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RESUMEN

El cancer de pulmén (CP) es el cancer mas comudn a nivel mundial, y es la principal
causa de muerte por esta enfermedad, segun datos reportados por Globocan 2022. En
Espafa, es el cuarto cancer mas comun en incidencia y mortalidad. Actualmente, las
lineas de investigacion optan por identificar biomarcadores sanguineos poco invasivos,
sensibles y especificos para la deteccion temprana del CP, y para estimar la respuesta
a los tratamientos oncoldgicos y la progresion tumoral. La integraciéon de la
metabolémica en la investigacion del CP puede facilitar la identificacién de
biomarcadores plasmaticos de diagnéstico, de pronéstico, asi como la personalizacién

de los tratamientos oncoldgicos.

En esta tesis doctoral se analizaron los cambios en los niveles circulantes de metabolitos
en pacientes con cancer de pulmén no microcitico (CPNM) en comparacion con
controles sanos, y se determinaron los efectos de la radioterapia conformada (CRT) y
la radioterapia corporal esterotactica (SBRT). Se reclutaron 91 pacientes con CPNM (38
CRT y 53 SBRT) y 40 controles sanos. Los niveles de 74 metabolitos plasmaticos se
evaluaron utilizando la técnica de metabolomica semidirigida, observando 32
metabolitos elevados y 18 disminuidos en los pacientes tratados con CPNM. Metabolitos
como el acido etilmalénico, la maltosa, el acido 3-fosfoglicérico, la taurina, el acido
glutamico, el acido glicolico y la d-arabinosa, mostraron una curva ROC con una clara
discriminacién entre pacientes y controles. Tras la administracién de la RT, con ambas
técnicas, CRT y SBRT, se observaron diferentes cambios metabdlicos, con una

tendencia a la normalizacién de las vias de metabolismo energético y de aminoacidos.

En conclusién, la metabolémica identifico firmas metabdlicas especificas en pacientes
con CPNM, demostrando su papel como potenciales biomarcadores diagndsticos. Las
diferentes respuestas metabdlicas a la CRT y SBRT podrian estar relacionadas con las
variaciones en la dosis, las técnicas de tratamiento y las caracteristicas clinicas de los
pacientes. Los resultados de la presente tesis subrayan la posible utilidad de la
metabolémica para la identificacion de biomarcadores de diagnéstico precoz, de

valoracién de la respuesta a la RT y de prondstico.
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RESUM

El cancer de pulmé (CP) és el cancer més comu en I'ambit mundial, i és la principal
causa de mort per aquesta malaltia, segons dades reportades per Globocan 2022. A
Espanya, és el quart cancer més comu en incidencia i mortalitat. Actualment, les vies
de recerca opten per identificar biomarcadors sanguinis poc invasius, sensibles i
especifics per a la deteccioé preco¢ del CP, i per avaluar la resposta als tractaments
oncologics i la progressié tumoral. La integracié de la metabolomica en la recerca del
CP pot facilitar la identificacié de biomarcadors plasmatics de diagnostic i de pronostic,

aixi com la personalitzacié dels tractaments oncologics.

En aquesta tesi doctoral es van analitzar els canvis en els nivells circulants de metabdlits
en pacients amb cancer de pulmé no microcitic (CPNM) en comparacié amb controls
sans, i es van determinar els efectes de laradioterapia conformada (CRT)i
la radioterapia corporal esterotaxica (SBRT). Es van reclutar 91 pacients
amb CPNM (38 CRT i 53 SBRT) i 40 controls sans. Els nivells de 74 metabolits
plasmatics es van avaluar utilitzant la técnica de metaboldmica semidirigida, observant
32 metabdlits elevats i 18 disminuits en els pacients tractats amb CPNM. Metabolits com
I'acid etilmaldnic, la maltosa, I'acid 3-fosfogliceric, la taurina, I'acid glutamic, I'acid glicolic
i la d-arabinosa, van mostrar una corba ROC amb una clara discriminacio6 entre pacients
i controls. Després de I'administraciéo de RT amb ambdues técniques, CRT i SBRT, es

van observar diferents canvis metabolics, amb una tendencia a la normalitzacié.

Com a conclusio, la metabolomica va identificar signatures metaboliques especifiques
en pacients amb CPNM, demostrant el seu paper com a potencials biomarcadors
diagnostics. Les diferents respostes metaboliques a la CRT i la SBRT podrien estar
relacionades amb les variacions en les dosis, les tecniques de tractament i les
caracteristigues cliniques dels pacients. Els resultats de la present tesis subratllen la
possible utilitat de la metabolomica per a la identificacié de biomarcadors de diagnostic

precog, de valoracio de la resposta a la RT i de pronostic.
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ABSTRACT

Lung cancer (LC) is the most commonly occurring cancer worldwide and the leading
cause of cancer-related deaths globally, reported by Globocan 2022. In Spain, LC is the
fourth site of cancer in incidence and cancer deaths. Current research focuses on
identifying minimally invasive, sensitive, and specific blood biomarkers for early detection
of LC, and to estimate responses to cancer treatments and tumor progression. The
integration of metabolomics into LC research may facilitate the identification of plasma

biomarkers for diagnosis, prognosis, and personalization of cancer treatments.

This PhD thesis explored shifts in circulating metabolite levels in non-small cell lung
cancer (NSCLC) patients versus healthy controls and examined the effects of
conventionally radiation therapy (CRT) and stereotactic body radiation therapy (SBRT).
We enrolled 91 NSCLC patients (38 CFRT and 53 SBRT) and 40 healthy controls.
Plasma metabolite levels were assessed using semi-targeted metabolomics, revealing
32 elevated and 18 reduced metabolites in patients. Key discriminatory metabolites
included ethylmalonic acid, maltose, 3-phosphoglyceric acid, taurine, glutamic acid,
glycocolic acid, and d-arabinose, with a combined ROC curve indicating perfect
discrimination between patients and controls. CRT and SBRT affected different
metabolites, but both changes suggested a partial normalization of energy and amino

acid metabolism pathways.

In conclusion, metabolomics identified distinct metabolic signatures in NSCLC patients
with potential as diagnostic biomarkers. . The different metabolic responses to CRT and
SBRT may be related to variations in dosage, treatment techniques, and clinical
characteristics of the patients. The results of this thesis emphasize the potential utility of
metabolomics for identifying early diagnostic biomarkers, assessing RT response, and

prognosis.
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JUSTIFICACION

El cancer de pulmén (CP) es el cancer mas comun a nivel mundial, y es la principal
causa de muerte por esta enfermedad, segun datos reportados por Globocan 2022. En
Espafia, es el cuarto cancer mas comun en incidencia y mortalidad 1. La susceptibilidad
genética, los agentes ambientales y el estilo de vida son factores importantes que
contribuyen a la etiologia del CP, siendo el principal factor de riesgo el tabaco,
responsable del 85%-90% de los casos [22]. El cancer de pulmén no microcitico (CPNM)
representa mas del 85% de los casos de CP y se clasifica en tres subtipos histolégicos
principales: adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas y carcinoma de células
grandes. A pesar de los avances en el tratamiento en los Ultimos afos, las tasas de
supervivencia global a 5 afios siguen siendo bajas, variando del 72% en los estadios
iniciales hasta el 15% en los estadios avanzados [“. La radioterapia (RT) es uno de los
pilares del tratamiento multidisciplinar del CP, junto con la cirugia, la quimioterapia, la
inmunoterapia y las terapias dirigidas. La RT conformada (CRT) con quimioterapia
concomitante es el tratamiento estandar para el CPNM localmente avanzado, mientras
gue la RT corporal estereotactica (SBRT del inglés stereotactic body radiation therapy)
es el tratamiento de eleccion en pacientes con CPNM en estadios iniciales inoperables,
debido a la edad, a comorbilidades o por decision del propio paciente 591,

Aunqgue la tomografia computarizada de baja dosis (LDCT) ha demostrado ser una
buena técnica para el diagnéstico precoz del CP, su papel sigue siendo controvertido
debido a su baja especificidad, falta de rentabilidad y exposicién del paciente a
pequefias dosis de radiacion . Actualmente, las vias de investigacién optan por
identificar biomarcadores sanguineos poco invasivos, sensibles y especificos para la
deteccion precoz del CP, y para estimar la respuesta a los tratamientos oncoldgicos y
la progresién tumoral 9],

Las células tumorales sufren alteraciones metabdlicas, como el aumento de la glicdlisis
aerdbica (efecto Warburg) y la glutaminolisis, asi como en las vias de sintesis de
aminoacidos vy lipidos (1011,

La metabolomica es una herramienta que permite identificar alteraciones metabdlicas y
relacionarlas con los mecanismos patoldgicos de enfermedades como el CP 1213 | a
integracion de la metabolémica en el manejo del CP puede facilitar la identificacion de

biomarcadores plasmaticos de diagndstico y de prondstico 1415,

13
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INTRODUCCION

1. EPIDEMIOLOGIA

El CP es uno de los tumores con mayor prevalencia a nivel mundial, con una incidencia
anual de 2.480.677 nuevos casos, y es el responsable de 1.8 millones de muertes al
afo, segun datos de Globocan en 2022 (Figura 1). En Espafa, ocupa el cuarto lugar en
prevalencia en ambos sexos, con una mortalidad conjunta del 21%, es decir uno de
cada 5 pacientes fallece (Figura 2) 11617 E| CP afecta con mayor frecuencia a personas
entre 40 y 70 afios con un pico de incidencia maxima entre los 60 y 70 afios.

El CPNM supone el 80% del total del CP. Las tasas de supervivencia global (SG) a 5
afos varian del 51% al 72% para tumores en estadios iniciales y del 15% en estadios

avanzados 18!,

Incidence Mortality
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Figura 1. Incidencia y mortalidad mundial por CP en 2022. Extraido de Globocan 2024

Articulo open access. Licencia CC (Creative Commons)
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Figura 2. Prevalencia de CP en Espafia en 2022. Extraido de Globocan 2024 [1,
Articulo open access. Licencia CC (Creative Commons)

2. FACTORES DE RIESGO

La susceptibilidad genética, la contaminacion ambiental, la polucion, la exposicion
ocupacional y el estilo de vida son factores importantes que contribuyen a la etiologia
del CP 1929 E] aumento de la incidencia de este cancer esta relacionado principalmente
con el consumo de tabaco, siendo éste el principal factor de riesgo, presente en el 80-
90% de los casos Pl. Este riesgo esta presente de igual forma en fumadores pasivos,
fumadores de pipa o fumadores de puros y se relaciona con la cantidad y el tiempo de
exposicion. La deteccion de cotinina en sangre, el principal metabolito de la nicotina,
demuestra la intensidad de la exposicion y niveles elevados de la misma se asocian a
un mayor riesgo de desarrollar CP 21, El cese o reduccion de dicha exposicion reduce

el riesgo de CP 221,

3. ETIOLOGIA Y PATOGENIA

La transformacion de una célula normal a una célula neoplasica o carcinogénesis es un
proceso complejo que comprende mudltiples pasos y que se caracteriza por una
alteracion de la proliferacion celular que lleva a un crecimiento celular incontrolado. El
trabajo de Hanahan y Weinberg en 2000 “Hallmarks of Cancer” 23 establece un marco

conceptual fundamental para entender la biologia del céancer, definiendo los
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mecanismos necesarios o0 facilitadores para su desarrollo y progresiéon del cancer,
describiendo seis caracteristicas adquiridas esenciales y dos facilitadoras:

- Sefializacion proliferativa sostenida.

- Evasion de supresores de crecimiento.

- Resistencia a la muerte celular.

- Inmortalidad replicativa.

- Induccién de angiogénesis.

- Activaciéon de invasion y metastasis.

- Inestabilidad genémica y mutaciones.

- Microambiente tumoral.

En 2011, se afiadieron dos caracteristicas emergentes 24
- Reprogramacién metabdlica.

