7 I ’
2020 Dudka (185) 6 pacientes, 70 muestras Gleason Hipoxantina, Ninguno
6 VS Gleason 7 o mayor -
Argininay a-
glucosa

* Primer grupo con respeto al segundo

**Gleason altos respecto a bajos
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6.6 PERFIL METABOLICO EN TEJIDO PARA PREDECIR LA
AGRESIVIDAD DEL CANCER DE PROSTATA. RELEVANCIA
DE NUESTROS RESULTADOS

Como se ha discutido en el punto anterior, los estudios publicados hasta el
momento para comprobar si la metabolémica puede ayudar a distinguir entre los
diferentes grados de Gleason, son escasos, por lo que consideramos que nuestros
resultados son interesantes por arrojar algo mds de luz sobre el tema. Ademas,
nuestro estudio presenta una serie de puntos fuertes con respectos a los trabajos
publicados hasta el momento. El primero de ellos es que hemos incluido todos los
grados de Gleason, aunque para el analisis estadistico se categorizaron en dos grupos.
Otros autores, probablemente debido a la escasa muestra que tenian, se limitaron a
incluir sélo algunos Gleason, por ejemplo 6 y 7 (118, 122). Aiadir que, como se dijo
anteriormente, para este trabajo se ha recogido sélo una muestra por paciente, lo cual
pensamos que puede ser mas distintivo del perfil metabdlico representativo que otros
casos en los que de un mismo varén, se han extraido diferentes muestras tisulares
para medir por HR-MAS (120-123). Aunque podria pensarse que medir diferentes
muestras de un mismo vardén es mas representativo del perfil metabdlico real, la
mayoria de estudios etiquetan casos sanos y enfermos a partir un mismo paciente,
segln haya tumor o no en ese area concreta de prdstata. Esto podria ser criticado, si
se acepta la hipdtesis de que los casos con tumor pueden afectar el metabolismo a

distancia de areas sanas.

Ademas de todo lo anterior, nuestro estudio presenta un nimero abundante de
metabolitos (24 con VIP score por encima de 1y 8 con VIP score por encima de 1,5)
que hemos podido correlacionar con el Gleason, frente al resto de estudios en los que
escasamente se han podido relacionar dos o tres metabolitos (usando valores de corte
de VIP score similares a los nuestros), utilizando ademas la relacién entre ellos para
extraer conclusiones. Sobre el uso de variables clinicas para construir un modelo, como
hemos hecho en nuestro trabajo, pocos autores las han incluido en sus modelos en los
estudios de cancer de proéstata, y ninguno lo ha hecho para intentar relacionar un

modelo con el Gleason (119, 191).
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Por lo tanto, analizando nuestros resultados, podemos comprobar que la
metaboldémica obtuvo un modelo con buena discriminaciéon entre individuos con
Gleason distintos. En el PLS-DA se comprobd una disposicién distinta de los casos en
funcién de su perfil metabdlico, incluso algin caso de Gleason 6-7 que se dispuso en la
localizacion de Gleason 8 o mayor, se comprobd con la revisidon de la historia clinica
que eran casos con factores desfavorables durante el seguimiento, dejando abierta Ia
posibilidad de que la metaboldmica pueda predecir perfiles agresivos de la
enfermedad. Esto ya se ha demostrado, por ejemplo, en tumores cerebrales, donde se
ha comprobado que la metaboldmica predice cambios metabdlicos que predicen a los
cambios histoldgicos agresivos (117). A pesar de estos resultados, hemos detectado al
tacto rectal como una variable clinica que resulta ser util para detectar la presencia de
Gleason 8 o mayor, y tras analizar su modelo predictor, es muy similar al que puede

aportar la metaboldmica.

El principal problema que encontramos en este apartado fue la escasa muestra,
ya que no en todos los cilindros HR-MAS se pudo obtener el Gleason. El hecho de tener
una muestra pequefia puede ser el motivo de la falta de diferencias en el analisis de
promedios de niveles de metabolitos entre los dos grupos, observandose falta de
diferencias estadisticamente significativas, o intervalos de confianza muy amplios, a
pesar de obtener un modelo derivado del PLS-DA bueno como se comprobd en la
validacién cruzada. Otro aspecto influido por la escasa muestra fue la agrupacion en
dos grupos de toda la muestra, cuando lo ideal hubiera sido dividir cada Gleason por
separado con una muestra mas grande. En el disefio de este andlisis se planted la
agrupacion llevada a cabo pensando en similitudes clinicas de los diferentes grados de
Gleason. A pesar de todo, los resultados en este apartado fueron prometedores,
siendo interesante comprobar si se reproducian, o incluso mejoraban, al analizar Ia
agresividad tumoral obteniendo el perfil metabdlico de la orina, con una muestra
mucho mds grande. Posteriormente nos propondriamos estudiar en orina el perfil
metabdlico, comprobando si con una muestra mayor, se reproducia o mejoraba la

buena discriminacién del modelo en tejido.
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6.6.1 Metabolitos destacados y vias metabolicas en tejido relacionadas
con la agresividad cancer de préstata. Nuestros resultados.

El primero de los metabolitos a destacar dentro de este apartado es el 2-
hidroxibutirato, compuesto que se engloba dentro de la via de la cetoacidosis
(derivada de la glicdlisis), y habiendo sido descrito como un biomarcador de la
resistencia a la insulina (232). Entre los escasos metabolitos relacionados con la
agresividad del cancer prostdtico, no se habia descrito previamente el 2-
hidroxibutirato. Si que se han intentado correlacionar sus niveles con la respuesta a la
terapia de deprivacion androgénica en este tumor, dada su relacién con el
metabolismo graso y la resistencia a la insulina. A pesar de que esta demostrado un
aumento de la insulina en ayunas en varones con bloqueo hormonal, no se observaron
cambios en el 2-hidroxibutirato tras la instauracién de este tratamiento en estos
pacientes (232). Alguna molécula similar, y que participa en las mismas vias, como es el
3-hidroxibutirato, ha sido descrita como marcador de cancer de prdstata metastasico,
por lo que moléculas de la misma familia se han relacionado con perfiles agresivos de
la enfermedad (233). Incluso, en programas de quimioprevencion tumoral mediante
dieta, se ha descrito la disminucién de hidroxibutiratos para lograr una reduccién del

riesgo del cancer de prostata(234) .

Otro compuesto a destacar es la 1,3-dihidroxiacetona, perteneciente a la via
glicolitica(235). Esta via ha sido relacionada de forma clara con el cancer de prostata,
como se comentd previamente. La alteracion de las enzimas glucoliticas GLUT1, HK1,
HK2 y PFK2, conlleva un aumento de compuestos como la 1,3-dihidroxiacetona(236).
Aungue este hecho se ha relacionado con el cancer de prostata, nunca antes se habia

establecido relacion entre este metabolito y el cancer de préstata de alto riesgo.

Por otra parte, la homocitrulina es un aminoacido derivado del ciclo de la urea,
y que se excreta en grandes cantidades en orina. Este aminoacido, que a priori podria
parecer inespecifico, no se ha descrito previamente como biomarcador de cancer de
prostata, sino en otras enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide o
genéticas, como el sindrome de hiperornitinemia hiperamonemia(237). En el contexto

del cancer de préstata, el metabolismo de los aminodcidos representa una fuente de
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carbono y nitrégeno en el ciclo del acido tricarboxilico, produciendo NADPH. La
glutamina se convierte en glutamato a través de la glutaminansa, y luego en a-
cetoglutarato, que ingresa en el ciclo del acido tricarboxilico, produciendo energia en
forma de ATP celular, siendo utilizado por las células tumorales para su proliferacion.
Los receptores de andrdgenos alterados en células prostaticas tumorales, se han
comprobado como facilitadores para la acumulacion de aminodcidos en el interior de
las células, lo cual facilita la produccion de ATP, ademas de la sintesis de nucleétidos,
proteinas y lipidos (160, 161). Asi pues, estos mecanismos descritos de metabolismo
aumentado de aminoacidos en células tumorales podrian estar relacionados con
nuestros hallazgos, donde comprobamos niveles aumentados de homocitrulina (como
molécula de desecho en el ciclo de la urea) y de histidina en casos de tumores de alto

riesgo.

En cuanto a la carnitina, ya se describié previamente como importante en la
huella metabdlica del cdncer de préstata. Esta amina sintetizada en diferentes drganos
a partir de lisina y metionina, se ha descrito elevada en pacientes con fases avanzadas
de la enfermedad (144, 150). La presencia de carnitina parece traducir la capacidad de
las células tumorales de sintetizar dacidos grasos para su rapido crecimiento,
mecanismo que podria justificar su presencia aumentada en Gleason 8 o mayor. La
sintesis de acidos grasos, de forma independiente con los niveles lipidicos circulantes,
es un sello distintivo de cancer de prdstata. La acido graso sintetasa, igual que otras
enzimas lipogénicas y modificadoras de lipidos (ACAC, acetil-CoA lipasa y SCD) se
sobreexpresa en cancer de préstata (151, 152). En concreto, la 4cido graso sintetasa es
una enzima citosdlica que promueve la sintesis de novo de la cadena larga del
palmitato. Este ultimo y sus derivados son promotores de lipidos estructurales que se
utilizan en la sintesis de membranas de células tumorales, ademas de ser un almacén

de energia util para la profileraciéon celular (150).

La creatinina, es el producto final del metabolismo de la creatina,
encontrandose en grandes cantidades en los musculos y excretdndose con la orina.
Aunque en un principio se describid la ausencia de diferencia entre casos con y sin
tumor, la creatinina ha sido utilizada posteriormente como biomarcador de cancer de

prdstata, midiendo niveles incluso en saliva (238). Independientemente de la excrecién

211



Discusion

renal de creatinina, los niveles de la misma se han visto elevados en varones con
cancer de prdstata agresivo (238-240). La creatinina podria ser un biomarcador del
metabolismo de la homocisteina y del metabolismo de un carbono, ambos implicados
en la metilacién, sintesis y reparacion del ADN. Niveles aumentados de creatinina
traducen una reduccidn de la disponibilidad de grupos de un carbono, y por lo tanto
cierta predisposicion de desarrollo de neoplasias (240). Algunos autores incluso han
defendido el uso de los niveles de creatinina sérica en nomogramas para predecir la

presencia de cancer prostatico (240).

El glutamato ya ha sido descrito previamente como molécula importante en el
metabolismo del cancer de prdstata, en la via de la glutaminolisis. La glutaminolisis
representa una fuente de carbono y nitrégeno para las células tumorales. La glutamina
se convierte en glutamato a través de la glutaminasa, y luego en a-cetoglutarato, que
ingresa en el ciclo del acido tricarboxilico, produciendo energia en forma de ATP
celular. Adicionalmente, la glutamina contribuye a la acumulacion de carbono
mitocondrial para el mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial y para la
sintesis de nucledtidos, proteinas y lipidos(160). Una publicacién reciente de Dudka et
al, recogiendo una muestra de tejido con 59 casos sanos y 70 enfermos, con una
metodologia muy similar a la utilizada en esta tesis, confirman que un modelo con
glutamato, fosfocolina, hipoxantina, arginina y a-glucosa, es predictor de agresividad
en el cancer de préstata. En este trabajo, los autores definieron un cancer de préstata
agresivo aquel con un Gleason igual o mayor de 7 (185). El glutamato también se ha
relacionado con la actividad tumoral en la préstata, demostrando que los niveles
intracelulares de glutamato disminuyen al tratar a los pacientes con antiandrégenos en

desarrollo como la proxalumatida (241).

Por otra parte, en nuestros resultados encontramos otros metabolitos con VIP
score por encima de 1 que no habian sido descritos hasta el momento en relacién con
la agresividad tumoral. Uno de ellos es el trans-aconitato, el cual se encuentra
estrechamente relacionado con el citrato en el ciclo de Krebs. Se trata de un
intermediario de la aconitasa, una proteina con hierro no hemo que cataliza el paso de
citrato a isocitrato para la obtenciéon de energia. El principal aspecto novedoso de

nuestros metabolitos aportados, es a nivel de los aminoacidos. Aunque algunos como
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el 2-hidroxiburitaro o la lisina ya habian sido descritos por otros autores como
aumentados en casos con Gleason altos, en nuestro PLS-DA también se vieron como
influyentes otros como el glutation, la leucina, la cistationina o la histidina, todos ellos
productores de energia y/o precursores del succinato y de otras moléculas del ciclo de

Krebs (185).

6.7 PERFIL METABOLICO EN TEJIDO PARA PREDECIR LA
RECIDIVA BIOQUIMICA. RELEVANCIA DE NUESTROS
RESULTADOS

Uno de los objetivos de esta tesis fue establecer si, mediante el perfil metabdlico
del tejido prostatico, podia establecerse un modelo predictor de recidivas bioquimicas
en aquellos casos de varones con cancer de préstata que recibieron tratamiento. Los
criterios aceptados para clasificar a un paciente como recidiva bioquimica fueron los

utilizados en la préctica clinica habitual, expuestos en la introduccién de esta tesis.

En caso de poder establecer una huella metabdlica diferencial entre varones con
cancer que tienen una recidiva bioquimica tras tratamiento, podria realizarse un
seguimiento mas estrecho de éstos en la practica clinica. Como ya se explicd en el
apartado de tratamientos de la introduccidon, el hecho de desarrollar una recidiva
bioquimica tras tratamiento conlleva unas implicaciones terapéuticas y de seguimiento
en estos pacientes, por lo que seria interesante conocer qué sujetos tienen
predisposicion a alcanzar esta fase de la enfermedad. El perfil metabdlico mediante
sonda HR-MAS vya se vio anteriormente como util en la distincién de casos con y sin
tumor y en el de casos con Gleason alto y bajo, por lo que nos propusimos en este
apartado comprobar la capacidad predictiva también para los casos con recidiva

bioquimica.

Existen en la practica clinica diferentes nomogramas que utilizan variables
clinicas para intentar predecir este estado de la enfermedad, como se expondra mas
adelante(242). En nuestros resultados, arrojamos un modelo derivado del PLS-DA

donde no existia una separacioén clara de la muestra en diferentes grupos, en funcién
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de su estado de recidiva bioquimica. No obstante, al seleccionar los metabolitos mas
influyentes, obtuvimos un modelo con buena capacidad discriminatoria (area bajo la

curva de 0,87), demostrandose superior a aquel formado por variables clinicas.

Existen pocos trabajos publicados sobre metabolémica en tejido y recidiva
bioquimica en cancer de prdstata. El primero de ellos fue el de Maxeiner en 2010
(124). En él, se recogen 16 casos consecutivos de varones que tuvieron una recidiva
bioquimica tras prostatectomia radical, y los comparan con otros 16 casos sin recidiva.
Los autores identifican 27 regiones influyentes en un PCA que son comunes en ambos
grupos, y de ellas varias regiones que discriminan entre ambos grupos, creando un
modelo con una precisidn del 78% para predecir la recidiva bioquimica tras cirugia. Los
metabolitos implicados con la recidiva biogquimica fueron la espermina, glutamina,
mio-inositol, fosforil colina, scilo-inositol y el glutamato. Como metodologia, utilizaron
un analisis de correlacién candnica, estudiando la relacidon bidireccional para descubrir

la correlacion entre dos conjuntos de datos(124).

La media de seguimiento tras tratamiento en este estudio fue de 47 meses,
similar al nuestro (124). Para esta tesis, el periodo de reclutamiento y seguimiento fue
de 4 afios, sin llegar a alcanzar muchos pacientes un tiempo de seguimiento tras
tratamiento que permitiese desarrollar una recidiva bioquimica, dada la historia
natural del cédncer de prostata. En caso de un mayor seguimiento, habriamos
conseguido una muestra mayor en el grupo de recidiva, siendo ésta una de las
limitaciones de nuestro analisis. A pesar de todo, consideramos que nuestros
resultados son interesantes en este punto, en primer lugar por la escasa literatura
publicada hasta el momento sobre el tema, y en segundo lugar por haber localizado 9
metabolitos mediante HR-MAS que son capaces de crear un modelo con alta
especificidad y valor predictivo negativo para predecir recidivas bioquimicas (93% y
84% respectivamente). Ninguno de los metabolitos con VIP score alto derivados de

nuestro PLS-DA coinciden con los propuestos por Maxeiner en su publicacién (124).

Otras dos publicaciones en esta linea son los trabajos de Braadland y Vandergrift

(123, 243). El primero de ellos recogié una muestra de 110 pacientes intervenidos de
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prostatectomia radical, 50 desarrollaron recidiva bioquimica y 60 no. Comprobaron
mediante andlisis de supervivencia que altas concentraciones intratumorales de
espermina y citrato se relacionaban con casos libres de recidiva biogquimica; mientras
que altos ratios de (colina total+creatina) /espermina y de (colina total+creatina)
/citrato se asociaban con periodos cortos de tiempo hasta desarrollar la recidiva.
Ademas, la espermina y la relacion (colina total + creatina)/espermina se relacionaban

de forma independiente en su andlisis multivariante con el desarrollo de recidiva (243).

Por su parte, en el estudio de Vandergrift se recogieron de forma retrospectiva
datos de 185 pacientes, de donde se extrajeron 365 muestras de prostatectomias por
carcinoma, 15 muestras correspondientes a hiperplasia benigna y 14 muestras
benignas provenientes de biopsia prostdtica. En este caso, los autores intentaron
establecer un perfil metabdlico diferente segin agresividad tumoral (comparando
grados de la ISUP), y estudiar la prediccién mediante metabolémica de la recidiva
bioquimica. Ademds de concluir concentraciones elevadas de mio-inositol,
glicerolfosfocolina, fosfocolina y valina en muestras de grados de la ISUP altos, fueron
capaces de establecer un modelo para predecir la recidiva. Con una tasa de verdaderos
positivos del 83% para localizar recidivas, los metabolitos mas influyentes fueron la
colina, fosfocolina, glicerofosfocolina y glutamato; mientras que niveles altos de mio-
inositol mostraban de forma significativa un menor riesgo de recidiva durante el

seguimiento (123).

6.7.1 Metabolitos destacados y vias metabdlicas en tejido relacionadas
con la recidiva bioquimica. Nuestros resultados.

Sobre las rutas metabdlicas mas influyentes derivadas de nuestro PLS-DA, se
comprobd que aminodcidos como la cisteina, elementos de la glicdlisis como el
glicerol, nucledsidos como la uridina o moléculas del ciclo del inositol como el
ascorbato, estaban relacionados con los casos que desarrollaban recidiva bioquimica.
Todos ellos han sido desarrollados en esta discusidon, menos la uridina, perteneciente
al metabolismo de la pirimidina, y ya descrita en algun trabajo como elevada en el
casos con cancer de proéstata (185). La uridina confiere rigidez a la estructura del ARN,

contribuyendo a su estabilizacion, a su actividad de decodificacién y a la formacion de
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enlaces peptidicos. Su medicién mediante analisis epitranscriptomico ha sido

propuesto como marcador especifico de cancer de préstata (244) .

Asi pues, con este apartado de la tesis, se observd que la metaboldmica
mediante HR-MAS es una buena herramienta para clasificar de forma correcta a los
casos sin recidiva bioquimica. Se comprobd que las vias metabdlicas de aminoacidos
como la cisteina, de alcoholes como el glicerol, de nucledsidos como la uridina, o de
sales calcicas como el ascorbato, pueden relacionarse con la recidiva bioquimica en
cancer de préstata. Ademads, por lo visto en los resultados de modelos con variables
clinicas, éstas no fueron capaces de predecir el estado de recidiva. Por lo tanto, el
modelo aportado por la metaboldmica mediante HR-MAS es superior al de las
variables clinicas, y puede ayudar en la prediccidn del desarrollo de recidiva bioquimica

en cancer de prostata.

6.8 PERFIL METABOLICO EN TEJIDO PARA PREDECIR LA
PRESENCIA DE CANCER EN CUALQUIER LOCALIZACION
DE LA PROSTATA

Siguiendo con otro de los objetivos de esta tesis, se intentd establecer si,
mediante el andlisis metabolédmico con sonda HR-MAS de un cilindro de tejido, somos
capaces de localizar el tumor no sélo en el tejido sometido a RMN, sino también en
cualquier otra localizacién dentro de la prostata. El hecho de que exista una huella
metabdlica especifica de cancer en tejido con tumor podria parecer, a priori, un
resultado logico. No obstante, pensando en futuras aplicaciones clinicas, es mucho
mas interesante imaginar un perfil metabdlico caracteristico del tumor que se
detectara, no sélo en tejido tumoral, sino incluso en tejido sano dentro del mismo
organo con afectacién tumoral en otra localizacién. La hipétesis es que el metabolismo
celular tumoral podria influir a distancia en areas sanas dentro de la prdstata. Si se
confirmara esta hipotesis, podrian llevarse a cabo biopsias prostaticas mucho menos
agresivas, con por ejemplo la toma de un solo cilindro de tejido, ya que con el estudio
metabodlico del mismo podria establecerse el diagndstico del cancer localizado a

distancia.
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Con el disefio de la presente tesis hemos sido capaces de estudiar este hecho,
ya que contamos con el estudio histolégico tanto de los cilindros HR-MAS como de los
cilindros de la biopsia estandar. Ya se vio anteriormente que el tejido tumoral medido
con sonda HR-MAS es distinto del sano, pero, équé ocurre con los casos que tienen
tejido medido con HR-MAS sano en la histologia, pero con tumor en alguno de los
cilindros de la biopsia estdndar? Asi pues, el grupo de interés a estudio para este punto
es el que aparece en la tabla 10 como "biopsia +, cilindro -" compuesto por 51 casos

(25,4% de la muestra).