- Evasion de la respuesta inmune.

La revision del afio 2022 amplia aln mas este marco, incorporando cuatro nuevas
caracteristicas emergentes (Figura 3) 2

- Reprogramacién epigenética no mutacional.

- Microbiomas polimérficos.

- Plasticidad fenotipica.

- Células senescentes.
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phenotypic epigenetic
Deregulating Avoiding pisstiotty reprogramming
cellular v N immune
metabolism @ destruction
S Paa ¢ s
¢ Jjﬁ!&é P
g w7 Jane Enabling N TV
Resisting & o L\ S 00 N o
& i ats \ replicative - ot
cell death w. ™ s oo = X»‘&
¥ ~ immortali -
R\ ¥ 8 i o

)

i

Tumor-promoting
inflammation

X
» ¥ 'f"lr’ 'S

Genome ‘z?;; 3
instability & s 7 X ;
mutation Q o

Inducing or accessing Activating invasion
vasculature & metastasis

L Polymorphic
microbiomes

Figura 3. “Hallmarks of Cancer”. Mecanismos que describen la etiologia del cancer.
Extraido de Hanahan [23], Licencia de American Association for Cancer Research.
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3.1. Sefalizacién proliferativa sostenida

La sefalizacion proliferativa sostenida es la capacidad adquirida por las células
tumorales para mantener activas las sefiales de crecimiento que les permiten proliferar
de manera incontrolada. Esto se logra de dos formas, una autocrina, produciendo sus
propios factores de crecimiento, alterando los receptores de los factores de crecimiento,
manteniéndolos activos, y otra exocrina, alterando componentes de la via de
sefializacion, afectando la transduccién de sefiales y la expresion génica, como ocurre
con las alteraciones de la via de sefializacién de la oncoproteina Ras o KRAS 23,
También se pueden presentar disrupciones en los mecanismos de retroalimentacion
negativa, encargados de atenuar la sefial proliferativa, como ocurre con la via de la
molécula diana de la rapamicina (nTOR) y fosfatidilinositol-3—quinasa (PI13K), en la cual
el aumento de actividad de PI3K detiene el efecto antiproliferativo de mTOR,

favoreciendo la tumorigénesis y la progresion del CPNM 28],

3.2. Evasion de supresores de crecimiento

Las células neoplasicas desarrollan la capacidad de ignorar las sefales que
normalmente restringen el crecimiento celular. Esto puede involucrar la inactivacion de
genes supresores de tumores como la proteina p53 (p53) o la proteina del
retinoblastoma, que regulan el ciclo celular y previenen la proliferacién incontrolada. En
el caso de CPNM, alteraciones de p53 se relacionan con tumores mas agresivos y con
peor prondstico 7. Por otra parte, el factor de crecimiento transformante g (TGF-B) tiene
normalmente un efecto antiproliferativo, pero en algunos casos la sefal se redirige hacia
una activacion del ciclo celular llevando a una transicion epitelial-mesenquimal (EMT)

que confiere a las células un alto grado de malignidad 28,

3.3. Resistencia a la muerte celular — Apoptosis y autofagia

La apoptosis 0 muerte celular programada es una barrera natural contra el desarrollo
del cancer, eliminando las células dafiadas o anormales. Este mecanismo se activa en
estados de estrés, como el dafio del ADN, deprivacion de nutrientes, presencia de
hipoxia, interferon y ligandos, como el factor de necrosis tumoral (TNF) relacionados
con la expresion del oncogén c-Myc y citocromo C. Presenta dos circuitos, un programa
extrinseco de estimulo extracelular y otro intrinseco o de origen intracelular, y ambos

culminan con la activaciéon de las caspasas, enzimas que inician una cascada de
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protedlisis llevando a la muerte de la célula. Las células tumorales evitan la apoptosis
mediante las alteraciones en las vias de sefializacion apoptotica, como la
sobreexpresion de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2, mutaciones de p53, alteracion
de las caspasas o desregulaciéon de c-Myc (Figura 4) 272930,

Apoptosis pathway

Pore
formation

activation

Figura 4. Mecanismo de la apoptosis. Extraido de Boland et al Y., Licencia CC (Creative
Commons).

Al igual que la apoptosis, la autofagia es un mecanismo regulador del proceso de muerte
celular programada que se activa ante estrés celular o deficiencia de nutrientes. La
activacion la via de sefializacion de la PISK y mTOR se encuentra relacionada con la

inhibicién de la autofagia permitiendo la supervivencia de las células tumorales 2.

3.4. Inmortalidad replicativa

Las células normales tienen un namero limitado de divisiones celulares antes de entrar
en senescencia o morir, un fenémeno controlado por los telémeros dentro del nacleo
celular. Las células cancerosas mantienen su capacidad de dividirse indefinidamente
mediante la sobreexpresion de la telomerasa, permitiendo replicaciones continuas,

evadiendo los mecanismos de senescencia a pesar del acortamiento de los telémeros.
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Una presencia de telémeros cortos esta relacionada con una peor supervivencia en

casos de CPNM en estadios iniciales y avanzados 3341,

3.5. Induccién de angiogénesis

Los tumores necesitan un suministro constante de nutrientes y oxigeno, lo cual es
facilitado por la formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis), inducida
mediante la produccién de factores angiogénicos, como el factor de crecimiento
endotelial vascular, el factor de crecimiento endotelial derivado de las plaquetas, el
factor de crecimiento de los fibroblastos, angiopoyetinas, proteasas, cadherinas,

integrinas, osteopontina y productos de los mastocitos 391,

3.6. Activacién de invasion y metastasis

La capacidad de invadir tejidos circundantes y diseminarse a otros 6rganos es una
caracteristica distintiva de los tumores malignos. Alteraciones en la adhesion celular,
como la pérdida de expresion de E-cadherina y catenina, y la sobreexpresion de N-
cadherina, seguida de una EMT de la célula tumoral son esenciales para la iniciacion
de las metastasis en el CPNM, asi como la degradacion de la matriz extracelular (MEC),
permitiendo a las células cancerosas migrar y establecerse en nuevos entornos E6371 El
CPNM metastésico también se asocia con la activacion de macréfagos estimulados por
la interleucina 4 que degradan la MEC y facilitan la invasion local o sobreexpresion de
TGF-B que estimula la EMT 28],

3.7. Inestabilidad gendmica y mutaciones

La inestabilidad genémica es una caracteristica habilitadora fundamental del cancer que
proporciona una fuente de variabilidad genética, responsable de la expresion de un
fenotipo de malignidad. Esta variabilidad permite a las células cancerosas adaptarse
rapidamente y evolucionar. Las mutaciones genéticas son el resultado de errores en la
replicacion del ADN, reparaciones defectuosas del ADN, y dafio del ADN por agentes
mutagénicos, como la exposicidn a carcindégenos ambientales, el tabaco y la radiacion.
Estas mutaciones pueden activar oncogenes, inactivar genes supresores de tumores y
afectar las vias de sefializacion claves que regulan el crecimiento y la supervivencia
celular B339, Un ejemplo serian las mutaciones del gen p53, ya que p53 tiene un papel

importante en la estabilizacién del genoma 749, La sobreexpresiéon del receptor del
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factor de crecimiento epidérmico (EGFR) o mutaciones de EGFR estan presentes en
43-89% de los casos de CPNM 14,

3.8. Microambiente tumoral

El microambiente tumoral (TME), compuesto por células tumorales y una variedad de
células estromales (células inmunitarias, fibroblastos), vasos sanguineos y MEC, juega
un papel crucial en la progresion y malignidad del cancer. En el CPNM el TME mantiene
una inflamacién crénica mediada por citocinas como la interleucina 6 y factores de
crecimiento derivados de los fibroblastos asociados al cancer que regulan la plasticidad
de las células madre cancerosas a la vez que modulan la rigidez estromal y la
angiogénesis. El TME también desempefia un papel crucial en la evasién inmunitaria.
Las células tumorales y fibroblastos asociados al cancer pueden expresar moléculas
inmunosupresoras como ligando de muerte programada (PD-L1), que inhiben la

activacion de células T citotoxicas (Figura 5) 121,
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Figura 5. Componentes del microambiente tumoral (TME). Células madre cancerosas,

fibroblastos asociados al cancer, células inmunitarias. Extraido de Hanahan 24,
Articulo open acces. Licencia de Elsevier.
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3.9. Evasioén de la respuesta inmune

Normalmente, el sistema inmune mantiene una vigilancia constante sobre las células y
los tejidos para reconocer y eliminar la mayoria de las células tumorales incipientes.

El sistema inmune juega un doble papel en el proceso de carcinogénesis, por una parte,
puede suprimir el crecimiento tumoral, destruyendo las células cancerosas o inhibiendo
Su crecimiento y, por otra, puede promover la progresién tumoral seleccionando células
cancerigenas aptas para sobrevivir en un huésped inmunocompetente, ademas de
establecer condiciones dentro del TME que faciliten el crecimiento tumoral. Schereiber
et al. (2011) establecieron el concepto de "inmunoedicion del cancer"”, que describe las
complejas interacciones entre el sistema inmunitario y el cancer a lo largo de tres fases
principales: eliminacion, equilibrio y escape (Figura 6) 31,

El TME desempefia un papel importante en la evasion inmunitaria. Las células
tumorales y los fibroblastos asociados al cancer pueden expresar moléculas
inmunosupresoras como la PD-L1 y el antigeno 4 de los linfocitos T citotéxicos (CTLA-
4), que inhiben la activacién de células T citotoxicas. Ademas, el TME puede secretar
factores que reclutan células inmunosupresoras como la interleucina 6 y el TGF-j,
creando un entorno que protege al tumor de la vigilancia inmunitaria “244%1 Los
linfocitos infiltrantes de tumores (TILs) pueden inducir respuestas inmunitarias
antitumorales que destruyen células cancerosas, pero también pueden ser captados por
el tumor para facilitar su crecimiento y progresion. Es asi como subtipos de células
inmunitarias, como los linfocitos T citotoxicos CD8+, los linfocitos T auxiliares CD4+ y
linfocitos T reguladores (Tregs) pueden influir en la evolucién del tumor. Los linfocitos T
citotoxicos son cruciales para la eliminacion de células cancerosas, mientras que los

Tregs pueden suprimir la respuesta inmunitaria y favorecer la progresion tumoral 461,

3.10. Reprogramacion epigenética no mutacional

Es una caracteristica emergente crucial en la biologia del cancer, que permite a las
células cancerosas alterar su comportamiento sin cambios en la secuencia de ADN,
facilitando la adquisicién de capacidades malignas. La metilacién del ADN, por ejemplo,
implica la adicién de grupos metilo a las bases de citosina en el ADN. En el caso del
CPNM, los patrones aberrantes de metilacion pueden silenciar genes supresores de
tumores y activar oncogenes. Las histonas, por otra parte, son proteinas alrededor de
las cuales se envuelve el ADN para formar la cromatina. Modificaciones de las histonas,

como la acetilacién, metilacién y fosforilacion, pueden alterar la estructura de la
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cromatina y por ende la accesibilidad del ADN para la transcripcion. Los ARN no
codificantes, como los microARN (miARN) y los ARN largos no codificantes (IncCARN),
juegan roles criticos en la regulacion de la expresion génica al prevenir la traduccién de

ARN mensajero (ARNm) o promover su degradacion 471,
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Figura 6. Inmunoedicién del cancer. Extraido de Mallick et al [€l, Articulo open access.
Licencia CC (Creative Commons).

3.11. Microbiomas polimorficos

Componentes de la microbiota pulmonar pueden contribuir a la progresiéon en el CPNM
produciendo metabolitos con un potencial oncogénico. Algunos estudios reportan una
relacion entre la microbiota pulmonar y cambios en los metabolitos implicados en la via

de sefializacion de la autofagia 9.
3.12. Plasticidad fenotipica

Es un aspecto crucial de la biologia del cancer, que confiere a las células cancerosas el
poder de cambiar de un tipo celular a otro en respuesta a diversas sefales del TME,
aumentando su adaptabilidad, facilitando las metastasis y generando resistencia a los
tratamientos. Esta capacidad la observamos en las células madre cancerosas y en la
EMT B9,
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3.13. Células senescentes

La senescencia celular se activa al detectar un dafio en el ADN, una alteracion de los
teldmeros o una exposicion a radiaciones ionizantes, activando genes proinflamatorios
y generando una respuesta antitumoral. De manera paraddjica, este mecanismo puede

promover el crecimiento y progresion tumoral, alterando el TME B4,

3.14. Reprogramacion metabolica

Este proceso permite un aumento anormal en la actividad metabdlica de la célula
tumoral, incrementando la produccion de energia y de precursores biosintéticos de las
diferentes vias metabdlicas, como la glicdlisis y el metabolismo de los aminoacidos,
concediéndole la capacidad de sobrevivir, proliferar e incluso permitir la progresién 4],

En condiciones aerébicas, las células normales metabolizan la glucosa a piruvato en el
citosol, por la via de la glicélisis y, posteriormente, a CO2 en la mitocondria por la via de
la fosforilacion oxidativa o ciclo del &cido tricarboxilico (TCA), produciendo 32 moléculas
de adenosin trifosfato (ATP). En ausencia de oxigeno, la glicélisis anaerébica
descompone la glucosa en dos moléculas de piruvato que posteriormente se convierte
en lactato, mediante la accidon enzimatica de la lactato deshidrogenasa, produciendo
dos moléculas de ATP B2,

Las células cancerosas metabolizan la glucosa, principalmente a través de la glicélisis
aerébica en lugar de la fosforilacion oxidativa, esto permite una rapida generacion de
ATP y de metabolitos, necesarios para la biosintesis de macromoléculas, ademas de
permitir su adaptacién a entornos hipdxicos, aunque menos eficiente en términos de
produccion (solo 4 moléculas de ATP), una condicién conocida como efecto Warburg,
descrito por Otto Warburg en 1923 (Figura 7) ©,

Tonlse
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2 i
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The Journal of
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BAFigura 7. Efecto Warburg. Fosforilacion oxidativa, glicolisis anaerdbica y glicolisis
aerobica. Extraido de Vaupel et al 54, Articulo open access. Licencia CC (Creative Commons).
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Este incremento en la captacion de glucosa por el citoplasma de la célula tumoral a
través GLUT1 y el aumento de la glicolisis son las bases fisiologicas de la Tomografia
por Emisién de Positrones 18F-fluorodeoxiglucosa (PET-FDG)b®.

Los cambios en el metabolismo de la glucosa en el CPNM se asocian a alteraciones o
mutaciones de EGFR y p53, asi como, del receptor tirosina quinasa del linfoma
anaplasico (ALK), del receptor tirosina cinasa ROS1 o de la M2 piruvato cinasa, esta
Gltima implicada en la expresion de PD-L1 7561 Kerr et al. (2021) demostraron un
aumento en la captacion de glucosa, asi como la sobreexpresion de GLUT y aumento
en la actividad de las enzimas implicadas en la glicdlisis dirigidas hacia el ciclo de TCA,
en el CPNM con KRAS mutado (Figura 8) 2854571,
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Figura 8. Efecto Warburg- Reprogramacion metabolica. Implicaciones metabdlicas de la

alteracion de la glicdlisis y los procesos de malignidad. Extraido de Vaupel et al >4,
Articulo open access. Licencia CC (Creative Commons).

El incremento en la glicdlisis conlleva a la vez cambios en otras vias metabdlicas como
en el ciclo de TCA derivado del aumento de lactato intracelular, de la via de las pentosas
6 fosfato (PPP), hexosaminas y biosintesis de serina %, La PPP es una via metabdlica

paralela a la glicdlisis, que se lleva a cabo en el citoplasma y que desempefia un papel
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crucial en la supervivencia y crecimiento de las células tumorales al generar pentosas
fosfato para la sintesis de &cidos nucleicos y proporcionar nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato, necesario para la sintesis de acidos grasos y la supervivencia
celular en condiciones de estrés. La sobreexpresion de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, enzima de la PPP se relaciona con bajas tasas de supervivencia en
pacientes con CPNM B8,

Por otra parte, el metabolismo de los aminoacidos juega un papel importante en la
reprogramacion metabolica por su interaccion con el metabolismo de la glucosa. Para
compensar la reduccion de productos intermedios del ciclo TCA en el CPNM, se activa
el mecanismo de glutamindlisis en la que la glutamina intracelular se convierte en
glutamato mediante la glutaminasa 1 y posteriormente a alfa-cetoglutarato a nivel
mitocondrial. La glutaminasa 1 esta frecuentemente elevada en el CPNM B, El bloqueo
del metabolismo de la glutamina puede alterar el TME inmunosupresor de los tumores,
promoviendo la activacion de células T anti-tumorales o citotoxicas [,

Otros transportadores de amino&cidos, como la alanina-serina-cisteina-transportador 2,
encargado de la captacién de glutamina dentro de la célula tumoral y el transportador
de L-aminoécidos, responsable del intercambio de glutamina por valina, metionina y
fenilalanina, se encuentran elevados el CPNM. La serina obtenida por la glutaminolisis
y la glicolisis se oxida a 3-fosfoserina por medio de 3 fosfoglicerato y se convierte en
glicina a través de la fosfoserina aminotransferasa.

Alteraciones del metabolismo serina/glicina, como la elevacion de la fosfoserina
aminotransferasa se relacionan con la proliferacion, metastasis y quimioresistencia
(Figura 9) ©11,

El triptéfano, aminoacido esencial para formar el citoesqueleto y las proteinas
intracelulares, se degrada por la via de la quineurina. El tript6fano y sus metabolitos
estan disminuidos en el plasma de pacientes con CPNM [62],

La sintesis de acidos grasos también esta alterada en la célula tumoral. Los lipidos son
usados para producir ATP a partir de su oxidacion a nivel mitocondrial y son esenciales
para la sintesis de membranas celulares, vitaminas, hormonas y metabolitos de vias de
sefializacion intracelular. Enzimas como la &cido graso sintasa necesaria para la
biosintesis de acidos grasos de cadena larga y la Acyl CoA sintetasa implicada en la
oxidacion de acidos grasos estan sobreexpresadas en CPNM con KRAS mutado,

comparado con pacientes sanos 6364,
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Figura 9. Vias metabolicas de la glucosa en CPNM. Glicdlisis, ciclo de TCA, via de PPP, via

de hexosaminas, biosintesis de lipidos y de serina. Extraido de Martinez et al 153,
Articulo open access. Licencia CC (Creative Commons).
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4. CRIBADO EN EL CP

El papel del LDCT en la deteccién del CP sigue siendo motivo de controversia, a pesar
de los estudios recientes que han demostrado que el uso de esta técnica puede reducir
significativamente las muertes por esta enfermedad ). La tasa promedio de dosis
efectiva del LDCT es de aproximadamente 1,5 mSv, mientras que la dosis efectiva de
una tomografia computarizada (TC) de diagnéstico es aproximadamente 8 mSv 9],

El cribado en CP se recomienda en las personas con un alto riesgo de padecerlo,
individuos con edades entre 55 y 74 afios, historia de tabaquismo de 30 paquetes/afio
o de 15 afos si se consume dos paquetes al dia, fumadores activos o exfumadores que
dejaron de fumar en los Gltimos 15 afios [©6,

El Ensayo Nacional de Deteccion de Cancer de Pulmén (NLST) disefiado por el National
Cancer Institute (NCI) en 2002, es uno de los estudios mas grandes realizados en este
campo, en el que se incluyeron 53.454 fumadores y exfumadores con riesgo alto para
padecer CP, distribuidos aleatoriamente para la deteccién anual con LDCT o con
radiografia simple de torax durante 3 afios Este estudio demostré una reduccion del
20% en la mortalidad por CP en el grupo de alto riesgo que fue sometido a LDCT,
comparado con el grupo de la radiografia de térax, pero mostrando una tasa de falsos
positivos del 96% 671,

Por otra parte, el ensayo NELSON, un estudio belga- holandés, que incluy6 15,792
individuos (13,195 hombres y 2,597 mujeres) de entre 50 y 74 afios con alto riesgo de
CP, que fueron aleatorizados para la deteccién con LDCT basal y posteriormente a 1
afio, a 3 afios y finalmente a 5.5 afios versus un seguimiento sin deteccién radiologica,
con unatasa de adherencia al estudio del 86%, demostrd una reduccién de la mortalidad
del 26% a 10 afios, en hombres asintomaticos con riesgo de CP, en el grupo de cribado
con LDCT [68:69],

Ante la baja especificidad, poca rentabilidad y el riesgo de exposicién a bajas dosis de
radiacion se han propuesto diferentes estrategias para mejorar la deteccién con LDCT.
Una de ellas el sistema Lung-RADS, una herramienta desarrollada por el Colegio
Americano de Radiologia (ACR) que permite estandarizar la interpretacion de los
hallazgos de LDCT, clasificando los nédulos pulmonares en cinco categorias
principales, cada una asociada con un riesgo de malignidad y recomendaciones de
manejo especificas, reduciendo la tasa de falsos positivos y guiando eficazmente el
manejo clinico de los noédulos pulmonares, equilibrando la detecciéon temprana del CP

con la reduccién de intervenciones innecesarias (Tabla 1) 9.

30



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

METABOLOMICA Y APRENDIZAJE AUTOMATICO EN LA IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES PLASMATICOS DE CANCER DE PULMON NO
MICROCITICO: IMPACTO DE LA RADIOTERAPIA

MAURICIO MURCIA MEJIA

Por otra parte, la integracion de algoritmos de deep learning con LDCT han demostrado
ser capaces de diferenciar con mayor precision nodulos benignos de malignos,
permitiendo mejorar la especificidad y sensibilidad de las pruebas de cribado,

reduciendo la tasa de falsos positivos y de procedimientos invasivos innecesarios /%72,

Tabla 1. Guias de manejo del nédulo pulmonar solitario por LDCT.

Tamano Nivel Fleischner 2017 | NCCN 2018 Lung-RADS 2014
del de
Nodulo Riesgo
< B mm Bajo Mo se necesita Continuar con Lung-RADS 1:
seguimiento. cribado anual si es | Cribado anual
parte de un recomendado;
programa de nédulo
deteccion. probablemente
benigno.
<=6 mm Alto Mo se necesita Considerar Lung-RADS 1:
seguimiento. seguimiento a los | Cribado anual
12 meses si es recomendado;
parte del cribado; nédulo
de lo contrario, no | probablemente
se necesita benigno.
seguimiento.
6 -8 mm Bajo TC de TC a los &6 meses; | Lung-RADS 2:
seguimiento a los | seguimiento Cribado anual;
6-12 meses, si es | adicional si hay Lung-RADS 3:
estable, no se caracteristicas Seguimiento a los
necesita mas sospechosas. 6 meses, luego
seguimiento. cribado anual si se
mantiene estable.
6 -8 mm Alto TC de TC a los 6 meses; | Lung-RADS 3:
seguimiento a los | considerar PET/TC | Seguimiento a los
6-12 meses; o biopsia si hay 6 meses;
seguimiento caracteristicas considerar PET/TC
adicional a los sospechosas o 0 biopsia si se
18-24 meses si alto riesgo de sospecha
es estable. malignidad. malignidad.
=8 mm Ambos TC de PET/TC, biopsia o | Lung-RADS 4A:
seguimiento a los | evaluacidn TC de seguimiento
3 meses, guirdrgica a los 3 meses;
PET/TC, o dependiendo del Lung-RADS 4B:
biopsia segun el crecimiento o PET/TC o biopsia
contexto clinico. caracteristicas recomendado para
sospechosas. evaluacion
definitiva.