Como se observa en el apartado de resultados, en el PLS-DA que obtuvimos se
comprueba que la localizacién del grupo de interés dentro del diagrama de puntos era
muy similar al de los casos sanos, sin tumor en ninguno de los cilindros. En caso de
haber hallado de un perfil metabdlico en el grupo de interés mas cercano a los casos
con tumor en el cilindro HR-MAS, habria sido interesante calcular un modelo predictor,
para comprobar si sélo con una muestra de prdstata puede diagnosticarse tumor en

cualquier drea dentro del 6rgano, reduciendo asi la invasividad de la biopsia.

Dos autores han utilizado la localizacién de la muestra dentro del érgano como
variable a tener en cuenta en sus resultados. El trabajo de Giskeodegard ya fue citado
al revisar los estudios sobre la agresividad tumoral. Sobre 158 muestras provenientes
de prostatectomia radical de 48 pacientes, concluyeron que niveles altos de colina,
poliaminas y creatina, y niveles bajos de espermina y citrato, se relacionaban con
tumores con Gleason 7 o mayor. Ademas de esto, como las muestras tisulares eran
cortes axiales de las prdstatas, pudieron estudiar el factor distancia entre el tumor vy las
zonas sanas adyacentes. Tomaron muestras de tejido de 3 mm, tanto de las zonas con
tumor en la histologia como de las zonas adyacente sin tumor. Las concentraciones de
espermina, alanina, citrato e isoleucina, eran diferentes entre el tejido tumoral y el
sano adyacente, sin aparente influencia en el perfil metabdlico de la zona sana por la

zona tumoral cercana (184).

Por su parte, el grupo de Stenmnan también obtuvo resultados en funciéon de la
localizacion tumoral. Utilizaron 149 muestras de 40 pacientes, obtenidas tras

prostatectomia. Comprobaron que la distancia al tumor mas cercano afectaba al perfil
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metabdlico del tejido sano, de forma que conforme mas cerca se encontraba el tumor,
mas alta era la relacién colina/creatina, y mas baja la relacion mio-inositol/scillo-
inositol. Aunque esta relacidn alcanzd la significacién estadistica, la correlacion fue

muy débil (122).

Asi pues, a pesar del diferente disefio y método, los trabajos publicados en este
contexto van en la linea de nuestros resultados, ya que el perfil metabdlico del tejido
sano medido por HR-MAS parece ser diferente del tumoral, independientemente de la
presencia neoplasica en otra localizacién del érgano. Segun el trabajo de Stenman, si
existia cierta correlacién entre distancia al tumor y metabolismo del tejido sano, de
forma que en un analisis de correlacién asi lo demuestran, aunque los autores citan
como limitacién de sus resultados una correlacién débil, por lo que estos datos deben

interpretarse con cautela(122).

En nuestros resultados, tras observar el PLS-DA, se comprueba que el grupo
proyectado no difiere de los sanos, y que por lo tanto el modelo derivado del perfil
metabdlico de tejido no diferencia entre el hecho de tener tumor en otra localizacién
dentro del érgano y no tener tumor. Algunos puntos se podrian discutir en relacién a
esta falta de separacidon entre grupos para la localizacién a distancia del tumor. El
primero de ellos es que, para este estudio, fue registrada la localizacidon de cada uno
de los diez cilindros de la biopsia estandar, pero no la localizacion del cilindro HR-MAS.
Por lo tanto, el factor distancia no se tuvo en cuenta para este andlisis. Tal vez el perfil
metabdlico podria ser mas cercano al tumoral cuanto mas cerca de esa zona tumoral
se encontrase el tejido sano, y mas distinto conforme mas alejado se encontrase del
tumor. Es por ello que, finalmente, hemos tratado de desarrollar una huella
metabdlica de cancer de préstata en orina. De esta forma, la localizacidn exaccta del
tumor no seria un factor importante a considerar, ademas de tratarse de un método

menos invasivo.
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6.9 BIOMARCADORES METABOLICOS DE CANCER DE
PROSTATA EN ORINA

Los cambios en la concentracion de metabolitos en los diferentes fluidos
corporales son un reflejo de los estados fisiolégicos y patolégicos de un individuo. El
metaboloma en cualquier muestra bioldgica, representa el producto final de lo que se
conoce como "cascada dmica", y da lugar al estado de salud o enfermedad del sujeto
en cuestién. Asi pues, las firmas metabdlicas obtenidas a partir de biofluidos pueden
ser un enfoque Uutil para identificar biomarcadores no invasivos y caracterizar los
mecanismos moleculares asociados a condiciones patolédgicas. Con esa idea nos
movimos en este trabajo, desarrollando todos los subapartados del analisis en orina

(245).

Las muestras de orina ofrecen algunas ventajas para la realizacién de estudios
metabolomicos, ya que pueden ser recolectadas de forma no invasiva(246). Sin
embargo, en el analisis metabdlico de la orina se han descrito varias limitaciones,
siendo la principal la presencia de componentes urinarios abundantes y diluidos, que
pueden resultar en la no deteccién de metabolitos poco representados en la muestra
o en la identificacion errénea de algunas moléculas (246, 247). Como se ha comentado
previamente, la orina es el vehiculo final que transporta metabolitos provenientes de
abundantes vias metabdlicas, las cuales son modificadas en funcion de la alimentacion,
tratamientos farmacolégicos del paciente o perfil genético, lo cual puede dificultar la
interpretacion de los perfiles metabdlicos. A pesar de este hecho, son varios los
estudios que han demostrado la utilidad de la metabolémica para detectar
biomarcadores para el cdncer de préstata. Es caracteristico de estos estudios el uso de
abundantes metabolitos para construir modelos predictivos, dado el caracter de
vehiculo final de abundantes rutas metabdlicas. Como se comenté previamente, esto
diferencia los estudios metabdlicos en orina de los llevados a cabo en tejido, donde
normalmente se utilizan modelos con escaso nimero de moléculas. Un resumen de las
publicaciones de metabolismo en orina sobre cancer de prostata puede observarse

mas adelante en la tabla 55.
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6.9.1 Metabolismo en orina para diagnosticar cancer de prdstata

La mayoria de los estudios han tenido como objetivo la identificacion de
desregulaciones metabdlicas que pudieran proporcionar biomarcadores relevantes en
la practica clinica habitual. La mayoria de los trabajos se han centrado en la
caracterizacion de las diferencias metabdlicas entre muestras de orina de individuos
sanos (229, 248-252) o con hiperplasia benigna (247, 253, 254)y pacientes con cancer
de préstata. En general, se ha utilizado en los estudios la metabolémica basada en
espectrometria de masas como método analitico (8 trabajos), y sélo uno se llevd a

cabo utilizando espectroscopia de RMN para analizar las muestras de orina (253).

El estudio realizado por Liang et al., incluydé 223 pacientes sanos y 236 con
cancer, destacando en sus conclusiones la utilidad de 3 metabolitos: 5-hidroxi-L-
triptofano, hipurato y el acido glicocdlico, como posibles marcadores en el diagndstico
precoz del cancer de prostata. Obtuvieron para su modelo un area bajo la curva muy
buena, de 0,95 (248). Probablemente la molécula mas llamativa en este trabajo fue el
5-hidroxi-L-triptéfano, el cual se encuentra involucrado en el metabolismo del
triptéfano, una via que se ha asociado con la capacidad de varios tumores para evadir
la respuesta inmunitaria antitumoral (255, 256). Otro metabolito involucrado en esta
via es el acido quinurénico, el cual mostré un valor diagndstico moderado (area bajo la
curva de 0,62) en el estudio de Gkotsos et al., para la deteccidon de cancer de proéstata

utilizando muestras de orina obtenidas tras masaje prostatico(249).

Otro metabolito a resaltar, que se ha investigado extensamente como posible
biomarcador en orina, es la sarcosina. Esta es un producto intermedio en la sintesis y
degradacidn de la glicina. En 2009, Srrekumar et al. identificaron la sarcosina como un
posible marcador de cancer de prdstata, estando incluso relacionada con la progresion
del tumor, y siendo detectable en niveles mas altos en orina en casos con tumor en
comparacién con pacientes sin tumor (91). Del mismo modo, Kahn et al. concluyeron
en 2013 que los niveles de sarcosina son significativamente mds elevados en
sedimentos urinarios de pacientes con cdncer de prdstata en comparacién con
individuos sanos (257). En suero, el grupo de Kumar también encontré mayores niveles

de sarcosina en un grupo de pacientes con carcinoma prostatico (258, 259). En estos
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estudios se demostrd que la sarcosina, en combinacién con otros metabolitos, puede
diferenciar con precision pacientes con cancer de prdstata de individuos sanos
(precision del 90,2%)(259), y también diferenciar entre casos con cancer y con
hiperplasia benigna de préstata (sensibilidad del 87,7% y especificidad del 85,5%)(258).
Ademas, los autores demostraron que la metabolémica proporciona mejores
predicciones que los niveles séricos de PSA para la discriminacién entre pacientes con
cancer de prostata y pacientes sanos, asi como entre individuos con cancer y con
hiperplasia benigna. Sin embargo, el papel de la sarcosina como biomarcador
metabdlico en el contexto del cancer de prdstata sigue siendo controvertido, dados los
resultados contradictorios obtenidos en estudios posteriores. En un estudio de casos y
controles publicado por Ankerst et al.,, se investigd el uso de la sarcosina como
biomarcador para la deteccidn precoz del carcinoma prostatico en muestras de suero,
entre un grupo de pacientes con cancer y un grupo control. Estos autores concluyeron
gue no habia diferencias en los niveles de sarcosina al comparar ambos grupos(260).
Ademas, en otro estudio de Derezinski, donde se encontraron niveles mas altos de
sarcosina sérica en pacientes con neoplasia en comparacion con pacientes sanos, no se
hallaron diferencias estadisticamente significativas en las muestras de orina (261). Del
mismo modo, Pérez-Rambla et al., encontraron niveles elevados de este metabolito en
pacientes con cdncer en comparacion con pacientes diagnosticados de hiperplasia

benigna, aunque esas diferencias no alcanzaron la significacién estadistica (253).

Mads alla de la alteracion en los niveles de sarcosina, el grupo de Pérez-Rambla
también identificd altercaciones en los niveles urinarios de 6 metabolitos que
facilitaron la discriminacién del perfil metaboldémico entre pacientes con carcinoma vy
con hiperplasia benigna (253). Entre los hallazgos mas importantes, los pacientes con
cancer de prdstata mostraron niveles disminuidos de glicina, un metabolito implicado
en el metabolismo de un carbono y asociado a la transformacion celular y a la génesis
celular (262). De forma contraria, el grupo de Struck-Lewicka informé de niveles mas
disminuidos de glicina en muestras de orina en el grupo de enfermos en comparaciéon
con los sanos (250). Los resultados de este estudio mostraron alteraciones en los
niveles urinarios de metabolitos asociados al ciclo de Krebs, ademas de purinas,

glucosa, y otros del metabolismo de aminodcidos y del ciclo de la urea. Estos hallazgos
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coinciden con los obtenidos por Fernandez-Peralbo et al., donde variaciones en los
niveles de 28 metabolitos involucrados en el metabolismo de aminoacidos, purinas y
pirimidinas, ademds del triptéfano, se identificaron como elevados al comparar el
perfil metabdlico en orina de sujeto enfermos con sanos (251). Los resultados de este
estudio conllevaron un modelo predictor de alta capacidad discriminatoria, con una

sensibilidad del 88,4% y una especificidad del 92,9%.

En nuestros resultados, utilizamos un total de 28 moléculas para construir el
modelo diagnéstico de cancer de préstata en orina. Aunque la capacidad
discriminatoria del conjunto de éstos era similar a la de las variables clinicas, al
combinar variables clinicas y metabolitos se alcanzé un modelo con un area bajo la
curva de 0,89, y con buena capacidad para detectar a los casos con tumor, con una
sensibilidad del 89%. Asi pues, los resultados de esta tesis se aproximan a los del
trabajo publicado hasta el momento en este contexto con los valores mas éptimos en
su modelo, utilizando el mismo nimero de metabolitos en el andlisis y con pardmetros

de calidad del modelo muy similares. (251).

Asi pues, segun nuestros resultados, el perfil metabdlico en orina es util para
diagnosticar cancer de prdstata si se combina con dos variables clinicas faciles de
obtener en la practica clinica, como son el volumen prostatico y la sospecha tumoral
ecografica. Las vias metabdlicas que se relacionaron con el cdncer de prdostata en el
analisis con HR-MAS, se han visto también en orina, aunque con metabolitos distintos.
Nuestros resultados arrojan un conjunto de 28 biomarcadores que, obtenidos de
forma no invasiva, se relacionan con la presencia de cédncer de préstata. El uso
exclusivo de las variables clinicas, o del perfil metabélico por separado, aun siendo
buenos modelos, no alcanzan los valores de area bajo la curva, y tasa de verdaderos

positivos/negativos y sensibilidad del modelo combinando a ambos.

6.9.2 Metabolismo en orina segun agresividad tumoral y segun recidiva
bioquimica

Se han identificado cambios en el perfil metabdlico al comparar muestras de
orina en pacientes con cdncer de prdstata de alto y de bajo riesgo. Heger et al.

realizaron un estudio centrado en la caracterizacion de diferencias en niveles de
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expresion de proteinas entre dos grupos de riesgo diferentes de pacientes que habian
sido intervenidos de prostatectomia radical (263). Las dos cohortes experimentales
(con 15 sujetos cada una) se dividieron en funcion de la presencia de margenes
quirargicos positivos (considerando tumores muy agresivos) o negativos (considerando
tumores poco agresivos) para carcinoma. El analisis condujo a la identificacién de 3
proteinas con diferentes niveles de expresion. Entre ellas, destaca la enzima glucolitica
lactato deshidrogenasa C (LDHC), la cual desempefia un papel clave en el metabolismo
tumoral (relacionada con loso niveles de lactado), se detectd a niveles mas altos en
pacientes con margenes positivos (263). Mas alla del cancer de préstata, también se ha
observado un aumento de la expresién de LDHC en otros tumores, como melanoma,
pulmén o mama (264). Ademas, se ha demostrado que esta enzima se encuentra
involucrada en la invasion tumoral y en la migracién de células tumores en carcinoma

mamario (265).

En general, los estudios publicados (tabla 55) concluyen que el perfil metabdlico
en orina de los pacientes con cancer de préstata es significativamente diferente del de
individuos sanos; y también existe diferencia segun agresividad tumoral (caso de
alto/bajo riesgo). En conjunto, alteraciones en los niveles de metabolitos involucrados
en el ciclo de Krebs, triptéfano, aminodcidos de cadena ramificada, acidos grasos y
nucledtidos han sido descritas. Una limitacion comun en este tipo de trabajos es el
tamafio muestral pequeio, a excepcién del estudio de Liang, donde recogieron 469
muestras de orina (248). Por lo tanto, mas andlisis y estudios de validacion serian
necesarios para aceptar estas conclusiones e intentar su aplicacién en la practica
clinica. En el caso concreto de la recidiva bioguimica, ningun estudio que utilice el
analisis metabdlico en orina ha sido publicado hasta el momento, siendo los resultados

de esta tesis los primeros expuestos en esta linea.
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Tabla 55. Estudios de metaboldmica centrados en el andlisis de orina para identificar
biomarcadores en cancer de préstata (ordenados cronolégicamente).

. METABOLITOS METABOLITOS
ANO AUTOR MUESTRAS INVESTIGADAS AUMENTADOS DISMINUIDOS *
30 casos tumorales, 15 cancer de CDK6, M2BP,
2015 Heger (263) alto riesgo VS 15 de bajo riesgo LDHC
Struck-Lewicka 64 casos, 32 con cancer VS 32 Diferencias significativas en 82
2015 .
(250) sanos metabolitos
27 moléculas
2016 PZ(:;TSQ?ZE!;) 72 casos, 43 con cancer y 29 sanos 7-metilguanina remIZ(;;nbao(iI?Ssnfgrésl
aminodacidos
Glicina
Aminoacidos d
, 115 casos, 64 con cancer de minoac OS © Dimetilglicina
Pérez-Rambla , . ) cadena ramificada
2017 prostata y 51 con hiperplasia Fumarato
(253) . Glutamato .
benigna . 4-imidazol-
Pseudouridina
acetato
Pre-
prostatectomia
frente a los otros
2017 Puhka (229) 9 casos, 3 pre-prostaltectomla VS 3 grupos:
post-prostatectomia VS 3 sanos Glucoronato
Isobutiril-L-
carnitina
D-ribosa-5-fosfato
101 2 3 p
2017 Gkotsos (249) 01 casos, 52 con cancer V5 49 Acido quinurénico
sanos
Acido glicocdlico | | .
Acido taurocélico
2 3 2 i
2017 Liang (248) 469 casos, 236 con cancer VS 233 Hl,pu.rato 5-hidroxi-L-
sanos Acido .
L triptéfano
quenodeoxicélico
Diferencias en 76 metabolitos y 7
enzimas del ciclo de la urea, ciclo de
2018 Clos-Garcia 45 casos, 31 con cancer VS 14 Krebs y metabolismo de hormonas
(247) sanos esteroideas, leucotrieno,

prostaglandinas, linolenato, purinas,
glicerolfosfolipidos y triptdéfano

* Primer grupo con respeto al segundo

**Gleason altos respecto a bajos

CDK6: quinasa ciclina dependiente 6, M2BP: proteina de unidn a galectina-3, LDHC: lactato

deshidrogenasa C, FABP-5: proteina de union a acidos grasos-5, AMBP-1: alfa-1-

microglobulina/bikunina, CHMP: proteina corporal multivesicular cargada
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6.10 UTILIDAD DE LOS NOMOGRAMAS CLINICOS Y
MODELOS PREDICTIVOS EN CANCER DE PROSTATA

6.10.1 Modelos utilizados en la practica clinica habitual

El uso de nomogramas es un hecho comun en la practica clinica habitual para
pacientes con cancer de prdéstata, por lo que mas adelante en esta discusion se llevara
a cabo la comparacién de algunos de los mas frecuentes con los modelos obtenidos en

esta tesis.

Los nomogramas como representacion grafica inteligible de modelos
matematicos multivariantes complejos, son una realidad incuestionable en el dmbito
cientifico del cancer de prdstata. De hecho, los modelos de andlisis multivariante
convencionales basados en modelos de regresidon logistica o regresion de riesgos
proporcionales de Cox, con sus habituales tablas de medicion de asociacidon de
variables predictivas y variable resultado mediante odds ratio y hazard ratio, han dado
paso en la actualidad a la representacion grafica de todo ello en forma de nomogramas
(242). En este enfoque la finalidad deja de ser medir la asociacién de variables
independientes y variable dependiente, para abrir paso a la estimacién de una
puntuacion, que finalmente se transformard en una probabilidad de que ocurra el

evento que se estd estudiando (266).

Algunos principios bdasicos para que un modelo o nomograma sean
implementados en la practica clinica habitual son: la correcta discriminacion, la utilidad
clinica o una buena calibracién. Sobre la calibracién, ésta caracteristica pretende
evidenciar si las probabilidades que asigna el modelo predictivo de ocurrir un
determinado evento, se corresponden con la realidad de que ocurra ese evento. Ello se
suele expresar mediante curvas de calibracidon sobre un eje de coordenadas. En el eje
de abscisas se situan las probabilidades asignadas por el modelo y en el eje de
ordenadas la frecuencia real de aparicidn del evento. En estas curvas se dibuja la nube
de puntos sobre el gréfico ubicando cada subgrupo de pacientes en la coordenada
definida por la probabilidad asignada por el modelo de aparicidon del evento y la

realidad observada para ese grupo de pacientes. De este modo, un modelo bien
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calibrado sera aquel en el que la curva de calibracién que recorre la nube de puntos

trazada por los diferentes subgrupos, discurra por la bisectriz del angulo (242, 266).