Lung-RADS: Lung Imaging Reporting and Data System. NCCN: National Comprehensive Cancer
Network, LDTC: Tomografia de baja dosis, TC: Tomografia computarizada, PET:Tomografia por
emision de positrones.

Actualmente, el proyecto CASSANDRA (Cancer Screening, Smoking Cessation and
Respiratory Assessment) ideado por la Sociedad Esparfiola de Neumologia y Cirugia
Torécica (SEPAR), y en colaboracion con todas las sociedades médicas dedicadas al
diagnostico, tratamiento e investigacion en CP, como la Sociedad Espafiola de
Oncologia Radioterapica (SEOR), Sociedad Espafiola de Radiologia Médica (SERAM),
Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM), Grupo Espafol de Cancer de
Pulmén (GECP) y Sociedad Espafiola de Cirugia Toracica (SECT), entre otras, tiene
como proposito realizar un proyecto piloto asistencial multicéntrico que demuestre la
viabilidad del cribado en nuestro pais, proporcionando la evidencia cientifica adaptada

al contexto espafiol [7%],
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5. PRESENTACION Y DIAGNOSTICO

La clinica del CP es muy inespecifica, en el 10% de los casos pueden ser asintomaticos.
Los signos y sintomas mas frecuentes son la tos, dolor toracico, disnea, hemoptisis,
astenia, anorexia, pérdida de peso e infecciones respiratorias. Segun la extensién
toracica también se puede presentar disfagia por afectacién o estenosis del eséfago,
sindrome de vena cava superior, tromboembolismo pulmonar, disfonia por paralisis de
la cuerda vocal secundaria a compresion del nervio recurrente o frénico, taponamiento
cardiaco, dolor a nivel costal por infiltracién del tumor como en el tumor de Pancoast,
derrame pleural o dolor pleuritico por infiltracién de la pleura "4, En los casos de
metastasis, la clinica depende de la localizacion, dolor o fracturas si hay metastasis
Oseas, alteracion hepdatica si hay metastasis hepaticas, clinica neurolégica si hay
afectacién del sistema nervioso central o periférico. También se puede presentar como
un sindrome paraneoplasico, como sindrome de secrecién inadecuada de la hormona
antidiurética, hipercalcemia, hipocalcemia, hiponatremia, sindrome de Cushing,
miastenia, anemia o alteraciones dermatoldgicas 61,

Ante la sospecha de un CPNM se recomienda remitir al paciente al neumdlogo, a la
unidad de diagndstico rapido y ser valorado por un equipo multidisciplinar. Se debe
iniciar el estudio con una TC 7l El PET-FDG es fundamental para el diagnostico,
estadificacion y planificacion del tratamiento, ademas de la resonancia magnética (RM)
cerebral [78],

Se recomienda realizar biopsia a todos los ganglios >1,5 cm PET-FDG negativo y PET-
FDG positivo de cualquier tamafo, mediante la ultrasonografia endobronquial o la
ultrasonografia endoscopica digestiva [°*®1. En los casos no concluyentes, la
mediastinoscopia convencional o la videomediastinoscopia y la videotoracoscopia son
las alternativas quirtrgicas para obtener muestras 21,

Por otra parte, la puncién aspirativa con aguja fina transtorcica guiada por TC permite
el estudio de lesiones pulmonares periféricas 3. En pacientes con lesién Unica a
distancia y captacion en la PET es necesaria la confirmacién patoldgica 4.

El diagnostico patoldgico del CPNM se debe realizar de acuerdo con la clasificacién de
la Organizacién Mundial de la Salud. Es importante obtener el diagnéstico histol6gico y
diferenciar entre el carcinoma de células escamosas, el adenocarcinoma, que es el tipo
histolégico méas frecuente, los tumores neuroendocrinos y el carcinoma de células
grandes. La International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) propone un
sistema de clasificacion para el adenocarcinoma con implicaciones pronésticas #5286, Se

deben realizar estudios inmunohistoquimicos de alteraciones moleculares, como las
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mutaciones EGFR, KRAS y ALK, ya que son predictores de respuesta a ciertos
farmacos o terapias dirigidas. Se debe evitar la clasificaciébn genérica de tumores CPNM
o carcinoma NOS B7],

El estadiaje se realiza de acuerdo con la 82 edicion del TNM de la IASLC, que nos
permite describir el tamafio y la extension del tumor primario, la afectacion de los
ganglios linfaticos regionales y la presencia de metéstasis a distancia, esta clasificacion
del cancer en funcién de su extensién en el cuerpo permite definir el tipo de tratamiento
y a su vez indica el pronéstico de la enfermedad (Tabla 2). Aunque esta préxima la
publicacion de la 92 edicién que, aparte de identificar el tumor, las adenopatias o la
metastasis (TNM), incluye la R como indicador del grado de reseccion del tumor en el
caso del abordaje quirdrgico, ya que la presencia de tumor residual micro o

macroscoépico influye en el prondstico 8820,

Tabla 2. TNM 82 Ediciéon IASLC para el estadiaje del CP.

Stage T N M
Stage O Tis NO MO
Stage |A1 Tila{imi)/T1a MO Mo
Stage |1A2 T1b NO MO
Stage A3 Tic MO Mo
Stage |B T2a NO MO
Stage 1A TZb NO MO
Stage |IB Tla-c M1 Mo
T2a-b N1 MO
T3 NO MO
Stage (1A Tla-c N2 MO
TZ2a-b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO-1 MO
Stage lIB Tla-c N3 MO
TZ2a-b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
Stage IIC T3 N3 MO
T4 N3 MO
Stage (VA Any T Any N M1a/M1b
Stage IVB Any T Any M Mic

CP: Cancer de pulmén, T: Tumor, N: Nodulos linfaticos, M: Metastasis
Adaptado de Carter et al [,
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6. TRATAMIENTO DEL CP

6.1. Estadios iniciales

Los estadios iniciales, estadio | y Il (tumores T1-T2 NO), representan el 20-30% del total
de los CPNM. La reseccion quirtrgica es el tratamiento estandar, con unas tasas de SG
a 5 afios que varian del 55% al 72% para enfermedad patoldgica en estadio |, y del 51%
para la enfermedad en estadio Il. El abordaje de eleccion es la lobectomia asociada a
linfadenectomia mediastinica, en los casos en los que la funcién respiratoria y el estado
general del paciente lo permita B, La resecciéon sublobar, como la segmentectomia y la
reseccion en cufia, se debe considerar en el caso de tumores periféricos, Tlab NO,
cuando el paciente presente un riesgo alto para lobectomia, ya que estos abordajes se
asocian a peores resultados 2%, La cirugia toracoscoépica asistida por video junto con
la cirugia robdtica presentan menos complicaciones, comparadas con la toracotomia
tradicional 4,

Existe un subgrupo de pacientes médicamente inoperables, por edad o comorbilidades
médicas, 0 que por decision propia rechazan el procedimiento quirdrgico, en los cuales
el tratamiento radical de eleccion es la RT %l La SBRT se ha convertido en el
tratamiento de eleccion en pacientes con CPNM médicamente inoperables con una
pobre funcién pulmonar (volumen espiratorio forzado en 1 segundo < 40% o <1.2 L,
capacidad de difusion de monéxido de carbono < 60% o capacidad vital forzada < 70
%), estados de hipoxia-hipercapnia, hipertension pulmonar, alto riesgo quirdrgico u otras
comorbilidades o que rechazan la cirugia "%, presentado una gran mejoria, respecto
a la RT conformada (CRT) en cuanto a datos de control local, llegando a un 90-92 %, y
de supervivencia a 5 afios del 70 %, demostrado en multiples estudios aleatorizados y
logrando resultados similares a los descritos en las diferentes series quirdrgicas 1100-102),
La SBRT es unatécnica de RT externa en la que se administran dosis altas de radiacion
en pocas sesiones y con gran precision, a lesiones pulmonares < 5cm, permitiendo
proteger los 6rganos sanos u 6rganos de riesgo (OAR) que rodean el tumor, ofreciendo
un mayor control local y supervivencia. Se utilizan esquemas de hipofraccionamiento
gue consisten en administrar dosis de radiacién de 8 - 20 Gy por fraccién en 1 - 10
sesiones, alcanzando de esta manera una dosis biolégica equivalente (BED) entre 100
y 120 Gy, mientras que con la CRT con esquemas de normofraccionamiento se
administran dosis en 60 - 70 Gy en 30 - 35 sesiones donde apenas se logran una BED
70 -80 Gy [103]

Existen diferentes esquemas de hipofraccionamiento publicados en la literatura
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derivados de estudios prospectivos en los que la localizacion del tumor ya sea central,
ultracentral o periférico, el tamafio, las comorbilidades o los OAR, son los factores que
determinas las dosis de tratamiento y son llamados esquemas de tratamiento riesgo-
adaptado (Tabla 3) [6:104-107],

Tabla 3. SBRT- Esquema de fraccionamiento riesgo-adaptado.

Localizacién del Dosis Total Numero Dosis por
Tumor (Gy) Fracciones Fraccién (Gy)
Periférico <2cm 54 - 60Gy 3 fracciones 18 — 20 Gy
Periférico 50 - 60 Gy 5 fracciones 10 - 12Gy
Central 60 Gy 8 fracciones 7.5 Gy

Central 70 Gy 10 fracciones 7 Gy

Intermedio/ 45-55 Gy 5-8 fracciones Dependiendo del
Comorbilidades esquema
Tumores centrales 30-50 Gy 5-10 fracciones 6-10 Gy (ajustado
cerca de estructuras segun ubicacion)
criticas

Adaptado de Lagerwaard et al 104,

6.2. Estadios localmente avanzados

En el momento del diagndstico, aproximadamente, el 35-40% de los pacientes con
CPNM presentan enfermedad localmente avanzada (estadios IIB-IIl), para los cuales el
tratamiento estandar es la CRT. La dosis total recomendada de RT es de 60 - 66 Gy en
normofraccionamiento de 2 Gy/dia en 30-33 fracciones, asociada a quimioterapia
concomitante. Aumentar la dosis de radiacion en combinacién con quimioterapia no ha
demostrado mejoria en los resultados, pero si aumento en las tasas de toxicidad 1%, La
guimiorradioterapia concomitante ha demostrado un aumento de la SG frente a la
guimiorradioterapia secuencial en un 5.7% a los 3 afios y un 4.5% a los 5 afios, con una
media de supervivencia de 22-25 meses y una SG a 5 afios del 20% 1%, Recientemente,
los datos del ensayo fase Il PACIFIC mostraron que la terapia de consolidacion con
durvalumab en pacientes con PD-L1 > 1% vy sin progresion después de la
guimiorradioterapia concomitante, mejoraba las tasas de supervivencia y control local
obtenidas hasta el momento, llegando a una SG a 1 afio del 86% y del 50% a 5 afos, y
una supervivencia libre de progresion (SLP) a 1 afio del 62% y del 36% a 5 afios 110111,
Por otra parte, diferentes estudios, incluidos el SAKK Lung Cancer Project Group Trial
y el Lung Intergroup Trial 0139 han evaluado el papel de la quimiorradioterapia
neoadyuvante seguido de cirugia, encontrando que este enfoque mejora la SLP en

pacientes que reciben tratamiento trimodal, pero sin ningln beneficio en cuanto a SG
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se refiere. Esta falta de beneficio en el brazo quirdrgico se relaciona con mayores tasas
de mortalidad temprana, especialmente en pacientes sometidos a neumonectomia
derecha. Un subandlisis posterior encontré un aumento significativo de la supervivencia
en pacientes tratados con quimiorradioterapia de induccion seguida de lobectomia,
frente a aquellos que recibieron quimiorradioterapia concomitante radical 213 En
general, se ha demostrado que la quimiorradioterapia de induccién juega un papel
importante en cuanto al control local de la enfermedad, logrando una mayor reduccién
en la re—estadificacion a nivel del tumor primario y del mediastino y con mayores tasas
de resecciones completas, comparada con la quimioterapia sola, pero sin beneficio en
la SG, excepto para los tumores del surco superior potencialmente resecables, para los
cuales el tratamiento de eleccién es la quimiorradioterapia concomitante a dosis de 45-
54 Gy a 1.8-2 Gy/dia [114-116],

En cuanto a la RT postoperatoria (PORT) su papel fue evaluado recientemente en dos
ensayos fase lll. Por una parte, el estudio Lung-ART en el que los pacientes con
afectaciébn N2 fueron aleatorizados a recibir PORT a una dosis de 54 Gy versus
observaciéon después de la resecciébn completa del tumor. Los resultados iniciales
mostraron que la PORT no mostraba beneficio a nivel de SLP ni SG, aunque se
observaron menos recaidas toracicas en el grupo tratado con PORT (25% frente al
46.1%). La falta de mejora en los resultados de supervivencia se relaciona con mayores
tasas de toxicidad cardiopulmonar = grado 3 (10.8% frente al 4.9%). En este sentido,
cabe destacar que el 89% de los pacientes fueron tratados con CRT y solo el 11% con
RT de intensidad modulada (IMRT) 11, El segundo ensayo fase lll recientemente
publicado incluy6 394 pacientes con enfermedad estadio I[IA-pN2 aleatorizados a recibir
PORT a dosis de 50 Gy versus observacion después de la reseccion completa y cuatro
ciclos de quimioterapia adyuvante. La mayoria de los pacientes (89.3%) fueron tratados
con IMRT. En el analisis por intencion de tratar, PORT no mejor6 la SLP. Los resultados
de un analisis posterior estratificado segun el nUmero de ganglios resecados (< 20 frente
a > 20) y los ganglios afectados (1-3) frente a = 4 revelaron una mejora significativa en
la SLP. En este estudio el PORT no tuvo impacto en la SG. Las tasas de toxicidad fueron
mas bajas que las observadas en el ensayo Lung-ART, probablemente debido a la alta
proporcion de pacientes tratados con IMRT, limites de dosis més estrictos para los OAR
y la exclusién de los ganglios mediastinicos contralaterales del volumen de tratamiento
(118 A pesar de la mejora significativa del control local mostrada en ambos ensayos,
esto no condujo a mejores resultados de supervivencia. Por esta razén, PORT no se

recomienda actualmente como parte del tratamiento estandar en pacientes con
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afectacién N2 y reseccion RO. Sin embargo, los pacientes en estadio IlIA-N2 son un
grupo heterogéneo y algunos de estos pacientes podrian beneficiarse de PORT, como
sugieren los datos de estudios anteriores y los hallazgos recientemente publicados del
ensayo Lung-ART (ESMO 2021), que muestran que una proporcion de afectacion nodal
mediastinica (ganglios afectados / ganglios evaluados) = 25% es un factor prondstico
para la SLP, sugiriendo que la extension de la afectacién ganglionar podria ayudar a
seleccionar a los pacientes que pueden beneficiarse de PORT. No obstante, se
necesitan mas estudios para determinar mejor, a través de un andlisis de las
caracteristicas clinicas y moleculares, qué pacientes presentan un mayor beneficio de
PORT. Segun los hallazgos patoloégicos postoperatorios, las dosis recomendadas de
PORT son las siguientes: en resecciones RO una dosis total de 50 - 54 Gy a 1.8-2
Gyl/fraccidon; en presencia de margenes afectados o enfermedad microscépica, una
dosis total de 54 - 60 Gy; y en el caso de enfermedad residual macroscépica dosis
totales = 60 Gy 191,

En cuanto al papel del fraccionamiento acelerado e hiperfraccionamiento, tres ensayos
fase Ill compararon diferentes esquemas hiperfraccionados con CRT, demostrando el
beneficio en cuanto SG de la RT hiperfraccionada cuando se administra sola o después
de quimioterapia de induccién en los pacientes con CPNM no metastasico. Como era
de esperar, hubo un aumento en la toxicidad esofagica aguda *2%.

Por otra parte, algunos pacientes, debido a la edad avanzada, la presencia de
comorbilidades y/o las dificultades relacionadas con los desplazamientos, serian
candidatos recibir un esquema de hipofraccionamiento moderado, administrando dosis
entre 2.75 - 4 Gy por fraccion 1?1281 En el supuesto de pacientes que, por edad,
comorbilidades u otro motivo no pueden tolerar la guimiorradioterapia concomitante, se
recomienda realizar un esquema secuencial o RT exclusiva. En estos casos también se

pueden considerar esquemas de hipofraccionamiento 124,

6.3. Estadios avanzados - metastasicos

Aproximadamente, el 60% de los pacientes con CPNM son diagnosticados en estadios
avanzados o estadios IV 1?5, De estos, el 20% son pacientes oligometastasicos,
detectados gracias a la implementacion del PET-FDG en el diagndstico de CP 28, La
oligometastasis puede presentarse en diferentes escenarios: 1) Oligometastasis “de
novo”, es decir en pacientes con 3-5 lesiones al diagndstico (sincrénica) o posterior al
tratamiento del tumor primario (metacronica). 2) Oligometéstasis inducida en paciente

polimetastasico que presenta 3-5 localizaciones persistentes después del tratamiento
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sistémico. 3) Oligopersistencia, enfermedad persistente y estable con < 5 lesiones
después del tratamiento sistémico. 4) Oligoprogresion en el caso de progresion en 3-5
localizaciones después del tratamiento sistémico. 5) Oligorecurrencia o enfermedad

recurrente en 3-5 localizaciones en pacientes que no reciben tratamiento activo 127,

En este grupo de pacientes se ha demostrado que el tratamiento local puede aumentar
la SG, especialmente en aquellos cuya enfermedad permanece estable o responde a la
terapia sistémica. El impacto de la SBRT en la SG fue mayor en los pacientes con CPNM
oligometastasico que no progresaron después de la terapia sistémica de primera linea.
La terapia de consolidacion local prolongé la SLP y la SG en comparacion con la terapia
de mantenimiento u observacion 1281301 Actualmente, estdn en marcha diferentes
estudios que buscan evaluar el papel de la RT local con SBRT asociada a inmunoterapia
y su combinacion en estadios localmente avanzados 31132, Finalmente resaltar el papel
de la RT con intencion paliativa en la enfermedad metastasica, cuyo objetivo principal
es aliviar los sintomas y mejorar la calidad de vida del paciente, nos referimos a la RT
antidlgica, hemostatica, descompresiva y de consolidacion a nivel toracico y otras

localizaciones 133,

6.4. Valoracion de respuesta y seguimiento

Aproximadamente, el 40% de los pacientes con CP presentardn una recurrencia a
distancia de 3 a 5 afios después de la finalizacion del tratamiento. A los 3 afios,
aproximadamente el 30% de los pacientes desarrollaran una recurrencia locorregional
potencialmente curable 1%, Para el seguimiento después de CRT - IMRT 6 Arco terapia
volumétrica de intensidad modulada (VMAT) en el CPNM localmente avanzado, la
ESMO recomienda realizar un TC de térax cada 6 meses durante 2 afios y
posteriormente realizar TC a los 12 y 24 meses, con seguimiento anual en el supuesto
de pacientes irresecables. En pacientes rescatables recomienda realizar un TC con
contraste endovenoso cada 3-6 meses los 3 primeros afios, después cada 6 meses el

cuarto y quinto afio, y posteriormente un LDCT anual 19,

En el caso de la SBRT, la mayoria de las recurrencias ocurren a los 6 meses después
de finalizar el tratamiento y aproximadamente el 12% de los pacientes desarrollan una
recurrencia locorregional a los 4 afios ™34, Es por esto que la ESTRO recomienda
realizar el primer TC dentro de los 3 primeros meses después de finalizar la SBRT,

seguido de un TC cada 3 meses el primer afio, y posteriormente cada 3-6 meses hasta
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completar los 5 afios %, Se recurre al uso de PET-FDG y/o biopsia ante una alta

sospecha de recurrencia.

Los cambios pulmonares a nivel de la TC, inducidos por la RT después de la SBRT
difieren de aquellos observados con la CRT, todo esto relacionado con las altas dosis
gue la SBRT deposita en el tumor, creando gradientes de dosis pronunciados alrededor
del volumen blanco, con un volumen del pulmén recibiendo dosis bajas/intermedias
entre 5y 40 Gy. En algunos casos, los cambios en la TC después de la SBRT pueden
presentarse como patrones similares a masas que imitan la apariencia de una
enfermedad recurrente. Estos cambios son comunes y las recurrencias dentro del
campo de tratamiento son poco comunes, distinguir entre estas dos entidades es de
suma importancia en pacientes que pueden ser candidatos para la terapia de rescate,

incluida la reseccion quirtrgica 136-138],

(a) Recurrence

Figura 10. Cambios post- SBRT (fibrosis benigna versus recurrencia).
Extraido de Mattonen et al [37], Licencia de John Wiiley and Sons.

6.5. Valoracion de la toxicidad de la RT

La RT es un tratamiento locorregional, las propiedades anatomicas de los 6rganos y
tejidos sanos irradiados influyen en la patogénesis y en la presentacion clinica de los
efectos secundarios o la toxicidad. Los 6rganos pueden considerarse como unidades
funcionales dispuestas en paralelo, como el higado y el pulmén o en serie, como el

esodfago o los nervios 139,
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Los efectos secundarios de la RT se categorizan como agudos, subagudos o tardios.
Los efectos agudos comienzan dentro de 1 0 2 semanas después de iniciar la RT y a
menudo son inflamatorios o reflejan la despoblacion de células epiteliales de rapido
crecimiento. Los efectos tardios muestran fibrosis, lesion vascular u otros cambios
graduales en tejidos de division lenta, con un dafio que posiblemente se manifieste afios
después del tratamiento. El dafio residual del ADN rara vez puede causar
carcinogénesis tardia 4%, Entre el 10 y el 30% de todos los pacientes con CP que
reciben RT torécica desarrollan algun tipo de toxicidad local o sistémica asociada al
tratamiento, como puede ser la neumonitis inducida por radiacién, una toxicidad
subaguda que tiene un alto riesgo de desarrollar fibrosis pulmonar inducida como
toxicidad tardia 4%, Otros efectos secundarios del tratamiento del CP con RT incluyen,
esofagitis, epitelitis, dolor en la pared toracica, fracturas costales, estenosis bronquial,

derrame pleural, plexopatia braquial, astenia y adinamia entre otros 142,

La toxicidad pulmonar sigue siendo un factor crucial que limita la dosis, y los ensayos
clinicos de escalada de dosis con CRT se han visto limitados por la toxicidad pulmonar,
aungue las nuevas técnicas de RT, como la IMRT y la VMAT permiten el tratamiento de
voliumenes tumorales relativamente grandes, disminuyendo la exposicion a la radiacion
de los tejidos sanos especialmente el pulmonar, esofagico y cardiacol. Por otra parte,
la SBRT permite la administracion de radiacion a dosis altas con gran precision sobre
volimenes mas pequefios, asociados con diferentes perfiles de riesgo de neumonitis o
fibrosis relacionadas con las dosis administradas y los volimenes a tratar, esquemas
de tratamiento riesgo-adaptado (Tabla 3) 243, La esofagitis inducida por radiacion es
otra toxicidad aguda local muy comun en el tratamiento del CP. La quimioterapia
concurrente, tumores centrales y dosis altas de RT se asocian con un mayor riesgo de
esofagitis. Los sintomas leves de esofagitis aguda suelen ser autolimitados, y las
opciones de manejo de apoyo incluyen analgésicos, modificacién de la dieta y
protectores de la mucosa. La estenosis esofagica es la secuela tardia mas comun de la

irradiacion esofagica y puede tratarse con dilatacion endoscopica 144149,

El diagnéstico de la toxicidad secundaria a la RT como la neumonitis radica, la fibrosis
pulmonar, la esofagitis, la epitelitis, entre otros, se basa en la presentacion clinica y
pueden estar respaldados por hallazgos radiologicos. Se utilizan varias escalas de
graduacion. En la practica clinica, los criterios del Radiation Therapy Oncology Group
(RTOG) y los Criterios Terminolégicos Comunes para Eventos Adversos (CTCAE) son

los mas ampliamente utilizados (Tablas 4-6) 1461471,
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Tabla 4. Clasificacién de la toxicidad aguda pulmonar segin la RTOG

Grado Descripcién Sintomas y Signos
Grado 1 | Leve, no se necesita intervencion. Tos leve, cambios minimos en la funcion
pulmonar.
Grado 2 | Moderado, intervencion médica Tos persistente que requiere
minima. medicamentos, disnea al esfuerzo.
Grado 3 | Grave, limitacion de la actividad Tos intensa que interfiere con la vida
diaria. diaria, disnea en reposo, uso de
oxigeno.
Grado 4 | Peligro de vida, requiere Insuficiencia respiratoria grave,
intervencion urgente. necesidad de ventilacion asistida.
Grado 5 | Muerte relacionada con la toxicidad | Muerte atribuida a la toxicidad pulmonar
pulmonar. aguda por radioterapia.