Uno de los principios bdsicos de los nomogramas y modelos es la discriminacion,
haciendo referencia a la capacidad para separar los casos de los controles. Este
parametro se estudia mediante el analisis del area bajo la curva de rendimiento
diagnodstico, a partir de los modelos construidos mediante regresiéon logistica o
mediante regresion de Cox. En las curvas ROC, el drea bajo la curva indica la
probabilidad de que dada una pareja de sujetos, uno afectado por el evento a estudio
y el otro no, cudl es la probabilidad de que el modelo asigne mas riesgo/probabilidad
de tener el evento al que lo tiene frente al que no lo tiene (267). Una explicacion

detallada de las curvas ROC puede encontrarse en el anexo Ill.

Otro aspecto crucial es la utilidad clinica, siendo una de las piedras angulares
qgue limita el uso y difusién de los nomogramas y modelos predictivos multivariantes.
En muchas ocasiones, los modelos publicados aparentan ser potencialmente
interesantes, pero acaban teniendo escasa trascendencia en la practica clinica
habitual. Aunque se han descrito diferentes percepciones de la utilidad de los modelos
en cancer de préstata, en funcién por ejemplo del grado de subespecializacién del
cinico (268), existen hoy en dia herramientas objetivas para evidenciar y cuantificar la
utilidad clinica de estos modelos. Actualmente el elemento mas utilizado para evaluar
la utilidad clinica son las curvas de decision de Vickers, las cuales permiten visualizar de
un modo grafico el beneficio clinico neto obtenido al escoger un determinado punto
de corte de la prediccién (beneficio expresado como la relacién entre verdaderos

positivos y falsos positivos para cada punto de corte)(269).

El ultimo punto a tener en cuenta hace referencia a la sencillez del modelo,
siendo un elemento clave para su implementacidon en la practica diaria. Si el disefio del
modelo o nomograma es farragoso, restara capacidad de implementacién. A pesar de
todo, en la era digital actual, la mayoria de los modelos en cancer de prdstata estan

presentes en "APP" para teléfonos inteligentes o directamente en paginas web (270).
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Descritos los principios basicos de cualquier modelo o nomograma ideal, se
muestran a continuacidon los modelos aceptados en la practica clinica actual sobre

diagndstico y agresividad tumoral en cancer de préstata:

- Pre-diagndstico: probabilidad de padecer un cdncer de prostata de alto riesgo

(Gleason >7)

En este ambito se han descrito diferentes modelos a partir de los estudios Prostate
Cancer Prevention Trial (PCPT), Reduction by DUtasteride of prostate Cancer Events
(REDUCE), modelo canadiense Sunnybrook, European Randomized Study of Screening

for Prostate Cancer (ERSPC), y Asian Medical Center:

e PCPT(271).

e REDUCE (272, 273).

e Sunnybrook (82) .

e PCPT (274).

e Asian Medical Center (275).

- Pre-prostatectomia: estimacion del estadio patoldgico

Dentro de este drea disponemos de las tablas de Partin, y del nomograma procedente

del Memorial Sloan-Kattering Cancer Center (MSKCC)

e Tablas de Partin (276).
e Nomograma-MSKCC (277, 278).

- Pre-prostatectomia: estimacion de supervivencia libre de metastasis (SLM),

supervivencia libre de recidiva bioquimica (SLRB), supervivencia global (SG) vy

supervivencia cancer especifica (SCE)

En este grupo se engloban modelos basados en el CAPRA-score de la Universidad de
California, nomogramas del MSKCC, John Hopkings, y la provincia de Quebec en

Canada.

e SLRB, SLM, SCE y SG, basado en CAPRA-score (279).
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e SLRBab5y10afos, SCE a 10y 15 afios, basado en nomogramas MSKCC(280).
e SLRBa3,5, 7 vy10 afios, basado en la serie del John Hopkings (281).

e SGa 10 ainos, basado en la serie de Quebec (282).

- Pre-braquiterapia: estimacién de SLRB

e Modelo del MSKCC para estimar SLRB a 5 afios (283).

- Pre-radioterapia externa: estimacion de SG

e Modelo basado en la serie de Quebec para estimar SG a 10 afios (282).

- Post-prostatectomia: estimacion de SLRB y SLM

De nuevo existen diferentes series y objetivos en este grupo:

e SLRB a2 afios, modelo de la Universidad de Hamburgo (284).

e SLRBa2,5,7y10afios, modelo del MSKCC (285).

e SLRBa 3,5, 7y 10 afios, modelo del John Hopkings (281). SLRB y SLM a 5, 10,
15y 20 afios, modelo del Virginia Mason Medical Center (286, 287).

- Post-recidiva: estimacion de SLRB y SCE

Se distinguen dos posibilidades en el tratamiento post-recidiva:

e SLRB-6 ainos tras radioterapia de rescate (288).

e SCE-2, 3, 4y 5 afios en hormonoterapia tras prostatectomia (289).

- CPRC: Estimacion de SG

Existen tres modelos predictores en este contexto:

e SG-1y 2 afios, en CPRC (290).
e SG-1,2,3,4y5afos, en CPRC (291).
e SG-6,12y 14 meses, en CPRC (292).
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6.10.2 Marcadores presentes y futuros en la practica clinica

Ademas de disponer de los modelos anteriormente citados y ligados directa o

indirectamente con la agresividad del cancer de prdstata, existen marcadores relacionados con

la enfermedad y con implementacion presente o cercana al uso en la practica clinica habitual

(293). Estos marcadores han sido utilizados como variables independientes en determinados

modelos. Los que han irrumpido de forma mas reciente son los siguientes:

PCA3: Es un antigeno especifico de cancer de prdstata (prostate cancer antigen
3). Se trata de un ARN no codificante especifico de prdéstata, altamente
sobreexpresado en casos con cancer de préstata. Su cuantificacion se obtiene a
partir de la primera miccidén tras masaje prostatico. Actualmente su uso esta
aprobado para mejorar la indicacion de biopsia tras una primera biopsia
negativa, aunque también se ha descrito su uso en primera biopsia,
exponiéndose un nomograma que incluye al PCA3 en la indicacién de primera
biopsia (294). Los modelos que han incluido al PCA3 han ganado en mas de un
7% la precision diagndstica, mientras que se ha descrito un ahorro de un 55%
de biopsias "innecesarias"(294). Un grupo espafiol incluso llegd a exponer,
mediante densidad de probabilidad, puntos de cortes en un nomograma que
utilizaba al PCA3 para la identificacion de cancer prostatico de alto riesgo(295).
Coeficiente PHI (Prostate Health Index): El proPSA es una isoforma del PSA
Libre. Su determinacién en sangre se contrasta con PSA total y PSA libre
mediante una férmula matemadtica de la que se obtiene el Coeficiente PHI. Este
pardmetro ya ha sido incluido en la actualidad en nomogramas para la
estimacion del riesgo de cancer prostatico en primera biopsia con
prometedores resultados(296), asi como en la estimacion de cancer de alto
riesgo, si bien todavia no implementado en formato de nomogramas.
Lughezzani et al. describieron que el coeficiente PHI predecia mejor (area bajo
la curva 0,68) que el PSA total y el PSA libre (areas de 0,51 y 0,64
respectivamente) la presencia de cancer en la biopsia, con una precision
predictiva del 75,2% (296).

4K score test: Se trata de un modelo construido a partir de la determinacion

sanguinea de 4 calicreinas, el PSA total, PSA libre, PSA intacto y la calicreina
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humana 2. Inicialmente se construyd un nomograma util para determinar el
riesgo de biopsia positiva para cadncer con prometedores resultados (297). Los
autores de este estudio obtuvieron modelos con areas bajo la curva de 0,68 y
0,72 utilizando edad y PSA; y edad, PSA y tacto rectal, respectivamente. Al
anadir el 4K score test, el area bajo la curva de su modelo ascendié a 0,84,
ademads de establecer puntos de corte para su implementaciéon en la practica
clinica(297). No obstante, en los ultimos afios se ha centrado la investigacion y
su implementacion clinica en la capacidad para predecir cancer de préstata de
alto riesgo, con bastantes buenos resultados. Parekh et al. describieron un
modelo que incluia el 4K con un area bajo la curva de 0,82 para diagnosticar
casos de Gleason 7 o mayores, con una reduccién de biopsias consideradas
"innecesarias" del 30-58% (298).

e Cell Cicle Progression (CCP), Prolaris® score: En este modelo, la prediccion se
establece tras el analisis histolégico de |a biopsia de la pieza de prostatectomia,
investigando en ella 31 genes relacionados con el ciclo celular y con la
progresion de la enfermedad. También se analizan 15 genes controles, en total
46. Este modelo se ha comparado con el CAPRA-score, mostrandose superior
en sus estimaciones tras prostatectomia radical y tras radioterapia externa.
Tras prostatectomia radical, se ha demostrado que por cada punto de aumento
del CCP, se multiplicaba por 2,1 el riesgo de recidiva bioquimica (299). Por otra
parte, tras radioterapia, se ha descrito que cada punto de mas en el CCP
multiplicaba por 2,55 el riesgo de progresidn, incluso se llegd a relacionar con
el riesgo de muerte céncer especifica a 10 afios tras radioterapia (300). Asi
pues, el CCP se ha comprobado como util para la estratificacion del riesgo de
progresion en pacientes con cancer de préstata tratado.

e Polimorfismo de un Unico nucleétido (single nucleotide polymorphisms, SNPs):
Los SNPs son variaciones de una de las bases del ADN (adenina, timina, citosina
0 guanina) en una secuencia concreta del genoma, presentes al menos en un
1% de la poblacidn. Son identificables en saliva, y se han descrito en el contexto
del cdncer de prdstata en su asociacién a la predicciéon de supervivencia libre de
recidiva bioquimica tras prostatectomia. En este contexto, Morote et al.

describieron un modelo con 5 variables clinicas (PSA, Gleason, estadio,
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afectacion ganglionar y estado del margen quirdrgico), ademas de con 3 SNPs
(KLK2, SULT1A1 y TLR4), mejorando la prediccién neta de SLRB en un 23% tras
anadir los SNPs al modelo. El modelo presentaba un area bajo la curva de 0,78,
un valor predictivo positivo del 80% y un valor predictivo negativo del 74%
(301). También se ha descrito la prediccion de los SNPs para la recidiva precoz
tras prostectomia. Afiadiendo 4 SNPs ( KLK3, KLK2, SULT1A1 y BGLAP) a un
modelo predictivo sélo con variables clinicas, el area bajo la curva pasé de 0,72
a 0,76, mostrando una mejoria de la capacidad predictiva de recidiva
bioquimica a 5 afos tras prostatectomia (302). A pesar de estos resultados, el
uso de los SNPs en la practica clinica habitual no es todavia una realidad.

o SelectMDX®: Se trata de un test en orina, la cual debe ser recogida con miccién
espontanea tras masaje prostatico digital. Mediante la identificacion del ARNm
de dos genes, DLX1 y HOXC6, se establece un riesgo de biopsia prostatica
positiva para carcinoma. Incluye, ademas, variables clinicas para predecir la
positividad de la biopsia: edad, PSA, densidad de PSA, tacto rectal sospechoso,
historia de biopsia previa, y antecedentes familiares. Van Neste et al.
publicaron el estudio de validacién de este modelo en 2016 (303). Tras
examinar multiples marcadores urinarios en dos cohortes de pacientes en los
gue se indico biopsia prostatica (83% biopsia inicial y 17% biopsia repetida), se
encontré que DLX1 y HOXC6 fueron la mejor combinacion de marcadores en
orina para la deteccion del cancer de préstata de alto grado. Estos dos genes
dieron lugar a una escala de riesgo en combinacién con los factores clinicos
citados. El principal punto fuerte del SelectMDX es su alto valor predictivo
negativo, del 99% para el cancer de prostata de alto riesgo y del 98% para el de

riesgo intermedio(303, 304).

6.11 COMPARACION DE NUESTROS MODELOS EN ORINA
CON LOS MARCADORES Y MODELOS DESCRITOS

Los modelos en orina obtenidos para la presente tesis se han observado como

utiles en el objetivo de discriminar las condiciones clinicas que hemos propuesto. No
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obstante, la interpretacién de estos resultados debe llevarse a cabo teniendo en
cuenta que la muestra que hemos utilizado para este trabajo es heterogénea. Se han
incluido desde pacientes metastasicos, a pacientes con cancer localizado. Ademas, el
hecho de que la inclusién de pacientes no fuera consecutiva o aleatorizada, sino que se
produjera segun criterio del urélogo que realizaba las biopsias, puede que influyese en
la heterogeneidad de la muestra, intentando incluir, por ejemplo, casos claramente
tumorales. Esta condicion podria considerarse una limitacién del trabajo, o al menos,
un hecho a tener en cuenta en la interpretacién de resultados.

En los siguientes apartados se comparan nuestros modelos en orina con
marcadores y modelos utilizados en la practica clinica. No obstante, debe tenerse en
cuenta que la comparacion no puede ser estricta, ya que, para una comparacion
estrecha, las poblaciones de nuestros modelos y las de los modelos que vamos a
comparar deberian ser homogéneas. Un ejemplo es el PCA3, cuyo estudio de
validacion se llevo a cabo con pacientes con PSA entre 2,5y 10 ng/mL (294), por lo que
para una comparacién homogénea, solo deberiamos haber utilizado para nuestros
modelos a los pacientes con estos valores de PSA.

A pesar de todo, el objetivo de este apartado de la discusion es sencillamente
comprobar qué capacidad predictiva tienen modelos y marcadores utilizados en Ia
practica clinica y nuestros modelos, intentando dar una pincelada de lo que seria una

comparacion entre modelos con poblaciones homogéneas.

6.11.1 Marcadores y modelos para predecir la presencia de cancer

Comparando nuestros resultados con los publicados alrededor de los
marcadores anteriores, podemos comprobar que los modelos obtenidos para la
presente tesis son, en general, superiores a los descritos para los marcadores citados.
El denominador comun de nuestros modelos en orina con los biomarcadores utilizados
en la practica clinica, es que todos se obtienen mediante métodos no invasivos,
intentado obviar la biopsia para alcanzar el diagndstico de cancer, o intentado
disminuir el nimero de biopsias innecesarias a pacientes con bajo riesgo de tener
cancer de proéstata. Asi pues, el drea bajo la curva del modelo en orina con los

metabolitos mas influyentes derivados del PLS-DA, fue de 0,77 y de 0,89 cuando se
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utilizaban también variables clinicas. La principal diferencia de nuestro modelo en
orina, con los modelos expuestos que son utilizados en la practica clinica habitual, es
que éstos utilizan uno o escasos biomarcadores en sus modelos (PCA3, proPSA, 4
calicreinas, etc), mientras que, en el modelo en orina en esta tesis, se utilizaron
multiples metabolitos. Esto, lejos de ser un obstaculo o un factor que dificulte la
interpretacién de los resultados, es una caracteristica tipica de los modelos en
biofluidos aportados por la metabolémica, la cual es capaz de aportar abundantes

metabolitos tras la medicidén de espectros.

Revisando el drea bajo la curva de los marcadores comentados (tabla 56),
observamos que en el caso del PCA-3, el modelo que lo incluye junto con variables
clinicas, presenta un drea bajo la curva de 0,78. El incremento del area bajo la curva al
anadir el PCA-3 al modelo sdlo con variables clinicas fue de 7,1% en el estudio de

Hansen et al., pasando de un drea de 0,71 a una de 0,78 (294).

En el caso del coeficiente PHI, Lughezzani et al. concluyeron que este marcador
tenia un 4rea bajo la curva de 0,68 como predictor individual para el diagndstico de
cancer de préstata, y de 0,75 cuando se incluian variables clinicas en el modelo,
valores bastante inferiores a los nuestros. Aunque en su estudio concluyen una mayor
potencia del modelo con el coeficiente PHI, no existen diferencias importantes cuando
se utilizan fracciones individuales del PSA dentro del modelo en vez del coeficiente
PHI, como por ejemplo el PSA total (drea bajo la curva de 0,71) o el PSA libre (0,73)
(296).

En cuanto al 4K score test, formado por la determinacidn de cuatro calicreinas
en sangre, logré un modelo que alcanzaba un area bajo la curva de 0,83 para
diagnosticar cancer de préstata, sobre una cohorte de 740 varones que no habian sido
sometidos a biopsia previamente. Los autores que describieron la utilidad de las cuatro
calicreinas sélo utilizaron como caracteristicas clinicas incluidas en el modelo la edad y

el tacto rectal sospechoso (297).

Por otro lado, el SelectMDX® es el modelo utilizado en la practica que recoge el
mayor numero de variables clinicas, junto con el ARNm de los genes DLX1 y HOXC6. Al

combinar con estos genes la edad, PSA, densidad de PSA, tacto rectal sospechoso,
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historia de biopsia previa, y antecedentes familiares, se alcanza una modelo predictor
de cancer con un drea bajo la curva de 0,90 (303). Existen publicaciones de grupos que
han utilizado este test en la practica clinica habitual, concluyendo que es util incluso en
varones con antecedentes de biopsia previa negativa y RMN multiparamétrica sin
imagenes sugestivas de tumor, pero con alta sospecha clinica de tener una neoplasia.
Ademas, concluyeron que el tacto rectal sospechoso es la variable clinica que mas peso

tiene dentro del modelo (304).

Otros marcadores y modelos que se han descrito para su uso en la practica
clinica, como el Prolaris® score o los SNPs se utilizan para predecir la progresion de

enfermedad, por lo que no serdn comentados dentro de este apartado.

Tabla 56. Valores de area bajo la curva de diferentes modelos utilizados en la
practica clinica para el diagndstico de cancer de proéstata. Modelos con y sin variables

clinicas.
] ] VARIABLES
MODELO PARA DIAGNOSTICO DE SOLO VARIABLES )
] ) ) CLINICAS Y
CANCER DE PROSTATA CLINICAS*
MARCADOR¥*
Presente estudio, metabolémica en orina 0,78 0,87**

PCA3(294) 0,73 0,78

Coeficiente PHI (296) 0,70 0,75

4K (297) 0,68 0,83

SelectMDX No disponible 0,90

* Valor del drea bajo la curva

**El modelo incluia sélo a los metabolitos mas influyentes, con VIP score mas alto

Asi pues, puede observarse que los valores de nuestro modelo en orina para
distinguir entre enfermos y sanos es superior a la mayoria de modelos utilizados en la
practica clinica habitual, presentando sélo una mayor area bajo la curva el SelectMDX.
Como se observa en la tabla, todos los modelos utilizados en la practica, ademas del
biomarcador, utilizan variables clinicas como se ha hecho en esta tesis. Ademas,
nuestro modelo también presentd una alta sensibilidad (89%), y valor predictivo

positivo (82%) y negativo (83%), lo cual demuestra la robustez del modelo. A falta de
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estudios complementarios sobre nuestros resultados, como por ejemplo una
validacién externa, podemos afirmar que nuestras conclusiones son prometedoras en

el objetivo de diagnosticar cancer de préstata mediante el perfil metabélico en orina.

6.11.2 Marcadores y modelos para predecir cancer de prdstata de alto
riesgo (Gleason mayor de 7)

Para predecir la agresividad del cancer de prdéstata en funcidon del grado de
Gleason, el area bajo la curva del modelo en orina derivado del PLS-DA fue muy buena,
de 0,92 cuando se combinaban metabolitos con variables clinicas. Ademas, como se
observa en la tabla 57, los valores de la matriz de confusidn expresan la robustez del

modelo.

Como se dijo anteriormente, en este ambito se han descrito diferentes modelos
a partir de los estudios Prostate Cancer Prevention Trial (PCPT), Reduction by
Dutasteride of Prostate Cancer Events (REDUCE), modelos canadiense de Sunnybrook,
European Randomized Study od Screening for Prostate Cancer (ERSPC), y el estudio del

Asian Medical Center de Seul (242).

Los resultados del PCPT sobre 1211 varones, concluyeron que el PSA, los
antecedentes familiares de cancer prostatico, y el tacto rectal sospechoso, se
relacionaban con un mayor riesgo de tener un cancer de prostata de alto riesgo. Por el
contrario, el antecedente de una biopsia negativa, reducia el riesgo de enfermedad
agresiva. Otros factores como la edad en el momento de la biopsia o la cinética de PSA
no se relacionaron de forma independiente con el riesgo de tener un Gleason mayor
de 7 (271). Este modelo, abierto de forma gratuita para su uso en la préctica clinica

habitual, mostré un area bajo la curva de 70,2 (271).

Por su parte, los autores del estudio REDUCE (creado en un primer momento
para comprobar si el dutasteride era un farmaco que reducia el riesgo de cancer de
prostata), también calcularon un modelo para predecir el cancer de alto riesgo (272).
En este nomograma se utilizan los cambios en los niveles de PSA, con un intervalo de

seis meses entre determinaciones, para predecir la probabilidad de tener un Gleason
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alto. El modelo predictor se concluyé con un drea bajo la curva de 0,70 para varones

gue tomaban dutasteride y de 0,65 para hombres que no lo tomaban (273).