Tabla 5. Clasificacién de la toxicidad cronica pulmonar segun la RTOG

Grado Descripcion Sintomas y Signos
Grado 1 | Leve, sin o con sintomas minimos. Tos seca leve, infiltrados minimos en
radiografia o TC de torax
Grado 2 | Moderado, requiere tratamiento Tos persistente, disnea con esfuerzo
minimo. moderado, fibrosis moderada en
radiografia o TC de térax
Grado 3 | Grave, interfiere con la vida diaria. Disnea en reposo 0 con poca actividad,
fibrosis extensa, necesita oxigeno.
Grado 4 | Amenaza de vida, requiere Insuficiencia respiratoria grave, cor
intervencion urgente. pulmonale, dependencia de oxigeno.
Grado 5 | Muerte relacionada con la toxicidad | Muerte debido a toxicidad crénica
pulmonar. pulmonar por radioterapia.

Tabla 6. Clasificacion de la toxicidad esofagica segiin RTOG

Grado Descripcién Sintomas y Signos

Grado 1 | Leve. Disfagia leve u odinofagia que no requiere
intervencion médica significativa. Puede haber
cambios minimos en la dieta.

Grado 2 | Moderada. Disfagia u odinofagia que requiere
intervencion médica, como medicaciéon o
modificacion significativa de la dieta.

Grado 3 | Grave. Disfagia u odinofagia que limita la ingesta de
alimentos sélidos a solo liquidos o nutricién
enteral/parenteral. Necesidad de intervencion
médica agresiva o hospitalizacion.

Grado 4 | Peligro de vida. Complicaciones graves como perforacion
esofagica, fistula o Ulcera sangrante que
requiere intervencién quirdrgica o cuidados
intensivos.

Grado 5 | Muerte. Muerte atribuida a toxicidad esofagica por
radioterapia.

Tablas 4-6 adaptadas de Cox et all*4l,
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7. RADIOBIOLOGIA

7.1. Ecuacion lineal cuadratica y fraccionamientos

Aproximadamente, el 60% de los pacientes diagnosticados de cancer recibiran RT
exclusiva o asociada a algun otro tratamiento (cirugia, quimioterapia o inmunoterapia)
(148 Es por esto que es importante conocer los efectos de la radiacion en las células
sanas y tumorales. La radiobiologia es la ciencia que estudia los efectos de las
radiaciones ionizantes sobre los organismos vivos. La radiacion ejerce su efecto sobre
las células tumoral y tejidos sanos. El efecto biologico de la RT se puede medir a través
del modelo lineal cuadratico en el cual, el efecto biolégico (E) de la RT depende de la

dosis de manera lineal y cuadratica:
E = n(ad+Bd?)

donde n es el numero de fracciones, d es la dosis por fraccién, y a y B son parametros
gue determinan la pendiente inicial y la curva de la supervivencia celular subyacente. A

partir de esta ecuacion, es posible calcular la BED.
BED = nd[1+d/(a/B)]

La BED varia segun la dosis por fraccion, el nimero de fracciones y las caracteristicas
del tejido que contribuyen a la relacién a/B, permitiendo estimar el efecto y la alteracion
de la repoblacion celular tanto en el tumor, como en los tejidos sanos. 149,

En el caso del CP, los tumores localmente avanzados reciben habitualmente una dosis
total de 60-66 Gy 2Gy/dia en 33 fracciones, este esquema de normofraccionamiento
administra una BED de 70-85 Gy, mientras que en los tumores en estadios iniciales el
esquema hipofraccionado, como el usado en la SBRT, logra alcanzar una BED > 100

Gy con los que se puede conseguir un control local del 90% en los tumores T1 ¥,

7.2. Efectos Bioldgicos de la RT sobre el ADN

La radiacion ejerce su efecto sobre el ADN de dos maneras, una como consecuencia
de un solo evento ionizante que causa rupturas de la doble cadena en el ADN, causando
un dafo letal (muerte irreversible de la célula), o como consecuencia de eventos
ionizantes separados y subletales (que permiten a la célula autorrepararse en algunas
horas, a menos que sufra nuevamente otro evento subletal) para crear un dafo letal o

muerte celular (Figura 11).
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El dafio puede ser directo sobre la estructura de la doble hélice del ADN, ocasionando
fracturas simples y dobles de la cadena, alteraciones estructurales de las bases, y
rupturas de los puentes de hidrégeno. Las fracturas dobles llevan a la fragmentacion de
la molécula de ADN y dan origen a aberraciones cromosOmicas estructurales,
responsables de los efectos mutagénicos y oncogénicos de las radiaciones ionizantes.
Estas alteraciones activan sefiales de dafio en el ADN que inducen apoptosis, necrosis
y senescencia. En el caso de las células neoplasicas, este dafio puede alterar la mitosis
y la replicacion. Por otra parte, el dafio indirecto es aquel que genera la radiacion por
medio de la radidlisis de las moléculas de agua presentes en la célula, u otras moléculas
organicas también presentes en el medio, generando radicales libres (ROS). Estos ROS
interactian con los extremos libres de las moléculas de ADN impidiendo su reparacion,
alterando las funciones de la célula y ocasionando su muerte. La cantidad de ROS
producidos por la radiacion, sera proporcional a la dosis total. Los efectos biol6gicos de
la radiacion se clasifican en dos categorias: estocasticos y deterministicos. Los llamados
estocasticos son aquellos que ocurren de forma aleatoria y cuya probabilidad se
incrementa con la dosis. Los efectos deterministicos se producen a altas dosis y generan

dafos graves [150.151,
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Figura 11. Efectos Biolégicos de la RT sobre el ADN. Rupturas simples o dobles de la

cadena de ADN, alteracion de bases y azlcares. Extraido de Huang et al 159, Articulo open access.
Licencia CC (Creative Commons).
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7.3. Efectos Biologicos de la RT sobre estructuras intracelulares

La radiacion también afecta a las estructuras subcelulares que regulan diversas
actividades bioldgicas en las células tumorales. A nivel de la membrana citoplasmatica,
la radiacion puede alterar la composicion de lipidos y proteinas de la membrana,
afectando su permeabilidad, integridad y movilidad, activando respuestas
inmunoldgicas y desencadenando la apoptosis. Con relacién a las mitocondrias, la
radiacion puede inducir la liberacion de citocromo C mediada por ROS,
desencadenando la apoptosis a través de la activacién de caspasas. También puede
afectar la membrana de los lisosomas con la consiguiente liberacion de enzimas
hidroliticas en el citoplasma, llevando a la desintegracion celular. De igual manera, se

observan dafios a nivel del reticulo endoplasmico y de los ribosomas *521,

7.4. Microambiente Tumoral y Sistema Inmunitario

La RT también puede cambiar el fenotipo celular, la inmunogenicidad y el TME,
alterando globalmente el comportamiento biolégico de las células tumorales. La RT
induce respuestas inmunitarias, provocando la liberacion de proteinas de choque
térmico y otros mediadores que pueden aumentar la inmunogenicidad de las células
tumorales. Este proceso incluye la sobreexpresion del complejo mayor de
histocompatibilidad I, la activacion de células dendriticas y la presentacion de antigenos
tumorales al sistema inmunitario, modificando el TME, haciéndolo mas susceptible a la
accion de las células inmunitarias y permitiendo una destruccion méas efectiva de las
células tumorales (Figura 12). De manera paraddjica, la radiacion también puede regular
las moléculas de sefializacién de la membrana plasmatica y los mensajeros secundarios
en las células neoplasicas. Por ejemplo, puede activar el EGFR y las vias MAPK y PI3K,
o0 inducir a la expresion de metaloproteinasas y factores de crecimiento, promoviendo el
crecimiento y la invasién de las células tumorales, aumentando su capacidad
metastasica. Es decir, que la RT no solo dafia el ADN para inhibir la proliferacion
tumoral, sino que también modifica la expresién de moléculas asociadas con la invasion

tumoral y metéstasis 153154,
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Figura 12. Respuesta inmunogénica de la RT. Activacion de células dendriticas, presentacion
de antigenos tumorales, activacion de linfocitos. Cambios en el TME. Extraido de Herrera et al
(1541 | icencia de John Wililey and Sons

7.5. Las 6 Rs de la Radioterapia

Los factores biolégicos que influyen en el efecto de la RT sobre del tumor y los tejidos
sanos se explican mediante el concepto de las 6Rs de la RT que consisten en:

1) Radiosensibilidad intrinseca, referida a los efectos letales inherentes a la radiacién
por parte de las células tumorales y las células sanas. 2) Reparacion del dafio subletal
en el ADN inducido por la radiacion. Las células sanas generalmente tienen una mayor
capacidad de reparacion que las células tumorales. 3) Repoblacion de células tumorales
y sanas después de la exposicion a la radiacién. 4) Redistribucion de las células
tumorales a fases mas sensibles del ciclo celular. 5) Reoxigenacion de las células
supervivientes, ya que las células hipdxicas son mas resistentes ala RT. 6) Reactivacion
de la respuesta inmune antitumoral (Figura 13) 551,

Diferentes estudios sugieren que el tipo de fraccionamiento tiene un impacto real sobre

la regulacién del sistema inmune, es por esto que la reactivacién de la respuesta
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antitumoral adquiere mayor importancia ya que puede regular diferentes tipos de

respuestas 16,
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Figura 13. Las 6 Rs de la Radioterapia. Radiosensibilidad, reparacion, repoblacion,

redistribucion, reoxigenacion y reactivacion. Extraido de Rakotomalala et al. 53],
Articulo open access. Licencia CC (Creative Commons).

7.6. Respuesta inmunitaria y dosis

La hormesis es un tipo de respuesta inmunitaria relacionada con la administracion de
radiacion a dosis bajas. Estas dosis pueden estimular la proliferacion de células
inmunitarias como células natural-killer, macréfagos, células dendriticas y linfocitos T,
también pueden promover la liberacion de citocinas, y mejorar la interaccion entre las
células inmunitarias innatas y adaptativas. Un ejemplo es su accion sobre los Tregs, que
tienen la habilidad de producir inmunosupresion para controlar enfermedades
autoinmunes, como la artritis o retrasar la progresion del cancer 1571581,

Por otra parte, se encuentra el efecto bystander, se refiere al efecto causado sobre
células no irradiadas pero proximas al campo de tratamiento después de administrar
dosis altas de RT, ocasionando la muerte de las células fuera del campo de irradiacion,
probablemente por emision de alguna sefial o toxina al TME por parte de las células
irradiadas al morir 9, Por dltimo, se destaca el efecto abscopal, descrito por Mole en
1953, que describe un efecto sistémico de la radiacion, es decir un efecto a distancia
del campo de tratamiento 691,

Diferentes publicaciones han demostrado una relaciéon entre el efecto abscopal y la
administracién de tratamientos hipofraccionados, particularmente con la SBRT, que

produce mayor actividad inmunogénica y muerte celular (Figura 14).
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Figura 14. Respuesta inmunitaria segun el fraccionamiento de RT.
Extraido de Boustani et al 1591, Articulo open access. Licencia CC (Creative Commons).