El grupo de Nam et al. (Sunnybrook), estudiaron si 11 polimorfismos en genes
candidatos a desarrollar tumores junto con niveles séricos del factor de crecimiento
similar a la insulina (IGF-1) ayudaban a predecir la presencia de tumores de alto riesgo
en varones con un PSA por encima de 4 ng/mL o con un tacto rectal sospechoso (82).
Como variables clinicas utilizaron la edad, raza y tacto rectal, ademas de los niveles de
PSA. Finalmente, sobre una muestra de 1031 hombres, los polimorfismos de los genes
GST-T1 e IGF-1 se relacionaron con tumores de alto riesgo, con unas OR de 1,64y 1,70
respectivamente. Estos autores no valoraron su modelo mediante validacién cruzada

(82).

Por otro lado, el grupo del Asian Center recogid una muestra de 1048 sujetos
gue acudieron a realizarse una primera biopsia de prdstata, con un PSA entre 4 y 9,9
ng/mL. Calcularon dos nomogramas para predecir la presencia de un Gleason 8, uno
con variables clinicas tipo edad, tacto rectal, PSA total y PSA libre; y otro nomograma
donde afiadian a estos factores la sospecha de tumor en la ecografia transrectal. No
utilizaron ningun tipo de biomarcador. Comprobaron que el nomograma con los datos
afadidos de la ecografia era bastante superior, con un area bajo la curva de 0,83 para

predecir cancer de alto riesgo (frente a 0,78 sin los datos ecograficos) (275).

Tabla 57. Areas bajo la curva de diferentes modelos para predecir cancer de prdstata
de alto riesgo (Gleason mayor de 7). Modelos con y sin variables clinicas.

MODELO PARA PREDECIR CANCER DE < VARIABLES

PROSTATA DE ALTO RIESO (GLEASON So"&ﬁ'ﬁg\ﬁms CLINICAS Y
MAYOR DE 7) MARCADOR¥*

Presente estudio, metaboldmica en orina 0,78 0,92%**

PCPT (271) 0,70 Sin marcador
REDUCE (272, 273) 0,70/0,65*** Sin marcador
Sunnybrook (82) No disponible No disponible
Asian Center (275) 0,83 Sin marcador

* Valor del drea bajo la curva
**El modelo incluia sélo a los metabolitos mas influyentes, con VIP score mas alto
*** En tratamiento con dutasteride/Sin tratamiento con dutasteride
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También contamos con otros nomogramas que predicen la agresividad del
tumor, no en funcion del Gleason, sino en funcién del estadio patoldgico. Por un lado,
las tablas de Partin, publicadas en 2012, y que han llegado a tener bastante difusién en
la practica clinica. Los autores de este nomograma utilizan el indice de concordancia
para comprobar la robustez del modelo, un parametro muy parecido al area bajo la
curva. Concluyen un indice de concordancia para predecir extension extraprostatica de
0,70, para predecir afectacién de vesiculas seminales de 0,85, y para afectacion

ganglionar de 0,91(305).

Por ultimo, en el nomograma del Memorial, se utilizé como definicién de tumor
poco agresivo o tumor indolente el volumen tumoral en piezas de prostatectomia
radical, definiendo caso con tumor indolente aquel con menos de 0,5 cc de tumor en la
pieza, y como caso de tumor significativo aquel con mas de 0,5 cc de tejido tumoral.
Sobre una muestra de 409 varones intervenidos de prostatectomia radical, se llegd a la
conclusion de que nomogramas que incluian estadio clinico tumoral, PSA, grado de
Gleason en biopsia, PSA y volumen tumoral en los cilindros biopsiados, podian predecir

la presencia de cancer agresivo o significativo, con un drea bajo la curva de 0,79 (277).

Como puede comprobarse, los modelos mas utilizados en la practica clinica
habitual para predecir la agresividad tumoral del cdncer de prdstata, no utilizan
biomarcadores (como si ocurre con los modelos para el diagndstico). Con nuestros
resultados, aportamos un modelo con biomarcadores en orina, obtenidos de manera
no invasiva, y con alta sensibilidad (82%) y especificidad (92%). Como se comentd en
los resultados, afiadiendo el tacto rectal como variable clinica, la capacidad predictiva

del modelo con metabolitos en orina aumentd considerablemente.

En el anadlisis HR-MAS sobre agresividad tumoral ya se obtuvo un resultado
esperanzador con el perfil metabdlico, siendo bueno para discriminar casos con
Gleason elevado. Al estudiar este hecho en orina, con el modelo combinado se
comprobd una alta capacidad predictiva, siendo una posible explicacidn a este hecho

que la muestra utilizada en orina fue mds grande que con el tejido.
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6.11.3 Modelos para predecir recidiva bioquimica en cancer de préstata.

Dentro de este grupo se encuentran modelos basados en los estudios CAPRA-
score de la Universidad de California, nomogramas del Memorial y el del John Hopkins
(242) (tabla 58). Los nomogramas mas utilizados son los que estiman el riesgo de

recidiva bioguimica antes del tratamiento quirurgico.

En primer lugar, el nomograma basado en el CAPRA-score, ademds de predecir
la recidiva bioquimica, es util también para la prediccion de supervivencia libre de
metastasis, la supervivencia cancer especifica y la supervivencia global. El grupo de la
Universidad de California, tras revisar de forma retrospectiva un grupo de 1439
hombres sometidos a prostatectomia radical, calcularon el riesgo de tener una recidiva
bioquimica en base al PSA preoperatorio, Gleason de la biopsia, estadio clinico,
porcentaje de cilindros afectos en la biopsia, y edad. La escala del CAPRA-score vade 0
a 10, duplicando el riesgo de tener una recidiva bioquimica por cada dos puntos que se
suman a la escala. Los autores utilizaron como validaciéon del modelo el indice de

concordancia, siendo éste relativamente bajo, de 0,66(279).

Por su parte, el grupo del Memorial creé un modelo para predecir la recidiva
bioquimica y supervivencia cancer especifica a 5 y a 10 afios tras prostatectomia
radical. Sobre una muestra de 1978 hombres intervenidos, concluyen que, mediante el
estadio clinico, PSA preoperatorio, Gleason en biopsia y porcentaje de cilindros afectos
en biopsia, puede predecirse la recidiva bioquimica a 5 y 10 anos tras tratamiento. El

indice de concordancia fue mejor que el de grupo de California, de 0,79 (280).

El grupo del John Hopkins cre6 un modelo para calcular la posibilidad de
recidiva bioquimica a 3, 5, 7 y 10 afios después de la cirugia. Sobre una muestra de
2091 varones operados, con un 17% de recidivas bioquimicas, establecieron su
modelo. Con sélo tres variables preoperatorias (PSA, estadio clinico y Gleason en
biopsia), crearon un modelo con diferente riesgo de recidiva en funcién del tiempo
transcurrido desde la prostatectomia. Para medir la robustez del modelo no utilizaron

ni el drea bajo la curva ni el indice de concordancia.
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Tabla 58. Areas bajo la curva de diferentes modelos para predecir recidiva
bioquimica en cancer de prdéstata. Modelos con y sin variables clinicas.

) VARIABLES
MODELO PARA PREDECIR RECIDIVA SOLO VARIABLES )
] ) CLINICAS Y
BIOQUIMICA CLINICAS*
MARCADOR¥*
Presente estudio, metaboldmica en orina Sin significancia 0,95%*

CAPRA-score (279) 0,66*** Sin marcador
MSKCC (280) 0,79%** Sin marcador
John Hopkins No disponible Sin marcador

* Valor del area bajo la curva
**El modelo incluia sélo a los metabolitos mas influyentes, con VIP score mas alto. Ninguna
variable clinica se incluyo por no hallarse ninguna significativa

***E| valor es el indice de concordancia, no el drea bajo la curva

Como se comentdé previamente, existen otros nomogramas que estiman el
prondstico de la enfermedad, en base a otros criterios como son la supervivencia
global (grupo de Canadda(282)), o la supervivencia libre de metastasis. Otros grupos
predicen la recidiva bioquimica en el contexto de tratamientos especificos, como son

la radioterapia o la braquiterapia(283, 284).

Por lo tanto, observando nuestros resultados, a pesar de no hallar ninguna
variable clinica que pueda predecir la recidiva bioquimica, el modelo sélo con los 25
metabolitos mas influyentes en el PLS-DA resultd presentar una muy buena drea bajo
la curva, de 0,95, con valores también altos de sensibilidad (80%), especificidad (98%),
valor predictivo positivo (92%) y negativo (96%). El principal punto débil de nuestro
analisis fue la escasa muestra en el grupo de sujetos con recidiva. A falta de estudios
de validacidn, se trata de resultados muy prometedores para la prediccidén de recidiva

bioquimica.
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6.12 PROYECCIONES DEL ESTUDIO. PERSPECTIVAS
FUTURAS

Nuestro estudio presenta unas implicaciones claras. Hemos sido capaces de
establecer perfiles metabdlicos en tejido y en orina que son capaces de predecir la
presencia de cancer de prdstata o factores prondsticos de la enfermedad. En el caso
concreto del andlisis HR-MAS en tejido, las conclusiones que aportamos en este
apartado tienen un buen terreno de cultivo para futuras aplicaciones en el RMN in
vivo. Ya se comentd en la introduccidon que la RMN multiparamétrica es una realidad
en los algoritmos actuales para el diagndstico y seguimiento del cdncer de proéstata.
Dentro de la misma, se utiliza la espectroscopia para obtener informacién metabdlica
de la prostata, concretamente los niveles de creatina, colina y citrato, para estimar el
riesgo de presencia de cdncer a raiz de un cociente. Con los metabolitos que
aportamos en esta tesis, podrian realizarse futuros estudios para comprobar si, los
metabolitos o rutas metabdlicas que hemos relacionado con la presencia de cancer en
el analisis HR-MAS, igualan o mejoran la capacidad de deteccién tumoral en la RMN in
vivo. Moléculas como el glicerol-3-fosfocolina, la glicina o la carnitina, se mostraron
como muy influyentes en nuestros resultados en tejido, por lo que seria interesante

comprobar la reproducibilidad de estos resultados en mediciones in vivo.

En cuanto a la orina, los resultados en esta tesis han sido muy optimistas y
esperanzadores, con el afan de utilizar el perfil metabdlico urinario como herramienta
no invasiva para el diagndstico del cancer de prdstata. Utilizando modelos con
variables clinicas y metabolitos en orina, se ha comprobado una gran capacidad
predictiva para localizar cancer de prdstata y para hallar casos con tumores agresivos o
con riesgo de recidiva bioquimica. En la discusién se han comparado nuestros modelos
con los utilizados de forma mas frecuente en la practica clinica habitual, comprobando
en general, mejor capacidad predictiva con nuestros resultados (aceptando la
heterogeneidad de nuestra muestra). Dadas nuestras conclusiones, el camino a seguir
en futuras investigaciones es llevar a cabo una validacidon externa y comprobar los

buenos resultados en poblaciones distintas a la nuestra. Si se comprueba una correcta
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reproducibilidad de nuestros resultados en orina, podrian incluso realizarse estudios

de practica clinica habitual aplicando nuestros modelos.

Citar también la importancia de nuestros resultados en la fisiopatologia del
cancer de préstata. En la figura 57 de esta tesis quedan plasmadas las rutas
metabdlicas que, segln nuestros andlisis en tejido y orina, hemos podido relacionar
con la presencia d cancer de préstata. Algunas de estas moléculas ya han sido descritas
anteriormente, pero otras han sido descritas por primera vez en este trabajo como
implicadas con el tumor. Futuros estudios en investigacion bdsica tienen en la mano
los metabolitos que presentamos para comprender mejor la fisiopatologia del cancer
de prdstata. Ademas, una vez establecida con claridad una ruta metabdlica relacionada
con el tumor, pueden intentarse hallar terapias dianas contra moléculas especificas de

estas rutas.
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Conclusiones

Las principales conclusiones del estudio fueron:

- PRIMERA: Los pacientes recogidos para este estudio reflejan el perfil clinico de los
varones que habitualmente se someten a biopsia de préstata en nuestro entorno.
Destaca en estos pacientes una media de edad alrededor de 67 afos, presentando

como comorbilidades de forma habitual hipertensién, diabetes o dislipemia.

- SEGUNDA: La metaboldmica, mediante andlisis HR-MAS, es capaz de hallar una huella
metabdlica especifica de cancer de préstata en tejido prostatico, utilizando un cilindro
tisular obtenido mediante biopsia transrectal. Se pueden obtener espectros de alta
resolucion por HR-MAS de muestras intactas de un cilindro de préstata de tan solo 5
mg; obtenido por mediante biopsia transrectal. Esta huella especifica se basa en niveles

de citrato, glicerol-3-fosfocolina, glicina, carnitina, y O-fosfocolina

- TERCERA: No se ha obtenido un perfil metabdlico especifico en tejido sano que
permita establecer la presencia de tumor en otra localizaciéon de la prdstata en un

mismo sujeto.

- CUARTA: La metaboldmica es capaz de establecer un modelo predictor util para
diagnosticar cancer de préstata mediante el perfil metabdlico en orina, utilizando un
total de 28 metabolitos. Las variables clinicas combinadas con metabolitos son utiles
en este contexto, destacando moléculas del metabolismo glicerofosfolipido, la

glicolisis, y el metabolismo de los aminodcidos.

- QUINTA: No hemos sido capaces de obtener un perfil metabdlico especifico en tejido

gue permita establecer la agresividad tumoral segun grado de Gleason.

- SEXTA: Mediante analisis HR-MAS, la metabolémica es capaz de predecir el desarrollo
de recidiva bioquimica en pacientes con cancer de préstata que han recibido
tratamiento. Metabolitos como la 0-fosfoetanolamina, etanol, succinato, ascorbato o

cisteina, son utiles en este contexto.

- SEPTIMA: Mediante el perfil metabdlico en orina pueden construirse modelos con
buena discriminacién para predecir la presencia de tumores de prdostata con Gleason 8
o mayor. Destacan en este punto moléculas del metabolismo de la glicélisis, del ciclo
de Krebs y del metabolismo de aminoacidos.
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- OCTAVA: Mediante el perfil metabdlico en orina puede construirse un modelo con
buena discriminacion para predecir el desarrollo de recidiva bioquimica. Las moléculas
destacadas en este punto pertenecen con frecuencia al metabolismo de los

aminoacidos, la glicdlisis, y al metabolismo de los cidos grasos.

- NOVENA: Mediante nuestros resultados se han establecido vias metabdlicas clave
involucradas en el cdncer prostdtico y su conexiéon con el metaboloma urinario para
comprender mejor la biologia del cancer de préstata. Vias metabdlicas como la
glicélisis, el metabolismo del inositol, de las purinas, del nicotinato, de los
glicerofosfolipidos, el ciclo de Krebs, o el metabolismo de los aminodcidos, se han

relacionado con la biologia del cancer de prdstata.
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ANEXO |. PARAMETROS ESPECTRALES

Los parametros esenciales para interpretar la informacién de un espectro de

RMN son los que se muestran a continuacion:

DESPLAZAMIENTO QUIMICO
El desplazamiento quimico (6) permite usar la RMN para distinguir diferentes

moléculas, incluso para distinguir entre diferentes atomos dentro de la misma
molécula. Cada nucleo tiene una frecuencia de resonancia caracteristica que depende
del campo magnético y del entorno electrénico de la molécula considerada, que
determina su posicion en el espectro. Para poder comparar los distintos espectros
obtenido en diferentes campos magnéticos, el 6 se expresa en partes por millon

(ppm), calculdndose mediante la siguiente ecuacién (anexo |, ecuacion 1) (1, 2).

Anexo |, ecuacion 1. Vs es la frecuencia de resonancia del nucleo de interés y Vi es la
frecuencia del nticleo elegido como referencia.

§="""R w108
¥R

Mediante el calculo de la escala en ppm, podran compararse los espectros entre
si de forma independiente al campo magnético o al aparato utilizado para su medicién.
El 6 dependera de distintos factores, como por ejemplo el entorno quimico del nucleo,
el tipo de nucleo, el medio y los centros paramagnéticos cercanos al nucleo. En
general, cuanto mas "protegido" esté un nucleo por los electrones que lo rodean, mas

bajos seran sus valores de ppm (1).
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Anexo |, figura 1. Principales desplazamientos quimicos para un protén asociado a
diferentes grupos funcionales. Tomada de (1)

AREA Y ANCHURA DE LA SENAL DE RESONANCIA
El area de la sefial de resonancia puede medirse por integracion o por

mediciones relativas de las alturas de las resonancias de interés. Independientemente
del método utilizado, el area estara relacionada con la concentracion de nucleos que
originan dicha resonancia. El area bajo la curva es directamente proporcional a la
concentracion de nucleos que originan dicha sefial, y por tanto, proporcional a la
concentracion de dicha sustancia en la muestra. Por otro lado, la anchura de la
resonancia a la mitad de su altura depende tanto de las condiciones instrumentales de
la adquisicion del espectro como de las caracteristicas de la molécula estudiada y su
entorno. En general, cuanto mas estrecha sea la resonancia, mejor es la calidad de
adquisicidn. Aunque este parametro puede optimizarse experimentalmente, factores
como la temperatura o el campo magnético hacen que diferentes resonancias
procedentes de una misma muestra puedan tener anchuras de banda distintas. En
aquellos casos con anchura de resonancia constante, los cambios en altura se

consideran proporcionales a cambios de drea, y por lo tanto de concentracion (1, 3).
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Anexo |, figura 2. Representacion esquematica de una sefial de espectro RMN,
mostrando la altura de sefal, la anchura a media altura y la intensidad de senal (area
en negro). Adaptada de (4).

CONSTANTE DE ACOPLAMIENTO
La interaccién de un nucleo concreto con otros nucleos vecinos puede alterar la

forma con la que aparece una sefial en RMN. Este hecho se conoce como interaccidn
espin-espin, y se define como la influencia de espines vecinos en la multiplicidad de
una determinada sefal. La distancia entre sefiales de la resonancia de un nucleo y las
qgue surgen de la interaccién con otro, es la medida de la magnitud con la que cada
espin nuclear influencia al otro, denominandose este fendmeno constante de

acoplamiento. Se mide en Hz, y su simbolo es "J" (5).

En la figura 3 pueden observarse dos protones diferentes A y B. Cada protdn
podra estar en dos estados de espin diferentes, a y B. El campo que sentird Ha sera
diferente segun Hg esté en uno u otro estado de espin, por lo que H, aparecera en dos
desplazamientos diferentes. A Hg le sucedera lo mismo. Asi pues, existiran 4 posibles

transiciones electrénicas que daran lugar a 4 sefiales en el espectro. Cada sefial se
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desdoblara en otras dos centradas alrededor del valor de desplazamiento quimico

original 8,y 6g, separadas por "J" Hz.

T Ve
gl v
2 o AL 4y
L 44
1 )
: J[f*:!] J[IHII
L Ba

Anexo |, figura 3. Esquema del origen de la multiplicidad de sefial. Adaptado de
http://web.uam.es/personal_pdi/ciencias/aurbano/determinacion_estructural/rmn/r
mn_tema3.pdf

TIEMPO DE RELAJACION T1y T2
Después de un pulso de excitacion, la sefial detectable de RM va disminuyendo

conforme el sistema recupera su estado de equilibrio mediante un doble proceso de
transferencia de la magnetizacidn. Por un lado, la relajacién longitudinal o relajacién
espin-red, que se caracteriza por la constante de tiempo Ty, y, por otro lado, la
relajacion transversal o relajacion espin-espin caracterizada por una constante de

tiempo T,.

La relajacion T, hace referencia al aumento progresivo de la magnetizacién
longitudinal detectable (M,) tras un pulso de excitacion, estando caracterizada por la
constante de tiempo T4, la cual mide el tiempo que tarda el sistema en recuperar el
63,2% de la magnetizacion longitudinal inicial (Mg) tras aplicar un pulso de 902 o el
26,4% de ese valor aplicando un pulso de 1809. La relajacidon T, se relacionara con el
intercambio de energia de los espines nucleares y su entorno celular. La ecuacién 2 de

este anexo muestra el cdlculo correspondiente a esta relajacion (1).
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Anexo |, ecuacion 2. Ecuacion de relajacion longitudinal.

dt T,

La relajacion T, hace referencia al proceso que describe la pérdida de
coherencia de fase de la componente transversal (Myy) de la magnetizacién My, siendo
T, la constante que indica el tiempo que tarda el sistema en perder 63,2% de la
magnetizacidon transversal inicial, siendo caracteristico de cada sistema espin. Su
ecuacién se muestra a continuacion (anexo |, ecuacion 3). El T, se relaciona con la
anchura de las resonancias de un espectro, de forma que cuanto menor es la anchura
de una resonancia, mayor es la constante de tiempo T, del componente de espin

representado por esa anchura de dicha resonancia (1, 2).

Anexo |, ecuacion 3. Ecuacion de relajacion transversal.

AMxy _ _ Mxy
dt T,
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Anexo |, figura 4. Relajacion transversal (T2) y longitudinal (T1). La componente del
vector de magnetizacion M que es perpendicular al campo magnético principal By es
llamada magnetizacién transversal (Myy). El conjunto de procesos mediante los que
decae hasta practicamente cero, por ejemplo, tras un giro de 902 en el que su valor se
hace maximo, es llamado relajaciédn transversal o relajacion espin-espin, y se
caracteriza por una constante de tiempo T,. La componente del vector de
magnetizacion M que es paralela al campo magnético principal By es llamada
magnetizacion longitudinal (M,). El conjunto de procesos mediante los que se recupera
a la magnetizacion en equilibrio térmico MO, es llamado relajacién longitudinal o
relajacion espin-red, y se caracteriza por una constante de tiempo T;. Imagen tomada
de (2).

Referencias

1. J M-SdT. Contribucién al fenotipado molecular de tumores cerebrales preclinicos
mediante estudios in vitro e in vivo [master's thesis]. Barcelona: Universitat Autobnoma de
Barcelona; 2013.

2. JM GS. Espectroscopia in vivo por resonancia magnética nuclear. Madrid: Eudema;
1991. 276 p.

3. AM B. Resonancia magnética nuclear: Masson 1989. 178 p.

4, RS M. Obtaining an NRM spectrum. A complete introduction to modern NRM
spectroscopy. New York: Wiley-Intersciene; 1998.

5. M D-H. Preservacion del patron metabolémico de tejidos mediante fijacidon por

irradiacion con microondas focalizadas. Aplicacidn al estudio del tejido cerebral normal y
patoldgico mediante espectroscopia HRMAS y metodologias de reconocimiento de patrones
[Master's thesis]. Barcelona: Universitat Autonomy de Barcelona; 2013.

280



Anexo Il

ANEXO Il: CONSENTIMIENTO INFORMADO Y
APROBACIONES DE COMITES

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Se le ofrece la posibilidad de participar en el proyecto de investigacién titulado
“Analisis metabolédmico en cdncer de préstata” que estd siendo realizado por el Dr.
Jose Maria Martinez Jabaloyas del Servicio de Urologia y que ha sido ya evaluado y
aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico Universitario

de Valencia.

Antecedentes:

El cdncer de prdstata es un tumor muy frecuente y la deteccién temprana del
mismo es muy importante para conocer cdmo evolucionard la enfermedad. La
supervivencia puede ser muy alta cuando los tumores estan localizados en la préstata,
pero cuando estos invaden otros tejidos, la enfermedad es mas agresiva y la
probabilidad de morir por esa enfermedad es mayor. Para diagnosticar estos tumores
se utiliza la biopsia transrectal de prdstata, obteniendo cilindros de tejido prostatico
gue posteriormente son sometidos a un estudio anatomopatoldgico. La indicacién de
realizar una biopsia viene dada tanto por la exploracién fisica (tacto rectal) como por
los valores analiticos en sangre de un marcador especifico de la préstata: el PSA. No
obstante, a pesar del uso frecuente del PSA, muchas de las biopsias de prdstata que se
realizan son negativas por lo que se realizan un numero importante de biopsias
innecesarias. Por otra parte, es dificil, en el cancer de prdstata, predecir la agresividad
tumoral, por lo que en ocasiones se trata de forma muy agresiva tumores de bajo
grado de malignidad y que posiblemente no produciran la muerte del paciente, ya que
con los marcadores actuales no se puede conocer con cierta exactitud cual va a ser el

comportamiento del tumor.

¢Cudl es el objetivo de este estudio?
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El objetivo de este estudio es conocer si mediante analisis metabolémico
podemos predecir la existencia de un cancer de prdstata de modo que la deteccién de
este tumor se pudiera realizar de forma mas precisa de lo que se realiza actualmente.
Ademads, queremos conocer si el perfil metaboldmico de la orina y el tejido prostatico

puede predecir el comportamiento tumoral.

éPor qué se le ha pedido que participe?
Se le pide su participacion en este estudio en el caso de que le haya sido
indicada una biopsia transrectal de prdstata ante la sospecha de padecer un cancer de

prostata.

¢éEn qué consiste su participacion? ¢Qué tipo de pruebas o procedimientos se le
realizaran?

Se le solicita permiso para utilizar con fines cientificos muestras de orina y de
tejido prostatico.

La participacién en el presente proyecto no supone ninguna alteracién del
diagndstico de cancer de préstata, ya que se seguiran los mismos procedimientos de

igual forma que hasta ahora.

éCudles son los riesgos generales de participar en este estudio?

No se espera ninguna complicacion afiadida a las que conlleva la biopsia de
prdstata transrectal que pueden ser, dolor, sangrado, infeccion urinaria, sangrado en el
esperma, o retencion urinaria.

Se realizard la extraccién de tejido prostatico en el momento que se extrae el
tejido para el analisis anatomopatldgico, de forma que simplemente consistird en un
pinchazo mas con el ecégrafo transrectal para obtener un cilindro mas de muestra.

La muestra de orina se obtendra por micciédn espontdnea tras masaje
prostatico, el cual se realizara durante el tacto rectal que se lleva a cabo de forma

rutinaria previamente a la biopsia de prostata.

¢éCudles son los beneficios de la participacion en este estudio?
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Es muy posible que los resultados obtenidos en esta investigacidon tengan poco
valor diagndstico o predictivo para usted, pero podra ayudar a conocer mejor su

enfermedad y mejorar el diagndstico y seguimiento de futuros pacientes.

¢Qué pasara si decido no participar en este estudio?

Su participacién en este estudio es totalmente voluntaria. En caso de que
decida no participar en el estudio, esto no modificard el trato y seguimiento que de su
enfermedad realicen ni su médico ni el resto del personal sanitario que se ocupa de su
enfermedad. Asi mismo, podra retirarse del estudio en cualquier momento, sin tener

gue dar explicaciones.

¢A quién puedo preguntar en caso de duda?

Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este
proyecto los pormenores o dudas que surjan antes de firmar el consentimiento para su
participacién. Asi mismo, podrd solicitar cualquier explicacion que desee sobre
cualquier aspecto del estudio y sus implicaciones a lo largo del mismo contactando con
el investigador principal del proyecto, el Dr. Jose Maria Martinez Jabaloyas en el

teléfono 9633862600 extension 51240.

Confidencialidad:

Todos sus datos, asi como toda la informacion médica relacionada con su
enfermedad serd tratada con absoluta confidencialidad por parte del personal
encargado de la investigaciéon. Asi mismo, si los resultados del estudio fueran
susceptibles de publicacion en revistas cientificas, en ningin momento se
proporcionaran datos personales de los pacientes que han colaborado en esta
investigacion.

Tal y como contempla la Ley de Proteccién de Datos de Caracter Personal,
podra ejercer su derecho a acceder, rectificar o cancelar sus datos contactando con el

investigador principal de este estudio.

¢Qué pasara con las muestras bioldgicas obtenidas durante la investigacion?
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Durante su participacion en este estudio, se le extraerda una muestra de
prdstata y orina.

Esta muestra sera siempre utilizada con fines cientificos, pudiéndose utilizar si
usted asi lo autoriza en el marco de otros proyectos de investigacion que tengan como
objetivo el estudio de su enfermedad y que previamente hayan sido evaluados y
aprobados por el Comité Etico de Investigacidn Clinica del Hospital.

Ademas, este material no sera bajo ningln concepto ni en ningin momento
motivo de lucro, bien sea por la venta del material o de los derechos para realizar
estudios sobre los mismos.

Las muestras bioldgicas se conservardn en una coleccién en la Unidad Central

de Investigacioén a cargo de uno de los investigadores colaboradores.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto titulado: Analisis metabolémico en cancer de prostata
Investigador principal: Jose Maria Martinez Jabaloyas

Servicio: Urologia

Yo, he sido informado por el

Dr.

, colaborador del proyecto de investigacién arriba mencionado, y

declaro que:

- He leido la Hoja de Informacion que se me ha entregado

- He podido hacer preguntas sobre el estudio

- He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas

- He recibido suficiente informacién sobre el estudio

- Comprendo que mi participacion es voluntaria

- Comprendo que todos mis datos seran tratados confidencialmente
- Comprendo que puedo retirarme del estudio:

Cuando quiera

Sin tener que dar explicaciones

Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos
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Autorizo a que las muestras obtenidas durante el proyecto de investigacion sean
utilizadas con fines cientificos en otros proyectos de investigacion que tengan por
objeto el estudio de mi enfermedad y que hayan sido aprobados por el Comité de Etica
de Investigacion Clinica del

Hospital Clinico Universitario de Valencia

] SE1 No

Quiero que se me pida autorizacién previa para utilizar mis muestras biolégicas para
futuros proyectos de investigacion

[ St [No

Con esto doy mi conformidad para participar en este estudio,

Firma del paciente: Firma del Investigador:

Fecha: Fecha
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Fundacion Investigacion del Hospital
Clinico Universitario de Valencia

En Valencia, a 12 de diciembre

2014

D. Josep Redodn i Mas, Presidente del Comité Cientifico Interno de la Fundacion
de Investigacién del Hospital Clinico Universitario de Valencia — Instituto de

Investigacion Sanitaria INCLIVA

CERTIFICA

Que el proyecto con titulo “Andlisis metaboldmico en cancer de prostata”,
presentado por D. José M2 Martinez Jabaloyas perteneciente a esta institucion, ha
sido evaluado por este Comité en su reunién del dia 12 de diciembre 2014,
encontrdndolo conforme con los requisitos de capacitaciéon del solicitante, la
adecuacién del proyecto a los medios existentes, la adecuacién de la memoria y el

interés de los resultados del proyecto para el drea de salud.

Y para que conste, se firma en la ciudad y fecha arriba

indicadas
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BGENTRALITAT VALENCIANA

T )

A 4 AGENCIA
jAf VALENCIANA
@g DE SALUT

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINIC
UNIVERSITARI DE VALENCIA

D. Manuel Labiés Gomez, Secretario del Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinic
Universitari de Valencia

CERTIFICA

Que en este Comité, en su reunién de fecha 29 de mayo de 2014, y segun consta en el acta de la
misma, se han analizado los aspectos éticos y cientificos relacionados al proyecto de investigacion
que lleva por titulo:

Anailisis metabolémico en cancer de prostata.

Que sera llevado a cabo en el Servicio de Urologia y cuyo investigador principal es el Dr. José M?
Martinez Jabaloyas, acordando que reune las caracteristicas adecuadas referentes a informacion a
los pacientes y cumplimiento de los criterios éticos para la investigacion médica y biomédica
establecidos en la Declaraciéon de Helsinki (Junio 1964, Helsinki, Finlandia) de la Asamblea Médica
Mundial, y sus revisiones (Octubre 1975, Tokio, Japon), (Octubre 1983, Ve necia, Italia),
(Septiembre 1989, Hong Kong), (Octubre 1996, Somerset West, Sudéfrica), (Octubre 2000,
Edimburgo) y (Octubre 2008 Sedul, Corea) en la Declaracion Universal sobre el Genoma Humano
y los Derechos del Hombre de la UNESCO y los acuerdos del Protocolo Adicional del Consejo
de Europa para la proteccién de los Derechos del Hombre y de Ia dignidad del ser humano
frente a la aplicaciones de la biologia y de la medicina (Paris 12-1-1998, ratificado el 23-7-1999).

Lo que certifico a efectos oportunos.

Valencia, 29 d& mayoyde 2014

Fdo. : Dr. D. D. Manugf Labiés Gémez
Secretario del Comité Etico de Investigacion Clinica

Fdo.: Dr. Josep Reddn i Mas
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ANEXO IIl: ANALISIS DE DATOS METABOLOMICOS Y LA
INTERPRETACION DEL ANALISIS DE LAS CURVAS ROC

ANALISIS DE DATOS METABOLOMICOS

El analisis de datos es una tarea fundamental para cualquier drea en
biomedicina, debido a la gran cantidad de informacién que aportan los instrumentos
analiticos. El reconocimiento de patrones supervisados tiene como objetivo establecer
un modelo de clasificacién basado en datos experimentales para asignar muestras
desconocidas a una clase de muestra previamente definida, en funcién de su patrén de
caracteristicas medidas. Los procedimientos de reconocimiento de patrones
supervisados utilizan una estrategia comun, independientemente de cudl sea el

algoritmo aplicado:

1- Seleccién de una muestra conocida sobre la cual vamos a ser capaces de medir unas

determinadas variables.

2- Seleccidn de variables que contengan informacion para llevar a cabo la clasificacién
gue se desea. Las variables que pueden llegar a ser un factor de confusién o de las

cuales no se puede extraer informacion objetiva, deben ser eliminadas.

3- Construccidon de un modelo utilizando el conjunto que se calificé como muestra. El
modelo matematico derivara de un numero de variables medidas en la muestra, las

cuales constituyen diferentes categorias

4- Validacion del modelo utilizando un conjunto de muestras independientes de la

inicial. Con ellos se consigue evaluar la fiabilidad de la clasificacion establecida.

Aungue existen diferentes métodos de reconocimiento de patrones, los que han
sido utilizados en este trabajo (como analisis estadisticos multivariantes) son el Analisis

de Componentes Principales (PCA) y el Andlisis de Minimos Cuadrados Parciales (PLS-
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DA). Estos métodos de reconocimiento se aceptan como técnicas paramétricas,

asumiendo que la distribucion de la muestra es una distribucién normal.

RECONOCIMIENTO DE PATRONES: ANALISIS NO SUPERVISADO (PCA)

El andlisis de componentes principales (PCA) es un método de reduccién de
variables cuyo objetivo es simplificar la variabilidad contenida en una matriz de datos.
Este método permite identificar tendencias o patrones en los datos, tales como
subgrupos, o como outliers, representarlos graficamente y observar cdmo se
distribuyen las muestras en funcion de la similitudes o diferencias de sus espectros (1).

En este analisis, dadas N observaciones y K variables, donde K>>N, los datos
originales se transforman en una combinacién lineal de variables no correlacionadas
entre si denominadas componentes principales (PCs). No todas las PCs contienen la
misma informacion (2). Las nuevas variables se van construyendo segun el orden de
importancia en cuanto a la variabilidad de informacién que se recoge del conjunto de
muestras. Con esto se consigue reducir la dimensionalidad de los datos, facilitando su
interpretacion. Habitualmente, este analisis se realiza por grupos (por ejemplo, casos y
controles) y se conservan sélo aquellos componentes que recogen la mayor parte de la
variabilidad (1).

Para obtener las PCs, se analiza normalmente la matriz de varianza-covarianza y
como medida de la cantidad de informacién incorporada en cada componente, se
utiliza su varianza. Es decir, cuanto mayor sea su varianza, mayor es la informacién que
lleva incorporada dicha componente. Por este motivo, se selecciona como primera
componente aquella que tenga mayor varianza, mientras que la Ultima componente
elegida sera la de menor varianza. La ventaja del PCA es que cuando las variables
originales estan muy correlacionadas entre si, ocurre que la mayor parte de su

variabilidad se puede explicar con muy pocas PCs (1,2).

INTERPRETACION DEL PCA
Las coordenadas de las muestras en el espacio se denominan scores (T) y las

nuevas variables (combinacion linear de las originales) loadings (P). De esta manera:
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- El Score plot: contiene la informacidn sobre las filas (muestras) de la matriz original
(X), donde cada punto corresponde a una observacion, y resume la relacion existente
entre ellas. En el score plot, las muestras similares se sitlan cerca entre si y las dispares
se sitlan separadas. Una traduccion al castellano de este término seria: diagrama de
puntos.

- El Loading plot: contiene la informacién sobre las columnas (variables). En este caso,
cada punto representa una de las regiones del espectro y su distribucién explica la
relacion existente entre ellas. Una traduccion al castellano seria: diagrama de cargas.

El loading plot permite interpretar la distribucién espacial de las muestras en el score
plot e identificar las variables responsables de los patrones observados. Ambos
graficos son complementarios y superponibles, lo que significa que la posicidén de las
muestras en el score plot estd determinada por las variables situadas en la misma

posicidon en el loading plot (2-3).

IDENTIFICACION DE OUTLIERS
El PCA, ademads, permite identificar los outliers. Conceptualmente son

observaciones que no se ajustan al modelo de PCs (2-3). Estos pueden ser extremos o
moderados:

- Outliers extremos: son muestras con valores atipicos situadas fuera del intervalo de
confianza del 95%. Es posible identificarlos en el score plot con la ayuda del grafico T2
de Hotelling. Este ultimo es la generalizacidén multivariante del test de la t-Student y
permite identificar las muestras que cumplen la normalidad multivariante.

- Outliers moderados: son muestras que no se ajustan al modelo en términos de
residuos, aparecen situados fuera del limite critico del 0,05 representado en el grafico

DmodX (distance to the model in the X-data) (3).

EJEMPLO DE ANALISIS NO SUPERVISADO, PCA
Para ejemplificar la forma de representar e interpretar un PCA, se dispone a

continuacion uno de los analisis llevados a cabo para esta tesis, en concreto el de
casos-controles tomando como referencia la histologia de cualquiera de los cilindros

recogidos (no sélo el medido por HR-MAS).
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En el presente andlisis se aceptaron como casos 105 individuos, y como
controles 96. Aunque aceptamos que el perfil metabdlico obtenido corresponde
exclusivamente al cilindro medido, y que éste no tenia por qué coincidir con el resto de
cilindros, queriamos comprobar si en los casos con tumor en la cualquier localizacién
de la prostata se observaba un perfil metabdlico sugestivo de tumor, aunque el

cilindro medido por HR-MAS fuese una muestra sélo con tejido sano.

El diagrama de puntos muestra un solapamiento de casos entre los dos grupos.
En rojo se representan las muestras correspondientes con tejido prostatico sano
(controles), y en verde las muestras correspondientes con tejido tumoral (casos).
Puede observarse que no existe una agrupacion espontanea de las dos muestras.
Ademas, se identificaron varias muestras con un contenido metabdlico muy diferente,
correspondiente con los casos 41 (no carcinoma) y 52 (carcinoma). En la figura 1 se
observa cémo quedaban muy alejados del intervalo de confianza del 95%. El
porcentaje recogido en cada uno de los ejes del PCA hace referencia a la porcién de

variabilidad explicada sobre el total.

Scores on PC 2 (8.68%)

Scores on PC 1 (35.39%)

Anexo llI, figura 1. Diagrama de puntos, PCA. En rojo los controles, en verde los casos.
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ANALISIS DISCRIMINANTE: ANALISIS SUPERVISADO
El analisis discriminante, también conocido como reconocimiento supervisado

de patrones, tiene por objeto proporcionar un modelo que discrimine entre dos clases
0 mas con capacidad de prediccién (2). Es decir, se persigue construir una regla de
decisiéon que clasifique una observacidon nueva a uno de los grupos definidos con un
cierto riesgo asociado.

Se puede considerar un analisis de regresidon donde la variable dependiente es
categérica (p.ej., 0, control; 1, caso) y las variables independientes son continuas
(intensidad de las sefiales espectrales). Con este analisis se pretenden encontrar las
relaciones lineales entre las variables continuas que mejor discriminen los grupos de

estudio (1).

Los algoritmos utilizados en estos casos son:

- PLS-DA (Partial Least Squares-Discriminant Analysis): el objetivo es encontrar un
modelo que separe en dos o mads clases las observaciones en funcidon de sus K
variables. Este método permite minimizar la posible variabilidad existente dentro de
cada grupo y mejorar, por tanto, la separacién entre los grupos objeto de estudio. La
construccidon del modelo se realiza a partir de un conjunto de muestras de las que se
conoce previamente a qué clase pertenecen.

- OPLS-DA (Orthogonal Partial Least Squares-Discriminant Analysis): es una
modificacion del modelo PLS-DA basada en una mejor visualizacién e interpretacién de
los datos. Esta implementacién se consigue separando en dos partes la variacién
observada, la relacionada linealmente con Y (variable de interés), denominada
predictiva, y la no relacionada con Y, la ortogonal. Este modelo es analogo al PLS-DA,
pero concentra toda la informacién discriminante en el primer componente

(predictivo).

En cualquier andlisis supervisado debe realizase algin método de validacién
cruzada para saber el numero de componentes 6ptimos a incluir en el modelo y si
puede existir un sobreajuste del mismo. Los métodos de validacién cruzada, los cuales

calcularan el poder predictivo del andlisis, se basan en la eliminacién de grupos de
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datos, el calculo de un nuevo modelo a partir de los datos restantes y la prediccidn de
los valores de los datos eliminados. Estos métodos se basan en la realizacion de
muchas interaciones del mismo proceso y, a partir de los datos predichos vy
observados, se calcula el predictive residual sum of squares (PRESS). A partir de los
resultados de todas las interaciones se calcula los valores de R2Y y de Q2 (se
desarrollan en el siguiente punto). Este pardmetro es un buen indicador para decidir
hasta qué componente incluir en el modelo. Un aumento del R2Y acompafiado de una
disminucion o estabilizacion del valor de Q2 significa que hay un sobreajuste del

modelo.