La liberacion de ADN de doble cadena puede activar la via de sefializacién del
interferén y y reclutar células dendriticas que pueden captar antigenos tumorales, migrar
a los ganglios linfaticos y presentar antigenos a las células T. Estas células T pueden
migrar al tumor, infiltrar el TME y destruir células tumorales, también pueden impulsar
la polarizacion de macréfagos proinflamatorios e incrementar la expresién de PD-L1 en
el tumor 161-1%41 Algunos estudios han demostrado el aumento de linfocitos T CD4+ y
CD8+ de memoria a nivel periférico, induciendo una respuesta antitumoral a distancia,
en pacientes tratados con SBRT [1¢5166l Estos hallazgos han abierto el camino al
desarrollo de varias estrategias terapéuticas destinadas a la re-activacion de las
respuestas inmunitarias antitumorales en pacientes con CPNM. En particular, la
inhibicion de puntos de control inmunitarios de CTLA4 y PD1/PD-L1, potenciando la
respuesta inmunitaria y, por lo tanto, llevando a un reconocimiento inmune y a la
destruccion de células tumorales “5154,

La combinacién de RT e inmunoterapia ofrece una nueva y prometedora estrategia para
mejorar los resultados en el tratamiento del cancer, abriendo nuevas posibilidades para
nuevos y mejores tratamientos. Un ejemplo es el estudio fase | KEYNOTE 001 en el que
se observdé que pacientes con CPNM avanzado tratados con RT y seguido de

pembrolizumab presentaban mejor SLP y SG que aquellos que no recibieron RT 1671,
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8. BIOMARCADORES Y OMICAS EN CP

8.1. Biomarcadores en CP

The National Institute of Health define biomarcador como una caracteristica que se
puede medir y evaluar objetivamente, siendo éste un indicador de procesos biol6gicos
normales, procesos patogénicos o de respuesta a una intervencion terapéutica 1681,

El biomarcador ideal no solo debe tener un papel en la deteccion y diagnéstico inicial de
la enfermedad, sino también en el seguimiento, evaluacién y pronéstico de la misma.
Ademds, debe ser facil de obtener y analizar, minimamente invasivo, econdémico,
preciso y altamente informativo, actuando como potencial indicador predictivo y
prondstico (Figura 15). Uno de los mayores desafios en la busqueda de biomarcadores
es la validacion clinica, por ejemplo, la sensibilidad y la especificidad a menudo son
inestables frente a multiples variables como la edad o el estadio de la enfermedad. Los
valores predictivos positivos y negativos, dependen de la prevalencia de la enfermedad.
Las curvas ROC (del inglés Receiver Operating Characteristic) que representan las
tasas de verdaderos positivos frente a falsos positivos son utiles, pero complican la toma
de decisiones debido a la necesidad de valores de corte dicotomicos 169,
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Figura 15. Criterios para el uso clinico de biomarcadores.
Extraido de Seijo et al 24, Articulo open acces. Licencia de Elsevier
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En el CP se han estudiado algunos biomarcadores obtenidos a partir de muestras de
sangre (suero o plasma), tejido bronquial y pulmonar, esputo o incluso del aliento.

Actualmente, no existe un biomarcador clinico disponible para la deteccion temprana o
cribado del CP. A diferencia de otros tumores como el adenocarcinoma de pancreas, el
cancer de ovario o cancer de mama, en los cuales marcadores serolégicos como
CA19.9, CA125, CA15.3 o el antigeno carcinoembrionario (CEA) forman parte del
cribado, en el CP tienen escaso valor prondstico. El CEA es uno de los marcadores
tumorales mas estudiados en el CP y aunque en algunos estudios se ha relacionado
con un peor prondstico y tasas de recurrencias mas elevadas, presenta limitaciones
para seleccionar o diferenciar pacientes con CP de pacientes con patologias
pulmonares no tumorales. Es por esto, que el uso de marcadores serolégicos no se ha
aplicado en la practica clinica diaria, optando por biomarcadores emergentes como
autoanticuerpos, proteinas, patrones de metilacion del ADN, miARN, células tumorales
circulantes, ADN circulante y varios metabolitos 7%, En el caso de miARN vy la biopsia
liguida no ha demostrado su papel en la deteccién temprana, pero si como un indicador
de recaida. En algunos ensayos se ha asociado el uso conjunto de miARN y de LDTC
para reducir la tasa de falsos positivos 73, Respecto a la deteccién de ADN circulante,
se ha demostrado una mayor sensibilidad al detectar estadios avanzados, pero muy
baja en estadio iniciales. En algunos estudios se ha integrado el andlisis de la metilacién
del ADN con las imagenes de TC para mejorar la caracterizacién del nédulo pulmonar
solitario 4. Por otra parte, se ha evaluado el papel de los biomarcadores histol6gicos
como la expresién de PD-L1, EGFR, ALK y ROS1, pero su efectividad puede verse
afectada por factores como la respuesta al tratamiento previo y las comorbilidades 38,

aunque tienen un papel importante en el tratamiento y pronéstico del CPNM avanzado.

8.2. Omicas en el CP

Actualmente, se apuesta por tecnologias de alto rendimiento, como la secuenciacion
masiva y el analisis de proteomas completos, para identificar firmas moleculares
complejas en lugar de depender de un solo marcador. Esto ha dado lugar al surgimiento
de las ciencias 6micas, que tienen como funcién identificar, medir y analizar de forma
simultanea una enorme cantidad de biomoléculas, para que puedan ser validadas como
biomarcadores en la deteccién de enfermedades y predecir la probabilidad de respuesta
a tratamientos especificos y trasladar su uso a la practica clinica 272,

Dentro de estas 6micas se encuentran la gendmica, la transcriptomica, la protedmica,

la lipiddmica, la epigendmica, la metabolémica y la radiomica, entre otras.
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La gendmica se enfoca en la estructura, funcion, evolucion y mapeo de los genomas. A
través de métodos de secuenciacibn masiva, como la secuenciacion de nueva
generacion (NGS) que analiza miles de secuencias de ADN para identificar alteraciones
genéticas que pueden contribuir al desarrollo y progresiéon del CP 1438 Por otra parte,
la epigendmica estudia los cambios en la expresidn génica que no involucran
alteraciones en la secuencia de ADN, como la metilaciéon del ADN o modificaciones de
las histonas. La transcriptdmica, analiza todos los ARN transcritos a partir del ADN en
un oOrgano, tejido o célula. Esto permite interpretar los elementos funcionales del
genoma y revelar los perfiles de expresion génica global asociados con la enfermedad
173174 En el caso de la protedmica, el analisis se centra en el proteoma, es decir en
todas las proteinas expresadas en una célula en un momento dado y que representa el
resultado final de la expresion entre el genoma y el transcriptoma. La protedmica
proporciona informaciéon directa sobre las funciones biolégicas y el comportamiento
celular al analizar las proteinas, como es el caso de proteinas o citoquinas relacionadas
con el sistema inmune y progresién en el CPNM 75771 Por su parte, la lipidémica
evalla cuantitativamente cientos de especies lipidicas a la vez, para establecer un perfil
lipidico. La alteracion del metabolismo lipidico se relaciona con el inicio y progresién de
diferentes enfermedades, como la diabetes, la enfermedad de Alzheimer o el cancer.
Algunos estudios relacionan marcadores lipidicos con deteccién de CPNM en estadios
inicialest78-181],

Para finalizar, la radibmica que extrae y analiza caracteristicas cuantitativas de
imagenes médicas, como TC, RM y PET, utilizando algoritmos avanzados de
inteligencia artificial y deep learning. Estas caracteristicas, que incluyen parametros de
textura, forma, e intensidad, pueden revelar patrones no visibles a simple vista y
proporcionar informacién valiosa sobre la biologia del tumor y su microambiente. La
radiomica tiene el potencial de mejorar el diagnéstico, el prondstico y la personalizacion
del tratamiento en pacientes con CP [82-181 | 3 integracion mediante la inteligencia
artificial de los datos radiomicos con la informacion obtenida por las émicas, proporciona
una vision integral de la biologia del tumor y su microambiente, mejorando
significativamente el diagndéstico, el prondstico y la personalizacion de los tratamientos
(Figura 16) [14.173.183.186]
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Figura 16. Radiémica en CP. Segmentacion de imagenes, extraccion de caracteristicas

(forma y textura), andlisis de datos. Extraido de Aerts et al 184,
Articulo open access. Licencia CC (Creative Commons).
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9. METABOLOMICA EN CP

Los metabolitos juegan un papel importante en el mantenimiento de la fisiologia normal
de las células y los 6érganos. Son un componente esencial de la traduccion de sefiales,
es decir, el producto final de la actividad de los genes y las proteinas. La concentracion
de estos metabolitos en un momento dado constituye el metaboloma celular, siendo
este la huella metabdlica representativa del estado de un organismo. El metaboloma
esta formado por aproximadamente 3000 metabolitos involucrados en unas 70 vias
metabdlicas, mientras que el genoma estd compuesto por mas de 40.000 genes y el
proteoma por mas de 1.000.000 de proteinas, todas involucradas en el metabolismo
celular. Esto permite que el andlisis del metaboloma sea mucho mas simple y &gil. La
metabolémica es la ciencia que permite el analisis y la cuantificacion integral del
metaboloma, proporcionando una vision detallada de los cambios metabdlicos en las

células sanas o en las células tumorales (Figura 17) [187:188],
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Figura 17. Omicas en CP. Extraido de Yu et al (18
Articulo open access. Licencia CC (Creative Commons).

Los metabolitos en el CP se encuentran clasificados en 4 categorias segun las vias
metabdlicas involucradas. Un primer grupo lo conforman los metabolitos energéticos
como la glucosa y el acido citrico. Algunos de ellos relacionados con el CP. Ya se ha

explicado el papel de la glucosa en el crecimiento de las células tumorales, mediado por
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el aumento de la glicélisis y del TCA, asi como el efecto Warburg *°°!, Por otra parte, las
acilcarnitinas estan involucradas en la oxidacién de los acidos grasos a nivel de la
mitocondria para producir energia, siendo éstas indicadoras del estado funcional de la
mitocondria. Niveles bajos de acilcarnitinas se encuentran relacionados con el CPNM
191 El segundo grupo de metabolitos esta formado por aminoacidos y precursores de
la sintesis de proteinas como treonina, alanina y acido glutamico *°. Niveles elevados
de glutamina y glutamato en pacientes con CP confirman el aumento de glutamindlisis,
que se relaciona con la supervivencia y proliferacién de las células tumorales 4. Por
otra parte, alteraciones en el metabolismo del triptéfano se relacionan con desarrollo de
CP mediado por el escape del sistema inmune 2, Un tercer grupo esta formado por los
metabolitos relacionados con la sintesis de la membrana celular como la colina, la
carnitina, el glicerol, el acido lactico y los acidos grasos. La colina tiene un papel
importante a nivel de la sintesis de materiales lipidicos, ademas interfiere en el proceso
de expresion genética y reparacién del ADN debido a su capacidad para proveer el
grupo metilo para la metilacion del ADN. El glicerol es una molécula necesaria para la
biosintesis de los lipidos, y los niveles aumentados en suero se relacionan con el
desarrollo de CP. El acido lactico se encuentra relacionado con la proliferacion celular y
en consecuencia con el desarrollo de metastasis 3. Y por Gltimo, cabe considerar el
grupo de los metabolitos derivados del metabolismo del microbioma tanto de las vias

respiratorias como a nivel intestinal 9,

Diferentes estudios han demostrado la relacién entre las alteraciones metabdlicas y el
CP, evidenciando su papel como biomarcadores para el diagndéstico temprano del CP.
Concretamente, en el trabajo de Mazzone et al.!? se identificaron alteraciones en 10
aminoacidos, 44 lipidos, 12 péptidos, 4 carbohidratos, 5 nucleotidos y 30 xenobidticos y
que permitian diferenciar individuos con CP de individuos sanos, asimismo se

correlaciona con el estadio clinico.