INTERPRETACION DEL PLS-DA

El nimero de componentes de los modelos PLS-DA/OPLS-DA se selecciona
utilizando el criterio de la validacién cruzada interna (3). Los datos se dividen en un
numero determinado de sub-grupos (normalmente 7) de forma aleatoria y se
construye el modelo excluyendo cada vez uno de los subgrupos y utilizdndolo
posteriormente como test de validacién. En base a este procedimiento se calculan los
valores de R2Y y Q2, parametros que definen al modelo discriminante. R2Y es una
medida cuantitativa de la bondad de ajuste del modelo y Q2 representa la capacidad
de prediccién del modelo tras las 7 rondas de validaciéon cruzada. Ambos valores
oscilan entre 0 y 1, el valor de R2Y es siempre superior al de Q2. La calidad de los
modelos es directamente proporcional a los valores de R2Y y de Q2. En los estudios
metaboldmicos se considera que un modelo discriminante es de buena calidad cuando
Q2 > 0,5 y la diferencia entre ambos parametros no es superior a 0,2 — 0,3 (3). Estos
modelos, ademds, proporcionan un listado con las K-variables empleadas en el modelo
y su correspondiente valor de VIP (Variable Important in the Projection). Se considera
que los descriptores con valores superiores de VIP (VIP>2), son los que contribuyen en
mayor medida a la discriminacién entre los grupos de estudio (4). Uno de los métodos
mas utilizados de validacién cruzada interna es el enfoque de validacién cruzada de
dejar-uno-fuera (Leave-one-out), utilizado para esta tesis, donde en cada andlisis el
10% de los datos se dejan fuera del entrenamiento y se usan para probar el modelo y

para determinar la tasa de error de clasificacion.

288



Anexo Il

Uno de los problemas habituales en el analisis multivariante (PLS-DA, OPLSDA)
es el sobreajuste (overfitting) (4). En los modelos con sobreajuste, el sistema
encuentra una combinacion de variables capaces de discriminar los grupos de estudio,
pero no es generalizable a un conjunto externo de muestras. Este “problema de
dimensionalidad” (5) es comun en los estudios metabolémicos, ya que con frecuencia
el niumero de variables es significativamente superior al nimero de observaciones y
parte de estas variables son redundantes e irrelevantes. En estos casos se utiliza la
seleccion de variables como estrategia para eliminar o reducir este sobreajuste.

La seleccion de variables se ha descrito como una importante herramienta en la
busqueda de biomarcadores (6). El objetivo es reducir el numero de variables
independientes (buckets), seleccionando Unicamente aquellas que contribuyen de
forma significativa a la discriminacidon entre los grupos y excluyendo las variables
redundantes y no informativas (7). Con esta estrategia se pretende, ademas,
incrementar la capacidad de prediccidon de los modelos y mejorar su interpretacion. Se
puede llevar a cabo siguiendo diferentes estrategias basadas en la informacién
proporcionada por los propios modelos multivariantes (VIPs, coeficientes de regresion,
etc.) (8).

Finalmente, dada la complejidad de los métodos supervisados de clasificacion,
es necesaria la validacion de los mismos para evaluar la calidad y fiabilidad de los
resultados obtenidos. Uno de los métodos de validacién empleados son las curvas

ROC.

VALIDACION DEL MODELO: CURVAS ROC
Existen varios tipos de pruebas para realizar la validacidn cruzada, una de ellas

es la de Venetian Blinds que consiste en repetir el modelo n veces dejando cada vez
fuera el 10 % de las muestras de forma aleatoria. Los resultados se plasman en dos
curvas ROC, la curva del modelo con todas las muestras y la curva de entrenamiento.
La curva de entrenamiento debe aproximarse a la curva del modelo, pero siempre sera

inferior (8).
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El area bajo la curva serd un valor que oscile entre 0,5y 1. Un valor de 0,5 seria
aquel que se solapa con la linea diagonal entre los ejes X e Y, y traduciria una curva con
nula capacidad predictiva donde los sujetos son clasificados aleatoriamente (8-9). Por
el contrario, un area bajo la curva de 1 representaria una curva perfecta. Se acepta que
un area bajo la curva de 1 a 0,9 traduce una capacidad predictiva excelente: de 0,9 a
0,8 muy buena o buena; de 0,8 a 0,7 capacidad justa; de 0,7 a 0,6 pobre: yde 0,6 a 0,5
mala. El area bajo la curva siempre va acompaifiada de un intervalo de confianza,
normalmente del 95% (9).

En la representacion grafica de la curva, se muestran los resultados de la
validacién, donde se expresa la variacion del valor de sensibilidad frente a la
especificidad para un sistema, segun varia el umbral de discriminacién. El punto de
corte 6ptimo de la curva serd aquel punto mas cercano al extremo superior izquierdo
del grafico, considerando que éste tiene el mismo impacto para un resultado falso
positivo que uno falso negativo (9).

El empleo de curvas ROC es el método mas ampliamente aceptado y objetivo

para evaluar el uso de biomarcadores.

EJEMPLO DE ANALISIS SUPERVISADO, PLS-DA
Siguiendo con el andlisis de casos-controles citado anteriormente, se expone el

ejemplo, en este caso del PLS-DA.

Una vez comprobado que las muestras no se agrupaban de forma espontdnea
en base a los criterios impuestos (presencia/ausencia de tumor), se procedid a
construir un modelo discriminatorio PLS-DA, excluyendo del mismo las dos muestras
que fueron comprobadas como extremas en el PCA. En los sistemas donde la
separacion entre grupos es compleja, como sucedié en nuestro caso, el analisis PLS-DA

favorece la separacién entre los grupos establecidos (figura 2).
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Anexo lll, figura 2. A) Diagrama de puntos del PLS-DA, grupos separados en base a clasificacién
de tumor/ausencia de tumor en cualquiera de los cilindros sometidos a estudio histolégico. B)
Diagrama de puntos con proyecciones. Como puntos rojos se muestras los controles, y como
puntos verdes los casos. Se comprueba una cierta tendencia a la agrupacién espontdnea,
aungue con una zona en el drea central del grafico donde se mezclan casos sanos y
enfermos.

Se emplearon 2 componentes principales del PLS-DA, que explican el 22% de la

variabilidad total del modelo, y se procedié a construir un modelo que eliminase toda
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la variabilidad no relacionada totalmente con nuestro criterio de clasificacion. El
resultado final del PLS-DA muestra que existe una cierta tendencia a la separacién
entre los dos grupos, de forma que los casos sin tumor tienden a agruparse en el
cuadrante inferior izquierdo y los casos con tumor en el cuadrante superior derecho.
No obstante, existe una zona de solapamiento o una zona "gris", donde se

entremezclan varios casos sanos Yy enfermos
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Anexo lll, figura 3. Diagrama de cargas. Representacién de las regiones con mayor contribucién
al modelo discriminatorio.

Una vez construido el modelo discriminante, el siguiente paso es la
identificacidn de las regiones del espectro que mas influyen en el modelo (es decir, las
regiones del espectro que mas contribuyen a la obtencion del modelo discriminante).
Para ello debe consultarse el diagrama de cargas del PLS-DA. De esta forma se
comprobd que las regiones con mayor contribucién al modelo discriminatorio son
aquellas asociadas a metabolitos como el glicerol-3-fosfocolina, la glicina, carnitina,
arginina, UNK®6, o la dihidroxiacetona. Cabe destacar de manera especial al glicerol-3-
fosfocolina, siendo un metabolito que mas influye en la discriminacién del modelo.

Puede comprobarse en el diagrama de cargas que los pacientes con carcinoma tienen
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unos niveles de este metabolito mucho mds elevados que los sujetos sanos. Lo mismo
sucede con la glicina, carnitina o arginina. Otros como el UNK6 o la dihidroxiacetona
tienen niveles bajos en los varones enfermos y altos en los sanos, como se observa en
la figura 3. Una vez localizadas las regiones, se procedié a la asignacién e integracion

de la senal.

Otra forma de comprobar los metabolitos que mas influyen en la discriminacién
del modelo es comprobando los VIP score. Normalmente se acepta como un
metabolito con peso en la discriminacion entre grupos aquel con un VIP score superior
a2

Para evaluar el modelo obtenido que contribuye a la separacion de los pacientes
segln su estratificacidon en casos con o sin tumor, se realizé una validacidn cruzada de
los datos obtenidos en el modelo PLS-DA. El resultado de la validacidn se representa de

forma grafica con una curva ROC, que se muestra en la figura 5.
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Anexo lll, figura 5. Curva ROC obtenida de la validacién cruzada del modelo PLS-DA que
discrimina entre casos con y sin tumor, tomando como referencia cualquiera de los cilindros
sometidos a estudio histoldgico. La linea azul corresponde a los datos tratados y la linea
verde, a la validacién cruzada.
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Los resultados obtenidos muestran que la curva de validacion cruzada (en color
verde) presenta una diferencia importante respecto a la linea que corresponde a los
datos estimados (color azul). El valor del area bajo la curva fue de 0,62, clasificando a

la curva ROC como regular.

Ademas, la comparacién de diferentes areas bajo la curva no debe hacerse sélo
visualmente, sino que existen diferentes métodos estadisticos para realizar
comparaciones objetivas entre diferentes areas. Realizando el célculo manual, puede
llevarse a cabo mediante féormulas como las descritas por Hanley y MacNeil (10).
Algunos programas estadisticos incluyen esta opcion de calculo. En el caso de esta
tesis, la comparacién de areas bajo la curva se llevd a cabo con el comando roccomp
del Stata (Stata Corp LLC), el cual acepta dreas bajo la curva diferentes en caso de

obtener una p<0,05 en la comparacién.
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ANEXO IV: NIVELES PROMEDIOS DE METABOLITOS EN EL
ESTUDIO

Anexo IV, Tabla 1. Niveles promedios de metabolitos (en ppm) entre diferentes
grupos. Estudio entre enfermos y sanos en tejido. Los valores se expresan en media +/-
los mismos casos excluidos en el analisis

desviacion estandar. Se excluyen

desarrollado en los resultados. Comparacién de medias mediante test T-Student (valor

de p).
METABOLITO TOTAL DE LA ENFERMOS SANOS p
MUESTRA
1,3-dihidroxiacetona 1,36 +/- 1,06 0,90 +/- 0,12 1,44 +/-1,11 0,10
2-hidroxibutirato 18,36 +/- 10,30 20,63 +/- 11,49 17,45 +/- 9,69 0,05
2-oxoglutarato 2,66 +/- 1,76 2,44 +/- 1,59 2,75+/-1,83 0,27
2-fosfoglicerato 11,98 +/- 7,16 13,57 +/-7,15 11,36 +/- 7,09 0,05
3-hidroxibutirato 10,49 +/- 5,50 10,82 +/- 4,69 10,37 +/-5,72 0,60
Acetoina 10,43 +/- 11,12 6,96 +/- 6,12 11,82 +/- 12,31 <0,001
Acidos grasos insat. 0,72 +/-1,08 0,57 +/- 0,89 0,77 +/-1,14 0,24
Alanina 10,76 +/- 5,77 12,99 +/- 6,50 9,87 +/- 5,22 0,01
Alfa-glucosa 0,36 +/- 0,55 0,30 +/- 0,34 0,38 +/-0,61 0,33
Arginina 20,24 +/- 10,88 22,71 +/- 11,71 19,26 +/- 10,42 0,04
Ascorbato 7,31 +/-4,20 8,91 +/- 4,49 6,67 +/- 3,92 0,01
Asparagina 5,12 +/- 2,84 5,23 +/- 2,73 5,08 +/- 2,89 0,74
Aspartato 6,63 +/- 4,11 7,60 +/-4,73 6,25 +/- 3,79 0,03
Betaina 3,85 +/-2,14 4,11 +/- 2,29 3,74 +/- 2,07 0,30
C18H3 6,37 +/- 70,98 1,71 +/-2,27 8,21 +/- 83,82 0,56
Carnitina 6,41 +/-7,70 10,53 +/- 11,64 4,75 +/- 4,48 0,01
Colina 5,57 +/- 3,51 6,99 +/- 4,91 5,01 +/- 2,59 0,01
Citrato 37,57 +/- 34,63 22,54 +/- 23,56 44,79 +/- 38,30 <0,001
Creatina 3,25 +/- 2,06 3,67 +/-2,20 3,13 +/- 1,98 0,09
Creatinafosfato 20,80 +/- 12,78 20,78 +/- 10,60 20,81 +/- 13,59 0,99
Creatinina 2,63 +/-1,99 2,24 +/- 1,27 2,78 +/- 2,20 0,03
Cistationina 21,68 +/- 12,69 19,53+/- 11,68 22,53 +/- 13,02 0,13
Cisteina 8,25 +/- 5,28 8,55 +/- 5,49 8,13 +/ 5,21 0,61
Etanol 8,48 +/- 5,40 9,91 +/- 6,06 7,91 +/- 5,02 0,03
Etanolamina 7,39 +/- 4,31 7,20 +/- 4,10 7,47 +/- 4,40 0,67
FACH2n 124,81 +/- 155,19 | 99,86 +/- 132,79 | 134,72 +/- 162,61 0,12
FACH3 20,20 +/- 23,28 17,79 +/- 21,33 21,16 +/- 24,01 0,36
FACOCH2 15,78 +/- 16,16 12,87 +/- 13,69 16,91 +/- 16,93 0,08
FACOCH2CH 16,44 +/- 16,38 13,93 +/- 14,75 17,44 +/- 16,93 0,15
Formato 0,30+/-0,23 0,38 +/- 0,29 0,27 +/- 0,19 0,01
Fumarato 0,28 +/- 0,18 0,33 +/-0,21 0,27 +/-0,17 0,07
Glicerol-3- 11,90 +/- 10,46 17,76 +/- 12,42 9,39 +/- 8,54 <0,001
fosfocolina
Glucosa 28,08 +/- 17,39 24,26 +/- 14,39 29,59 +/- 18,26 0,05
Glutamato 34,34 +/- 16,66 41,64 +/- 18,68 31,44 +/- 14,89 <0,001
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Glutamina 13,48 +/-7,52 15,68 +/- 8,50 12,61 +/- 6,93 0,01
Glutatidn 25,07 +/- 13,18 26,70 +/- 13,69 24,42 +/- 12,97 0,27
Glicerol 23,83 +/- 25,03 26,45 +/- 23,60 22,79 +/- 25,58 0,35
Glicina 5,50 +/- 3,28 7,48 +/- 4,11 4,73 +/-2,52 <0,001
Histidina 2,21 +/- 1,58 2,14 +/- 1,36 2,23 +/-1,67 0,70
Homocitrulina 19,69 +/- 12,35 17,83 +/-12,17 20,43 +/- 12,39 0,18
Hipoxantina 0,74 +/- 0,46 0,86 +/- 0,56 0,69 +/- 0,40 0,03
Inosina 9,59 +/- 5,65 9,96 +/- 5,98 9,44 +/- 5,52 0,56
Isoleucina 14,36 +/- 7,51 16,24 +/-7,71 13,61 +/- 7,33 0,03
Isovalerato 36,34 +/- 29,67 36,87 +/- 29,68 36,13 +/- 29,77 0,87
Lactato 44,76 +/- 31,95 46,01 +/- 24,41 44,27 +/- 34,56 0,73
Leucina 19,41 +/-9,51 22,17 +/- 10,05 18,31 +/- 9,09 0,01
Lisina 11,83 +/- 8,69 12,25 +/- 9,62 11,67 +/- 8,33 0,67
Metanol 3,94 +/- 4,60 4,19 +/- 4,88 3,83 +/- 4,49 0,62
Metionina 4,82+/-2,57 4,57 +/- 2,59 4,92 +/- 2,56 0,39
Mio-inositol 70,06 +/- 34,34 69,01 +/- 30,05 70,48 +/- 35,99 0,78
NAC 26,12 +/- 26,35 22,36 +/- 23,23 27,59 +/- 27,40 0,20
O-fosfocolina 16,50 +/- 10,11 22,06 +/- 11,67 14,15 +/- 8,46 <0,001
O-fosfoetanolamina 17,01 +/- 9,05 21,15 +/-9,18 15,36 +/- 8,49 <0,001
Fenilalanina 4,31 +/- 3,41 5,05 +/- 5,14 4,01 +/- 2,37 0,15
Prolina 27,74 +/- 15,43 30,57 +/- 15,89 26,63 +/- 15,15 0,11
Propilenglicol 10,54 +/- 26,26 13,51 +/-37,24 9,36 +/- 20,39 0,31
Putrescina 9,23 +/- 7,16 7,68 +/- 6,44 9,85 +/-7,36 0,04
Piruvato 0,55 +/- 0,36 0,56 +/- 0,35 0,54 +/- 0,36 0,74
Scilo-inositol 0,88 +/-1,16 0,84 +/- 0,96 0,90 +/- 1,23 0,78
Serina 7,97 +/- 4,66 9,55 +/- 5,66 7,35 +/- 4,06 0,01
Succinato 0,74 +/- 0,54 0,90 +/- 0,70 0,68 +/- 0,44 0,03
Taurina 22,96 +/- 13,93 23,79 +/- 13,79 7,61 +/- 5,47 0,60
Trans-aconitato 1,13 +/-1,23 0,72 +/-0,73 1,29 +/- 1,35 <0,001
Treonina 6,60 +/- 4,80 7,61 +/-5,47 6,20 +/- 4,46 0,06
Trimetilamina 3,03 +/-1,94 3,12 +/-1,94 3,01 +/- 1,95 0,69
Triptéfano 3,86 +/- 2,56 3,91 +/- 2,75 3,84 +/- 2,48 0,87
Tiramina 3,14 +/- 2,02 3,01 +/-1,79 3,19 +/- 2,10 0,54
Tirosina 3,17 +/- 1,99 3,42 +/- 2,23 3,07 +/- 1,88 0,27
Uridina 5,73 +4,42 6,59 +/- 5,25 5,39 +/- 4,02 0,12
Valina 11,65 +/-6,17 13,36+/- 6,95 10,98 +/- 5,72 0,01
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Anexo IV

Anexo IV, Tabla 2. Niveles promedios de metabolitos (en ppm) entre diferentes
grupos. Estudio entre Gleason 6-7 frente a 8-9 en tejido. Los valores se expresan en

media +/- desviacidn estandar. Se excluyen los mismos casos excluidos en el analisis

desarrollado en los resultados. Comparacion de medias mediante test U de Mann-

Whitney (valor de p).

METABOLITO TOTAL DE LA GLEASON 6-7 GLEASON 8 O MAYOR p
MUESTRA
1,3-dihidroxiacetona 0,98 +/- 0,72 1,04 +/- 0,85 0,94 +/- 0,64 0,74
2-hidroxibutirato 21,12 +/-12,40 | 24,48 +/- 14,58 18,66 +/- 10,36 0,24
2-oxoglutarato 1,98 +/- 1,48 2,69 +/- 1,50 1,46 +/- 1,26 0,03
2-fosfoglicerato 11,70 +/- 6,44 13,29 +/- 7,01 10,53 +/-5,96 0,28
3-hidroxibutirato 9,91 +/-4,71 8,51 +/- 4,98 10,92 +/- 4,39 0,20
Acetoina 6,69 +/- 7,43 5,07 +/- 5,20 7,87 +/- 8,70 0,35
Acidos grasos insat. 0,45 +/- 0,67 0,32 +/- 0,36 0,56 +/- 0,83 0,38
Alanina 12,43 +/- 6,41 13,16 +/- 8,04 11,90 +/- 5,15 0,63
Alfa-glucosa 0,33 +/-0,36 0,24 +/- 0,19 0,41 +/- 0,44 0,20
Arginina 25,82 +/- 13,49 24,67 +/- 13,46 26,66 +/- 13,92 0,71
Ascorbato 8,52 +/- 4,42 8,01 +/- 6,05 8,90 +/- 2,89 0,66
Asparagina 5,68 +/- 2,91 6,35 +/- 2,49 5,19 +/- 3,18 0,32
Aspartato 7,82 +/- 5,33 8,44 +/- 6,60 7,37 +/- 4,37 0,62
Betaina 4,29 +/- 2,85 4,05 +/- 3,11 4,46 +/- 2,75 0,72
C18H3 2,70 +/- 3,04 3,59 +/- 4,43 2,05 +/-1,17 0,20
Carnitina 11,80 +/- 14,51 5,92 +/- 4,63 16,11 +/- 17,72 0,49
Colina 7,84 +/- 6,31 8,21 +/- 7,57 7,57 +/- 6,92 0,80
Citrato 22,38 +/- 22,78 34,35 +/- 23,64 13,60 +/- 18,23 0,01
Creatina 3,80 +/- 2,14 3,39 +/- 2,01 4,09 +/- 2,26 0,41
Creatinafosfato 18,88 +/- 10,29 18,92 +/- 9,34 18,85 +/- 11,26 0,98
Creatinina 2,02 +/-1,21 2,02 +/- 1,68 1,98 +/- 0,76 0,93
Cistationina 18,09 +/- 11,33 21,71 +/- 12,30 15,43 +/- 10,16 0,16
Cisteina 8,28 +/- 5,37 10,93 +/- 6,19 6,33 +/- 3,80 0,02
Etanol 10,25 +/- 7,59 13,09 +/- 10,19 8,17 +/- 4,21 0,15
Etanolamina 7,89 +/- 4,55 9,54 +/- 5,97 6,69 +/- 2,79 0,16
FACH2n 107,21 +/- 130,35 | 89,07 +/- 130,64 120,51 +/- 133,05 0,55
FACH3 21,61 +/- 22,05 22,79 +/- 26,09 20,75 +/- 19,51 0,82
FACOCH2 15,24 +/- 14,01 | 12,27 +/- 14,16 17,42 +/- 13,97 0,36
FACOCH2CH 16,52 +/- 15,34 13,49 +/- 14,40 18,74 +/- 16,11 0,40
Formato 0,34 +/- 0,26 0,36 +/- 0,35 0,32+/0,19 0,67
Fumarato 0,30 +/- 0,20 0,26 +/-0,21 0,33 +/-0,19 0,35
Glicerol-3- 12,48 +/- 11,11 14,38 +/- 12,28 11,09 +/- 10,38 0,46
fosfocolina

Glucosa 25,23 +/-14,51 | 25,53 +/- 11,80 25,01 +/- 16,60 0,93
Glutamato 41,19 +/- 21,81 38,41 +/- 20,37 43,22 +/- 23,29 0,58
Glutamina 16,30 +/- 10,15 16,39 +/-9,54 16,23 +/- 10,91 0,96
Glutation 29,27 +/- 16,81 27,69 +/- 12,32 30,43 +/- 19,81 0,69
Glicerol 30,22 +/- 24,32 41,12 +/- 31,22 22,23 +/- 14,08 0,04
Glicina 7,04 +/- 4,32 6,73 +/- 4,14 7,27 +/- 4,57 0,76
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Histidina 2,26 +/- 1,40 2,07 +/-1,12 2,40 +/- 1,60 0,56
Homocitrulina 18,23 +/- 11,73 22,85 +/- 13,13 14,84 +/- 9,68 0,08
Hipoxantina 0,87 +/- 0,57 0,83 +/- 0,56 0,89+/- 0,59 0,80
Inosina 10,99 +/- 7,49 7,88 +/- 4,34 13,27 +/- 8,58 0,04
Isoleucina 15,42 +/-9,01 18,88 +/- 11,70 12,89 +/- 5,58 0,09
Isovalerato 30,94 +/- 25,33 33,55 +/- 29,06 29,03 +/- 23,09 0,66
Lactato 35,86 +/- 19,63 24,54 +/- 12,41 44,16 +/-20,09 0,01
Leucina 21,53 +/- 12,50 24,88 +/- 16,19 19,07 +/- 8,73 0,24
Lisina 13,76 +/- 11,79 | 18,97 +/- 14,23 9,94 +/- 8,16 0,05
Metanol 4,70 +/- 3,83 4,51 +/- 3,06 4,84 +/- 4,41 0,83
Metionina 4,19 +/- 3,01 4,93 +/-4,12 3,65 +/-1,81 0,35
Mio-inositol 64,75 +/- 27,52 60,89 +/- 22,16 67,59 +/- 31,33 0,55
NAC 27,72 +/- 23,87 22,22 +/- 24,72 31,75 +/- 23,23 0,32
O-fosfocolina 22,95 +/- 11,71 19,80 +/- 9,47 21,78 +/- 13,37 0,67
O-fosfoetanolamina 20,33 +/-9,83 18,40 +/- 10,54 21,75 +/- 9,39 0,40
Fenilalanina 5,96 +/- 7,09 8,01 +/- 10,23 4,47 +/- 3,03 0,29
Prolina 32,54 +/- 16,29 32,94 +/- 19,32 32,24 +/- 14,40 0,91
Propilenglicol 9,44 +/- 12,30 9,96 +/- 9,93 9,05 +/- 14,12 0,84
Putrescina 6,39 +/- 3,76 8,10 +/- 3,72 5,14 +/- 3,37 0,04
Piruvato 0,49 +/- 0,36 0,48 +/- 0,45 0,50 +/- 0,30 0,85
Scilo-inositol 1,37 +/-1,19 0,98 +/- 0,92 1,65 +/-1,31 0,15
Serina 9,51 +/- 5,90 8,85 +/- 4,15 9,99 +/- 7,02 0,63
Succinato 0,69 +/- 0,52 0,58 +/- 0,47 0,77 +/- 0,55 0,38
Taurina 18,08 +/-9,79 21,52 +/- 10,96 15,57 +/- 8,33 0,12
Trans-aconitato 0,74 +/- 0,70 0,88 +/- 0,82 0,63 +/- 0,60 0,38
Treonina 7,93 +/- 6,32 7,49 +/- 5,70 8,26 +/- 6,92 0,76
Trimetilamina 2,70 +/- 2,05 2,53 +/-2,01 2,82 +/- 2,15 0,72
Triptéfano 4,37 +/- 3,37 3,87 +/- 2,96 4,74 +/- 3,70 0,53
Tiramina 2,93 +/- 2,06 2,21 +/-1,50 3,46 +/- 2,30 0,13
Tirosina 3,55 +/- 2,49 3,34 +/- 3,19 3,69 +/- 1,93 0,73
Uridina 6,26 +/- 5,07 3,69 +/- 1,93 4,20 +/-3,55 0,07
Valina 12,47 +/- 8,27 15,65 +/- 11,35 10,13 +/- 4,06 0,14
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Anexo IV

Anexo IV, Tabla 3. Niveles promedios de metabolitos (en ppm) entre diferentes
grupos. Estudio entre casos con vy sin recidiva bioquimica. Los valores se expresan en

media +/- desviacidn estandar. Se excluyen los mismos casos excluidos en el analisis

desarrollado en los resultados. Comparacion de medias mediante test U de Mann-

Whitney (valor de p).

METABOLITO TOTAL DE LA CON RECIDIVA SIN RECIDIVA p
MUESTRA

1,3-dihidroxiacetona 1,19 +/- 1,08 1,59 +/- 1,69 1,11 +/- 0,89 0,28
2-hidroxibutirato 18,32 +/- 10,96 19,14 +/- 9,57 18,14 +/- 11,30 0,74
2-oxoglutarato 2,55+/-1,73 2,67 +/-1,73 2,52 +/-1,74 0,76
2-fosfoglicerato 12,89 +/- 6,84 13,66 +/- 6,33 12,72 +/- 6,98 0,62
3-hidroxibutirato 10,47 +/-5,48 10,22 +/- 4,58 10,52 +/- 5,69 0,82
Acetoina 9,56 +/- 10,36 7,51 +/-5,89 10,02 +/- 11,09 0,38
Acidos grasos insat. 0,81 +/-1,32 0,57 +/-0,72 0,87 +/-1,42 0,41
Alanina 11,39 +/- 6,52 12,12 +/- 6,40 11,22 +/- 6,58 0,62
Alfa-glucosa 0,41 +/- 0,74 0,34 +/ 0,40 0,43 +/- 0,80 0,66
Arginina 20,07 +/- 11,35 19,78+/- 11,43 20,14 +/- 11,42 0,91
Ascorbato 7,31 +/-4,20 8,86 +/- 3,84 6,97 +/- 4,22 0,08
Asparagina 5,24 +/- 2,90 5,57 +/- 2,87 5,16 +/- 2,92 0,61
Aspartato 6,61 +/-4,14 7,24 +/- 3,84 6,47 +/- 4,21 0,50
Betaina 3,79 +/- 2,27 4,08 +/- 2,08 3,73 +/- 2,32 0,58
C18H3 1,44 +/- 2,19 1,12 +/- 0,90 1,51 +/-2,38 0,52
Carnitina 7,32 +/-9,41 10,36 +/- 11,40 6,64 +/- 8,86 0,15
Colina 6,11 +/- 4,40 6,07 +/- 3,20 6,12 +/- 4,64 0,97
Citrato 35,01 +/- 36,19 36,89 +/- 50,44 34,58 +/- 32,66 0,86
Creatina 3,27 +/- 2,17 3,42 +/- 2,25 3,24 +/- 2,16 0,76
Creatinafosfato 21,40 +/- 15,27 21,07 +/-9,57 21,47 +/- 16,32 0,92
Creatinina 2,44 +/- 1,59 2,65 +/- 1,46 2,39 +/- 1,63 0,56
Cistationina 21,94 +/- 14,40 21,13 +/- 15,09 22,13 +/- 14,35 0,80
Cisteina 8,55 +/- 5,74 8,68 +/- 5,93 8,52 +/- 5,74 0,91
Etanol 8,53 +/- 5,41 9,58 +/- 4,44 8,30 +/- 5,61 0,17
Etanolamina 7,14 +/- 4,31 6,70 +/- 2,72 7,23 +/- 4,60 0,96
FACH2n 128,40 +/- 162,16 | 107,44 +/- 138,45 | 132,93 +/- 167,34 | 0,57
FACH3 21,20 +/- 24,92 17,22 +/- 20,77 22,06 +/-25,77 0,48
FACOCH2 15,84 +/- 17,38 12,93 +/- 14,44 16,46 +/- 17,98 0,46
FACOCH2CH 18,80 +/- 17,81 13,97 +/- 15,45 17,41 +/- 18,31 0,48
Formato 0,31 +/-0,24 0,26 +/-0,12 0,32 +/-0,26 0,77
Fumarato 0,30 +/- 0,20 0,30 +/- 0,20 0,30 +/-0,21 0,89
Glicerol-3-fosfocolina 14,83 +/- 12,46 18,59 +/- 9,98 14,02 +/- 12,85 0,18
Glucosa 24,82 +/- 15,53 22,63 +/- 12,85 25,31 +/- 16,10 0,53
Glutamato 35,54 +/- 18,67 40,01 +/- 21,07 34,54 +/- 18,11 0,29
Glutamina 14,26 +/- 8,72 15,51 +/- 9,68 13,98 +/- 8,54 0,52
Glutatidn 23,56 +/- 11,57 25,04 +/- 11,09 23,23 +/- 11,72 0,57
Glicerol 23,69 +/- 22,32 19,69 +/- 9,36 24,57 +/- 24,24 0,92
Glicina 6,03 +/- 3,91 7,32 +/-4,42 5,74 +/- 3,76 0,19
Histidina 2,13+/-1,42 1,96 +/-1,37 2,16 +/- 1,44 0,59
Homocitrulina 20,23 +/- 13,43 21,88 +/- 17,40 19,86 +/- 12,50 0,59
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Hipoxantina 0,75 +/- 0,50 0,70 +/- 0,45 0,76 +/- 0,51 0,65
Inosina 9,11 +/- 5,52 8,95 +/- 5,29 9,15 +/- 5,61 0,89
Isoleucina 14,74 +/- 8,30 14,77 +/- 8,19 14,73 +/- 8,38 0,98
Isovalerato 36,23 +/- 27,05 37,74 +/- 18,20 35,89 +/- 28,74 0,80
Lactato 43,44 +/- 23,76 53,51 +/- 29,20 41,21 +/- 21,99 0,06
Leucina 19,82 +/- 10,67 19,93 +/- 9,90 19,79 +/- 10,90 0,96
Lisina 12,75 +/-9,29 12,34 +/- 7,39 12,84 +/-9,71 0,84
Metanol 3,56 +/- 4,42 2,91 +/-3,03 3,71 +/- 4,68 0,51
Metionina 4,64 +/- 2,44 5,02 +/- 2,68 4,56 +/- 2,40 0,50
Mio-inositol 65,83 +/- 32,33 69,86 +/- 26,96 64,96 +/- 33,48 0,58
NAC 26,37 +/- 28,76 22,24 +/- 23,18 27,26 +/- 29,89 0,52
O-fosfocolina 17,85 +/- 11,47 19,54 +/-8,46 17,47 +/- 12,05 0,51
O-fosfoetanolamina 17,92 +/- 9,66 22,18 +/- 9,55 16,97 +/- 9,48 0,04
Fenilalanina 4,21 +/-2,75 3,96 +/- 2,24 4,26 +/- 2,86 0,69
Prolina 27,70 +/- 14,94 28,82 +/- 14,47 27,45 +/- 15,13 0,74
Propilenglicol 11,39 +/- 29,93 7,11 +/- 4,68 12,34 +/- 32,98 0,53
Putrescina 9,46 +/- 8,14 10,71 +/- 10,19 9,18 +/- 7,66 0,50
Piruvato 0,53 +/-0,34 0,53 +/- 0,26 0,53 +/- 0,35 0,98
Scilo-inositol 0,78 +/- 1,25 0,69 +/- 0,89 0,80 +/- 1,32 0,76
Serina 8,05 +/- 4,70 9,09 +/- 3,63 7,82 +/- 4,90 0,33
Succinato 0,83 +/-0,63 1,10 +/- 0,92 0,77 +/- 0,53 0,22
Taurina 22,52 +/- 14,23 24,95 +/- 12,96 21,98 +/- 14,53 0,45
Trans-aconitato 1,25 +/-2,10 1,01 +/-1,37 1,30 +/- 2,23 0,60
Treonina 6,40 +/- 4,43 6,74 +/- 3,15 6,32 +/- 4,68 0,73
Trimetilamina 2,94 +/- 2,01 3,07 +/- 2,05 2,88 +/- 2,01 0,72
Triptéfano 3,91 +/- 2,49 3,66 +/- 2,58 3,97 +/- 2,48 0,65
Tiramina 3,04 +/- 1,97 2,76 +/- 1,51 3,10 +/- 2,06 0,53
Tirosina 3,24 +/- 2,11 3,50 +/- 1,86 3,18 +/- 2,16 0,58
Uridina 5,74 +/- 5,03 4,54 +/- 3,72 6,01 +/- 5,26 0,27
Valina 12,24 +/- 6,82 11,81 +/- 6,44 12,33 +/- 6,94 0,78
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Anexo IV

Anexo IV, Tabla 4. Niveles promedios de metabolitos (en ppm) entre diferentes
grupos. Estudio entre enfermos y sanos en orina. Los valores se expresan en media +/-
los mismos casos excluidos en el analisis

desviacion estandar. Se excluyen

desarrollado en los resultados. Comparacién de medias mediante test T-Student (valor

de p).
METABOLITO TOTAL DE LA ENFERMOS SANOS p
MUESTRA

2-Furoilglicina 4,80 +/- 4,99 5,04 +/- 5,02 4,15 +/- 3,93 0,16
2-hidroxibutirato 4,46 +/- 4,92 4,75 +/- 6,59 4,10+/- 1,60 0,35
2-hidroxiisobutirato 2,87 +/-1,10 2,77 +/- 0,92 3,03 +/- 1,25 0,09
2-fenilpropionato 7,74 +/- 4,47 7,46 +/- 4,27 7,85 +/- 4,54 0,54
3-hidroxibutirato 9,25 +/- 6,53 8,63+/-5,74 9,49 +/- 6,62 0,33
3-hidroxiquinurenina 3,99 +/- 2,14 3,75 +/- 1,83 4,15 +/- 2,29 0,17
3-metil-2-oxovalerato 6,28+/- 2,62 6,27 +/- 2,61 6,29 +/- 2,65 0,96
4-aminohipurato 3,14 +/- 1,69 2,81+1,41 3,51 +/-1,90 0,01
Acetato 1,20 +/- 0,62 1,20 +/- 0,59 1,20 +/- 0,66 0,99
Acetoacetato 3,98 +/- 1,90 3,85 +/- 1,86 4,13 +/-1,94 0,31
Acetoina 3,72 +/-1,81 3,75 +/- 1,81 3,69 +/- 1,83 0,81
Alanina 8,59 +/- 4,11 8,55 +/- 4,32 8,64 +/- 3,89 0,87
Arabinosa 17,23 +/-7,59 16,34 +/- 6,01 18,25 +/- 9,01 0,08
Arginina 18,17 +/- 8,07 17,39 +/- 7,64 19,07 +/- 8,49 0,14
Betaina 10,94 +/- 14,29 9,66 +/- 1,75 12,42 +/- 16,69 0,18
Carnosina 6,49 +/- 4,92 6,96 +/- 5,27 5,95 +/- 4,44 0,15
Cis-aconitato 2,09+/-1,21 1,92 +/-1,10 2,29 +/- 1,31 0,03
Citrato 48,37 +/- 28,35 50,82 +/- 31,78 45,56 +/- 23,65 0,18
Colina 4,09 +/- 2,01 3,79 +/- 1,91 4,42 +/- 2,06 0,02
Creatina 12,78 +/- 14,63 12,85 +/- 15,25 12,70 +/- 13,97 0,94
Creatinafosfato 16,27 +/- 12,23 17,70 +/- 15,47 14,63 +/-51 0,06
Creatinina 155,84 +/- 69,92 | 156,03 +/- 59,74 | 155,62+/- 80,41 0,96
Dimetilamina 3,20 +/- 5,51 3,28 +/- 5,78 3,12 +/- 5,22 0,83
Etanolamina 11,19 +/- 4,81 10,62 +/- 5,03 11,86 +/- 4,46 0,07
Formato 0,51 +/- 0,36 0,48 +/- 0,31 0,55 +/- 0,40 0,14
Fucosa 16,21 +/- 7,65 15,74 +/-7,33 16,75 +/- 8,01 0,35
Fumarato 0,13 +/- 0,07 0,14 +/- 0,07 0,13 +/- 0,08 0,76
Gentisato 2,45 +/- 1,22 2,42 +/- 1,23 2,49 +/- 1,21 0,72
Glucosa 64,41 +/- 152,57 | 66,40 +/- 152,21 | 62,12 +/- 153,78 | 0,84
Glutamato 10,32 +/- 3,96 10,28 +/- 3,97 10,36 +/- 3,97 0,88
Glutamina 20,40 +/-7,31 19,14 +/ 6,07 21,86 +/-8,31 0,01
Glicina 9,81 +/- 5,08 9,62 +/-4,74 10,01 +/- 5,67 0,59
Hipurato 66,53 +/- 56,55 69,35 +/- 59,16 63,29 +/- 53,52 0,45
Histidina 4,15 +/- 3,03 4,30 +/- 3,49 3,98 +/- 2,41 0,45
Hipoxantina 0,76 +/- 0,57 0,73 +/- 0,55 0,80+/- 0,59 0,39
Imidazol 1,78 +/-1,27 1,68 +/-1,33 1,89 +/-1,19 0,24
Indol-3-lactato 10,73 +/- 5,08 10,41 +/- 4,85 11,10 +/- 5,34 0,34
Isobutirato 1,32 +/-1,90 1,47 +/- 2,45 1,14 +/- 0,92 0,20
Isoleucina 3,18 +/- 1,47 3,21 +/-1,67 3,16 +/- 1,20 0,81
Quinurenina 4,84 +/-2,22 4,97 +/-2,10 4,69 +/- 2,36 0,37
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Lactato 7,10 +/- 5,12 7,57 +/- 6,07 6,56 +/- 3,69 0,16
Leucina 4,26 +/-1,61 4,19 +/-1,72 4,34 +/-1,48 0,52
Malonato 1,33 +/-1,62 1,43 +/-2,10 1,20 +/- 0,76 0,32
Manosa 5,56 +/- 5,71 5,09 +/- 3,14 6,11 +/- 7,66 0,23
Metanol 3,41 +/- 2,27 3,29 +/- 2,30 3,55 +/-2,24 0,40
Metilamina 1,28 +/-1,72 1,21 +/-1,87 1,35+/-1,52 0,57
Metilmalonato 6,97 +/ 3,46 7,12 +/- 3,57 6,80 +/- 3,35 0,51
Metilsuccinato 4,18 +/- 2,67 4,43 +/- 3,17 3,90 +/- 1,92 0,14
Mio-inositol 31,36 +/-14,31 | 31,19+/-13,59 | 31,55+/-1523 | 0,85
N-acetilserotonina 5,55 +/- 2,72 5,33 +/-2,39 5,80 +/- 3,05 0,23
N-metilhidantoina 3,30 +/- 1,80 3,21 +/- 1,66 3,41 +/-1,96 0,44
N-fenilacetilglicina 30,66 +/- 19,28 | 31,71+/-21,75 | 29,45+/-1599 | 0,41
Nicotinamida N-dxido 0,97 +/- 0,55 0,96 +/- 0,56 0,99 +/- 0,54 0,72
O-Acetilcarnitina 7,05 +/- 4,43 6,94 +/- 4,84 7,19 +/- 3,92 0,69
O-Fosfocolina 8,19 +/- 6,81 7,37 +/- 6,19 9,13 +/- 7,38 0,07
Fenilalanina 7,09 +/- 6,64 6,62 +/- 5,65 7,62 +/-7,62 0,28
Prolina 27,16 +/- 10,15 25,96 +/- 9,65 28,55 +/- 10,59 0,07
Piridoxina 3,71 +/- 2,60 3,80 +/- 2,67 3,61+/-2,53 0,61
Piruvato 1,27 +/ 0,66 1,31 +/-0,77 1,22 +/ 0,52 0,36
Ribosa 27,52 +/- 16,18 25,48 +/- 13,19 | 29,86 +/- 18,87 0,06
Sarcosina 12,15 +/- 6,36 11,69 +/- 5,91 12,68 +/- 6,84 0,27
Succinato 1,24 +/- 0,85 1,17 +/- 0,94 1,31+/-0,72 0,24
Sucrosa 11,97 +/- 9,30 12,72 +/-9,99 11,12 +/- 8,40 0,22
Taurina 21,84 +/-16,72 | 21,85+/-19,65 | 21,83+/-12,63 | 0,99
Treonina 4,96 +/- 3,05 4,58 +/- 2,64 5,41 +/- 3,42 0,05
Trigonelina 7,64 +/- 5,31 8,19 +/- 6,01 7,01 +/- 4,32 0,10
Trimetilamina 0,59 +/- 0,41 0,58 +/- 0,39 0,61 +/-0,44 0,69
Trimetilamina N-6xido 13,93 +/- 25,61 15,18 +/- 30,61 12,49 +/- 18,29 0,46
Triptéfano 7,15 +/- 4,50 7,16 +/- 4,38 7,13 +/- 4,66 0,96
Tiramina 3,72 +/- 1,85 3,56 +/- 1,68 3,91 +/- 2,02 0,19
Tirosina 4,54 +/- 2,20 4,51+/-2,27 4,59 +/- 2,14 0,79
Urea 128,38 +/- 105,06 |128,25 +/- 111,68 | 128,53 +/-97,49 | 0,98
Uridina 2,30 +/- 1,52 2,22 +/-1,51 2,38 +/- 1,53 0,47
Valina 3,50 +/- 1,13 3,39 +/- 1,09 3,62 +/-1,17 0,14
Xantosina 4,12 +/- 2,65 3,85 +/- 2,45 4,43 +/- 2,84 0,12
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Anexo IV

Anexo IV, Tabla 5. Niveles promedios de metabolitos (en ppm) entre diferentes
grupos. Estudio entre Gleason 6-7 frente a Gleason 8 o mayor en orina. Los valores se
expresan en media +/- desviacion estandar. Se excluyen los mismos casos excluidos en
el analisis desarrollado en los resultados. Comparacion de medias mediante test U de

Mann-Whitney (valor de p).

METABOLITO TOTAL DE LA GLEASON 6-7 GLEASON 8 O p
MUESTRA MAYOR

2-Furoilglicina 5,04 +/- 5,02 5,43 +/- 5,44 4,21 +/- 3,93 0,24
2-hidroxibutirato 4,75+/- 6,59 4,30 +/- 4,78 5,72 +/-9,36 0,30
2-hidroxiisobutirato 2,77 +/- 0,92 2,78 +/- 0,87 2,74 +/- 1,05 0,87
2-fenilpropionato 7,46 +/- 4,27 7,39 +/- 3,90 7,61 +/- 5,03 0,80
3-hidroxibutirato 8,63 +/- 7,54 8,84 +/- 6,16 8,20 +/- 4,81 0,59
3-hidroxiquinurenina 3,75 +/- 1,83 3,66 +/- 1,87 3,94 +/- 1,74 0,47
3-metil-2-oxovalerato 6,27 +/- 2,61 6,14 +/- 2,50 6,55 +/- 2,85 0,45
4-aminohipurato 2,81+/-1,41 2,82 +/-1,35 2,79 +/- 1,57 0,92
Acetato 1,20 +/- 0,59 1,15 +/- 0,53 1,30 +/- 0,69 0,21
Acetoacetato 3,85 +/- 1,86 3,71 +/- 1,47 4,11 +/- 2,49 0,41
Acetoina 3,75 +/- 1,81 3,53 +/-1,29 4,20 +/- 2,56 0,16
Alanina 8,55 +/- 4,32 8,12 +/- 4,03 9,44 +/- 4,82 0,14
Arabinosa 16,34 +/- 6,01 16,23 +/- 5,87 16,59 +/- 6,36 0,77
Arginina 17,39 +/- 7,64 17,41 +/- 8,18 17,36 +/- 6,45 | 0,97
Betaina 9,66 +/- 11,75 9,62 +/-10,18 9,76 +/- 14,72 0,95
Carnosina 6,96 +/- 5,27 7,26 +/- 5,80 6,33 +/- 3,94 0,40
Cis-aconitato 1,92 +/-1,10 1,99 +/- 1,07 1,76 +/- 1,14 0,30
Citrato 50,82 +/- 31,78 49,63 +/- 33,20 53,33 +/- 28,87 0,41
Colina 3,79 +/-1,91 3,90 +/- 2,11 3,57 +/- 1,40 0,41
Creatina 12,85 +/- 15,25 12,74 +/- 14,11 13,09 +/- 17,65 0,91
Creatinafosfato 17,70 +/- 15,47 18,36 +/- 17,82 16,30 +/- 8,70 0,52
Creatinina 156,03 +/- 59,74 160,42 +/- 59,28 | 146,72 +/-60,51 | 0,27
Dimetilamina 3,28 +/- 5,78 3,24 +/-5,73 3,37 +/- 5,96 0,91
Etanolamina 10,62 +/- 5,03 10,60 +/- 5,25 10,65 +/- 4,61 0,95
Formato 0,48 +/- 0,31 0,45 +/- 0,21 0,54 +/- 0,46 0,18
Fucosa 15,74 +/-7,33 14,82 +/- 5,97 17,67 +/-9,41 0,11
Fumarato 0,14 +/- 0,07 0,13 +/- 0,07 0,15 +/- 0,08 0,35
Gentisato 2,42 +/- 1,23 2,53 +/-1,32 2,20 +/- 0,98 0,20
Glucosa 66,41 +/- 152,21 60,45 +/- 140,72 | 79,01 +/-175,70 | 0,56
Glutamato 10,28 +/- 3,97 10,23 +/- 3,77 10,40 +/- 4,42 0,83
Glutamina 19,14 +/- 6,07 19,65 +/- 6,25 18,06 +/- 5,60 0,21
Glicina 9,62 +/- 4,74 9,16 +/- 4,31 10,62 +/- 5,47 0,13
Hipurato 69,35 +/- 59,16 67,68 +/- 56,89 72,87 +/- 64,45 0,67
Histidina 4,30 +/- 3,49 4,50 +/- 3,75 3,87 +/- 2,86 0,38
Hipoxantina 0,73 +/- 0,55 0,70 +/- 0,48 0,78 +/- 0,67 0,52
Imidazol 1,68 +/-1,33 1,67 +/-1,41 1,70 +/- 1,18 0,92
Indol-3-lactato 10,41 +/- 4,85 10,37 +/- 4,95 10,52 +/-4,69 | 0,88
Isobutirato 1,47 +/- 2,45 1,26 +/- 1,90 1,91 +/- 3,33 0,20
Isoleucina 3,21 +/-1,67 3,17 +/- 1,74 3,28 +/- 1,56 0,74
Quinurenina 4,97 +/- 2,10 4,85 +/-2,03 5,24 +/- 2,27 0,37
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Lactato 7,57 +/- 6,07 6,95 +/- 3,80 8,90 +/-9,14 0,12
Leucina 4,19 +/-1,72 4,08 +/- 1,44 4,42 +/-2,22 0,34
Malonato 1,43 +/- 2,10 1,60 +/- 2,47 1,08 +/- 0,86 0,24
Manosa 5,09 +/- 3,14 5,07 +/- 3,16 5,12 +/- 3,15 0,94
Metanol 3,29 +/- 2,30 3,40 +/- 2,23 3,04 +/- 2,46 0,45
Metilamina 1,21 +/-1,87 1,01 +/-1,32 1,65 +/- 2,66 0,19
Metilmalonato 7,12 +/- 3,57 6,96 +/- 3,29 7,44 +/- 4,14 0,52
Metilsuccinato 4,43 +/- 3,17 4,51 +/- 3,30 4,28 +/- 2,92 0,73
Mio-inositol 31,19 +/- 13,59 30,20 +/- 12,24 | 33,29 +/- 16,07 | 0,27
N-acetilserotonina 5,33 +/- 2,39 5,30 +/- 2,19 5,40 +/- 2,81 0,83
N-metilhidantoina 3,21 +/- 1,66 3,08 +/- 1,64 3,47 +/-1,70 0,25
N-fenilacetilglicina 31,71 +/- 21,75 30,60 +/- 18,01 | 34,06 +/-28,27 | 0,44
Nicotinamida N-dxido 0,96 +/- 0,56 0,92 +/- 0,53 1,04 +/- 0,62 0,28
O-Acetilcarnitina 6,94 +/- 4,84 6,74 +/- 4,43 7,37 +/- 5,67 0,53
O-Fosfocolina 7,37 +/- 6,19 7,46 +/- 6,60 7,18 +/- 5,31 0,83
Fenilalanina 6,62 +/- 5,65 6,27 +/- 5,42 7,36 +/- 6,14 0,35
Prolina 25,96 +/-9 25,95 +/- 9,98 25,96 +/- 9,04 0,99
Piridoxina 3,80 +/- 2,67 3,61 +/-2,52 4,21+/- 2,95 0,27
Piruvato 1,31 +/-0,77 1,32 +/- 0,86 1,28 +/- 0,55 0,81
Ribosa 25,48 +/- 13,19 26,32 +/- 13,35 23,71 +/- 12,85 0,34
Sarcosina 11,69 +/- 5,91 11,35 +/- 5,46 12,42 +/- 6,80 0,38
Succinato 1,17 +/- 0,94 1,21 +/-1,10 1,08 +/- 0,43 0,51
Sucrosa 12,72 +/-9,99 12,35 +/- 10,83 13,50 +/- 8,01 0,58
Taurina 21,85 +/- 19,65 22,75 +/-22,74 | 19,93 +/-10,52 | 0,49
Treonina 4,58 +/- 2,64 4,51 +/- 2,84 4,73 +/- 2,20 0,69
Trigonelina 8,19 +/- 6,01 8,50 +/- 6,59 7,52 +/- 4,54 0,43
Trimetilamina 0,58 +/- 0,39 0,58 +/- 0,40 0,57 +/- 0,38 0,89
Trimetilamina N-6xido 15,18 +/- 30,61 15,61 +/- 33,43 14,27 +/- 24,01 0,83
Triptéfano 7,16 +/- 4,38 7,32 +/-4,76 6,83 +/- 3,48 0,59
Tiramina 3,56 +/- 1,68 3,65 +/- 1,63 3,36 +/-1,78 0,40
Tirosina 4,51 +/- 2,27 4,57 +/- 2,27 4,36 +/- 2,30 0,65
Urea 128,25 +/- 111,68 |135,59 +/- 109,01 | 112,70 +/- 117,30 | 0,32
Uridina 2,22 +/-1,51 2,22 +/-1,35 2,23 +/-1,83 0,96
Valina 3,39 +/- 1,09 3,38 +/- 1,01 3,40 +/- 1,25 0,91
Xantosina 3,85 +/- 2,45 3,78 +/- 2,22 3,99 +/- 2,89 0,69
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Anexo IV, Tabla 6. Niveles promedios de metabolitos (en ppm) entre diferentes
grupos. Estudio en orina entre casos con y sin recidiva bioquimica. Los valores se
expresan en media +/- desviacion estandar. Se excluyen los mismos casos excluidos en
el analisis desarrollado en los resultados. Comparacion de medias mediante test U de

Mann-Whitney (valor de p).

METABOLITO TOTAL DE LA CON RECIDIVA SIN RECIDIVA p
MUESTRA

2-Furoilglicina 4,93 +/- 5,07 4,50 +/- 3,93 5,02 +/- 5,29 0,72
2-hidroxibutirato 4,97 +/- 7,27 7,12 +/- 13,53 4,52 +/- 5,14 0,47
2-hidroxiisobutirato 2,77 +/- 0,94 2,82 +/-0,93 2,76 +/- 0,94 0,82
2-fenilpropionato 7,48 +/- 4,01 8,28 +/- 5,20 7,31 +/-3,73 0,39
3-hidroxibutirato 8,47 +/- 5,32 7,35 +/- 3,99 8,71 +/- 5,56 0,37
3-hidroxiquinurenina 3,72 +/- 1,87 4,37 +/-1,90 3,58 +/- 1,85 0,14
3-metil-2-oxovalerato 6,12 +/- 2,53 5,82 +/- 2,36 6,18 +/- 2,58 0,61
4-aminohipurato 2,81+/-1,48 2,82 +/-1,21 2,81 +/-1,54 0,98
Acetato 1,21 +/-0,62 1,25 +/- 0,62 1,20 +/-0,63 0,79
Acetoacetato 3,88 +/-1,92 4,32 +/-2,78 3,79 +/- 1,70 0,32
Acetoina 3,72 +/-1,83 4,22 +/-2,41 3,61 +/-1,68 0,24
Alanina 8,66 +/- 4,48 8,70 +/- 4,55 8,65 +/- 4,50 0,96
Arabinosa 16,31 +/- 5,75 17,87 +/- 6,64 15,98 +/- 5,54 0,25
Arginina 17,21 +/-7,59 16,41 +/- 7,02 17,38 +/-7,74 0,65
Betaina 9,88 +/- 12,29 7,23+/- 5,73 10,44 +/- 13,23 0,36
Carnosina 7,41 +/- 5,55 6,16 +/- 3,88 7,67 +/- 5,83 0,34
Cis-aconitato 1,95 +/-1,17 1,81 +/- 0,84 1,98 +/- 1,23 0,62
Citrato 52,82 +/- 31,52 49,56 +/- 21,95 53,51 +/- 33,27 0,66
Colina 3,84 +/-1,91 3,38 +/- 1,48 3,94 +/- 1,98 0,31
Creatina 13,04 +/- 15,43 21,82 +/-31,97 11,19 +/- 8,04 0,22
Creatinafosfato 18,20 +/- 16,69 13,78 +/- 7,24 19,13 +/- 17,96 0,26
Creatinina 154,66 +/- 62,58 156,80 +/- 39,09 | 154,21 +/-66,70 | 0,84
Dimetilamina 3,79 +/- 6,31 3,45 +/- 4,65 3,86 +/- 6,63 0,82
Etanolamina 10,68 +/- 5,28 10,23 +/- 4,70 10,78 +/- 5,42 0,71
Formato 0,49 +/- 0,34 0,42 +/- 0,16 0,51 +/-0,36 0,35
Fucosa 15,08 +/- 6,68 13,51 +/- 7,34 15,41 +/- 6,54 0,32
Fumarato 0,14 +/- 0,08 0,13 +/- 0,07 0,14 +/- 0,08 0,55
Gentisato 2,44 +/- 1,30 2,27 +/- 0,83 2,48 +/- 1,39 0,58
Glucosa 62,80 +/- 153,35 21,34 +/-15,35 | 71,56 +/- 167,51 | 0,07
Glutamato 10,23 +/- 4,03 9,83 +/-4,16 10,32 +/- 4,07 0,67
Glutamina 19,04 +/- 6,35 19,30 +/- 5,72 18,99 +/- 6,51 0,86
Glicina 9,86 +/- 4,79 9,04 +/- 4,02 10,04 +/- 4,95 0,46
Hipurato 70,92 +/- 60,76 74,23 +/- 81,17 70,22 +/- 56,24 0,81
Histidina 4,61+/-3,78 4,65 +/- 3,85 4,61 +/-3,79 0,96
Hipoxantina 0,72 +/- 0,59 0,82 +/- 0,85 0,71 +/- 0,52 0,51
Imidazol 1,70 +/- 1,42 1,95 +/-1,29 1,65 +/-1,44 0,45
Indol-3-lactato 10,20 +/- 4,95 10,15 +/- 4,94 10,21 +/- 4,98 0,96
Isobutirato 1,25 +/-1,80 0,75 +/- 0,30 1,36 +/-1,96 0,23
Isoleucina 3,24 +/- 1,82 2,90 +/- 0,88 3,31 +/- 1,95 0,42
Quinurenina 4,95 +/ 2,15 5,05 +/- 2,35 4,93 +/-2,12 0,84
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Lactato 7,73 +/- 6,57 6,33 +/- 3,49 8,03 +/- 7,03 0,36
Leucina 4,17 +/-1,77 4,22 +/-1,43 4,16 +/- 1,84 0,89
Malonato 1,55 +/-2,31 1,24 +/- 0,55 1,61 +/-2,53 0,57
Manosa 4,93 +/- 3,07 4,18 +/-2,03 5,09 +/- 3,24 0,30
Metanol 3,23 +/- 2,42 2,72 +/- 2,84 3,34 +/- 2,33 0,37
Metilamina 1,28 +/-2,04 1,03 +/-1,27 1,34 +/-2,17 0,59
Metilmalonato 7,15 +/- 3,61 7,98 +/- 4,70 6,97 +/- 3,35 0,32
Metilsuccinato 4,50 +/- 3,38 4,27 +/-1,76 4,55 +/- 3,64 0,76
Mio-inositol 31,11 +/- 13,89 30,94 +/- 19,67 31,15+/-12,52 | 0,95
N-acetilserotonina 5,24 +/- 2,45 4,34 +/- 1,65 5,43 +/- 2,55 0,11
N-metilhidantoina 3,26 +/-1,71 3,41+/-1,61 3,23 +/-1,74 0,70
N-fenilacetilglicina 32,59 +/- 23,26 35,97 +/- 29,51 31,88 +/- 21,91 0,53
Nicotinamida N-dxido 0,95 +/- 0,57 1,05 +/- 0,66 0,92 +/- 0,55 0,44
O-Acetilcarnitina 6,79 +/- 4,97 7,69 +/- 7,48 6,60 +/- 4,32 0,44
O-Fosfocolina 7,19 +/- 6,23 7,41 +/- 5,54 7,14 +/- 6,41 0,88
Fenilalanina 6,52 +/-5,73 7,25 +/- 4,86 6,37 +/- 5,92 0,59
Prolina 25,96 +/- 10,03 22,60 +/- 6,36 26,67 +/- 10,54 0,15
Piridoxina 3,82 +/-2,70 3,01 +/- 1,56 3,99 +/- 2,86 0,07
Piruvato 1,28 +/- 0,64 1,18 +/- 0,54 1,30 +/- 0,66 0,50
Ribosa 25,29 +/- 14,15 22,91 +/-12,30 25,80 +/- 14,54 0,47
Sarcosina 11,29 +/- 5,75 11,75 +/- 7,26 11,19 +/- 5,44 0,73
Succinato 1,18 +/-1,01 1,04 +/- 0,48 1,20 +/- 1,09 0,58
Sucrosa 12,56 +/- 9,26 12,03 +/- 6,36 12,67 +/-9,79 0,81
Taurina 22,15 +/- 21,03 17,24 +/- 9,35 23,18 +/-22,66 | 0,32
Treonina 4,66 +/-2,81 4,42 +/- 1,68 4,70 +/- 3,01 0,72
Trigonelina 8,34 +/- 6,12 6,21 +/-3,76 8,79 +/- 6,45 0,13
Trimetilamina 0,54 +/- 0,31 0,52 +/- 0,24 0,55 +/- 0,32 0,74
Trimetilamina N-6xido 15,19 +/- 32,78 27,61 +/- 66,19 12,56 +/- 19,72 0,39
Triptéfano 6,98 +/- 4,45 6,32 +/- 2,98 7,12 +/-4,71 0,53
Tiramina 3,51+/-1,73 3,53 +/- 2,08 3,51 +/-1,67 0,96
Tirosina 4,57 +/- 2,32 4,01 +/-1,44 4,69 +/- 2,46 0,30
Urea 128,41 +/- 112,25 | 168,72 +/- 128,72 | 119,89 +/- 107,54 | 0,12
Uridina 2,10 +/- 1,48 2,25 +/-1,22 2,07 +/- 1,53 0,68
Valina 3,41 +/- 1,10 3,35 +/- 1,02 3,42 +/- 1,12 0,83
Xantosina 3,97 +/- 2,55 4,46 +/- 3,11 3,86 +/- 2,43 0,41
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