Los métodos de metabolomica tradicional, como la cromatografia de gases - GS, la
espectrometria de masas — MS, la resonancia nuclear - NMR o la cromatografia liquida
- LC solo permiten cubrir una parte limitada del metaboloma. Sin embargo, actualmente
se dispone de plataformas de metabolémica de nueva generacién como, la LC-Q-TOF
(del inglés Liguid Chromatography Quadrupole Time-of-Flight) o la GC-QTOF-MS (del
inglés Gas Chromatography-Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry), técnicas
avanzadas de espectrometria de masas combinadas con cromatografia de gases o
cromatografia liquida y que permiten cubrir la mayoria del metaboloma incluyendo

metabolitos polares y no polares. La deteccién de los metabolitos puede ser una
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metabolémica no dirigida (non-targeted metabolomics) utilizada para identificar y
cuantificar de manera integral todos los metabolitos presentes en una muestra biolégica
sin hipotesis previa, o0 metabolémica dirigida (targeted metabolomics) que se enfoca en
medir concentraciones de metabolitos especificos previamente identificados como

relevantes en un proceso bioldgico o patolégico particular [289:192.193],

La metabolémica en combinacién con las técnicas de aprendizaje automatico o machine
learning permiten analizar de una forma mas rapida y eficiente diferentes perfiles
metabolémicos. Ademas, la incorporacion de datos clinicos del paciente permite
identificar nuevos biomarcadores, creando modelos predictivos tanto para la deteccion
precoz, como para predecir la supervivencia. Los algoritmos de machine learning como
las maquinas de vectores de soporte (SVM del inglés Suport Vector Machine) y la
regresion ortogonal de minimos cuadrados parciales (OPLS-DA del inglés Orthogonal
Partial Least Squares Discriminant Analysis) juntamente con herramientas estadisticas
y graficas, como las curvas ROC pueden mostrar la capacidad de un biomarcador para
discriminar entre pacientes con y sin cancer. Un AUC - Area Bajo la Curva (del inglés
Area Under the Curve) es una medida para cuantificar el rendimiento de un modelo

predictivo. Muchos autores consideran una AUC > 0.80 como un eficiente clasificador
[194-196]

Por esta razon, la metabolomica tiene un gran potencial en la identificacion de
biomarcadores en el CP. Los trabajos de Klupsczynska et al., Zhang et al., Miyagi et al.
y Ni et al. demostraron que las alteraciones en ciertos aminoacidos detectados por
medio de la metabolémica pueden ser Utiles, tanto para el cribado y el diagnéstico
precoz, como para la deteccién de estadios avanzados de CP 197200 En otros estudios
se demostrd que la determinacion de metabolitos relacionados con el metabolismo del
glutamato, como el 2 hidroxiglutarato puede discriminar entre adenocarcinoma y otros
tipos histoldgicos de CPNM ©2%1-2031 o incluso algunos pueden ser indicadores de

progresion, como es el caso de las alteraciones de los niveles de prolina, entre otros
[9,204-207]
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HIPOTESIS

El CP es el cancer mas frecuente a nivel mundial y la principal causa de muerte por esta
enfermedad. Actualmente, en la practica clinica asistencial no existe un biomarcador
plasmatico disponible para la deteccion precoz del CP ni para la valoracién de la

respuesta a los tratamientos oncoldgicos.

Las alteraciones metabdlicas inducidas por el cancer y los tratamientos oncoldgicos,
como la RT, pueden ser detectadas a través de la metabolémica. El uso de técnicas de
analisis multivariante y algoritmos de aprendizaje automatico podrian facilitar la

identificacién y validacién de biomarcadores potenciales.
La hip6tesis de la presente tesis es que la determinacién de una firma metabolémica

podria permitir la identificacion de biomarcadores plasmaticos Utiles en el diagndstico

precoz del CP, asi como en la evaluacion de la respuesta a la RT y su prondstico.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo principal de esta tesis es identificar potenciales biomarcadores en CP, a partir
de la combinacién de firmas metabolémicas plasmaticas, analisis multivariante y
algoritmos de aprendizaje automatico, eficaces en el diagndstico precoz de este tipo de

tumor, en la valoracion de la respuesta a la RT y en su prondstico.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

- ldentificar las alteraciones metabdlicas mas relevantes que permitan discriminar

entre pacientes con CPNM y controles sanos.

- Determinar los cambios metaboldmicos pre-RT y post-RT en pacientes con CPNM,
para valorar la respuesta al tratamiento y su posible influencia en el pronéstico de la

enfermedad.

- Estudiar las diferencias en los cambios en los perfiles metabolémicos de pacientes
con CPNM segun la modalidad de RT recibida, CRT o SBRT.
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MATERIALES Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO Y POBLACION

Se llevé a cabo un estudio prospectivo no aleatorizado, reclutando una cohorte de 91
pacientes diagnosticados de tumores primarios de CPNM en estadios I, Il y lll y
candidatos a recibir CRT (38 pacientes) o SBRT (53 pacientes) con intencion radical.
En total se trataron 102 lesiones pulmonares. Todos los participantes fueron tratados en
el Servicio de Oncologia Radioterapica del Hospital Universitari Sant Joan de Reus entre
febrero de 2013 y octubre de 2022. Los pacientes incluidos presentaron un indice de
Karnofsky > 70 y segun la escala funcional del Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG) 0 0 1 (Tabla 7).

Tabla 7. Criterios de Inclusion y Exclusién

Criterios de Inclusién Criterios de Exclusion

Pacientes que aceptan y son capaces de | Pacientes que no cumplan alguno de los
dar su consentimiento informado por criterios de inclusion.

escrito.

Pacientes diagnosticados de CPNM en Pacientes que hayan recibido

estadios I, Il y lll, candidatos a tratamiento de RT previa en la misma
tratamiento radical con RT: SBRT o localizacion.

CRT.

Pacientes que acepten la realizaciébn de | Pacientes que sean mujeres gestantes o
al menos 2 extracciones sanguineas. en periodo de lactancia.

Mujeres u hombres > 18 afos y < 80

afos.

Pacientes con un indice de Karnofsky

(IK) > 70 0 ECOG 0-1.

Pacientes con esperanza de vida de > 6

meses.

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group.

Los protocolos de RT incluyeron RT normofraccionada (dosis total de 54-70 Gy
administrada a 2 Gy/dia, 5 dias/semana), RT hipofraccionada (dosis total de 60 Gy
administrada a 4 Gy/dia, 5 dias/semana) o SBRT riesgo adaptado (dosis total de 54-60
Gy administrada en 3 — 8 fracciones) utilizando arco terapia volumétrica de intensidad
modulada (VMAT) a través del sistema Varian RapidArc® (Varian Medical Systems,
Palo Alto, CA, EE. UU.) (Tabla 8). Ademas, 14 pacientes con CPNM tratados con CRT
recibieron tratamiento concomitante con cisplatino (50 mg/m?2) y etoposido (50 mg/m?)

por via endovenosa cada tres semanas.
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Tabla 8. Protocolo de tratamiento de radioterapia (RT)

Tipo de RT Dosis Fraccion | Numero de | Frecuencia Técnica
Total (Gy/dia) Fracciones Utilizada
(Gy)

RT 54-70 Gy 2 Gy 27-35 | 5dias/semana | CRT/IMRT/

Normofraccionada VMAT

RT 60 Gy 4 Gy 15| 5dias/semana | IMRT/VMAT

Hipofraccionada

SBRT 54-60 Gy | 7,5-20 Gy 3-8 Dias alternos VMAT

Riesgo adaptado

RT: Radioterapia, CRT: Radioterapia conformada, IMRT: Radioterapia de intensidad modulada,
VMAT: Arco terapia volumétrica de intensidad modulada.

Se obtuvieron muestras de sangre en ayunas basal antes y al mes de finalizar del
tratamiento, y se almacenaron en alicuotas de plasma con EDTA a -80°C hasta que se
realizaron los analisis metabolémicos.

La evaluacién de la toxicidad aguda durante el curso del tratamiento se realizo
semanalmente, empleando los criterios establecidos por el Radiation Therapy Oncology
Group (RTOG) y la European Organization for Research and Treatment of Cancer
(EORTC) [146,208]

Como grupo de control, se utilizaron muestras de plasma de 40 voluntarios sanos, sin
evidencia clinica o analitica de enfermedad infecciosa, insuficiencia renal, enfermedad
hepatica, neoplasia o trastornos neuroldgicos. Estos individuos fueron reclutados de un

estudio poblacional realizado en nuestra zona 209,
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2. ANALISIS METABOLOMICO

Metabolitos analizados:

Mediante metabolémica semidirigida se evaluaron los niveles plasméaticos de 74
metabolitos involucrados en el metabolismo energético, carbohidratos, aminoacidos,
lipidos, cofactores, vitaminas, nucleétidos, y biodegradacion de xenobidticos 192219 a-
tocoferol, acido a-cetoglutarico, acido 2-ceto-3-metilvalérico, acido 2-hidroxibutirico,
acido 2-hidroxiisobutirico, acido 2-hidroxiisovalérico, acido 3-fosfoglicérico, &cido 3-
hidroxibutirico / acido 3-hidroxiisobutirico, acido 3-hidroxiisovalérico, acido 3-metil-2-
oxobutirico, acido 4-hidroxibenzoico, &cido 4-hidroxifenilactico, 4-hidroxiprolina, acido
benzoico, &acido citrico, &cido d-mandnico, acido dodecanoico, acido dI-2-
hidroxiglutarico, &cido eritrénico, acido etilmalénico, acido fosférico, acido fumarico,
acido galactdénico, acido galacturénico, acido glicérico, acido glicélico, acido glutamico,
acido hipurico, acido hidrocinamico, acido indol-3-propanoico, acido indolelactico, acido
lactico, acido linoleico, acido malico, acido oleico, oxoprolina, acido piravico, acido
ribonico, acido sacarico, acido succinico, acido tetradecanoico, acido trednico, acido
Urico, acido vanililmandélico, acido xilénico, alanina, d-arabinosa, d-arabitol, d-fructosa,
d-galactitol, d-manitol, d-sacarosa, d-treitol, d-xilitol, d-xilosa, etanolamina, fenilalanina,
glicina, glucosa 6-fosfato, glutamina, glicerol, glicerol-1-fosfato, isoleucina, leucina,
maltosa, metionina, mio-inositol, ornitina, prolina, sedoheptulosa, serina, taurina,

treonina y valina.

Reactivos:

Agua Milli-Q (Millipore Sigma, Burlington, MA, USA), metanol LC-MS (Sigma Aldrich, St.
Louis, MI, USA), metoxiamina (Sigma Aldrich), piridina (Sigma Aldrich), N-metil-N-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA, Thermo, Waltham, MA, USA), cloruro de
trimetilsilano (TMCS, Waltham, MA, USA).

Calibradores:
Acido succinico D4, acido miristico D27, d-glucosa 13C6 y L-metionina-(carboxi-13C,
metil-D3) (Sigma Aldrich), mezcla de calibradores de aminoacidos marcados

(Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury, MA, USA).
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Preparacion de muestras:

100 uL de plasma se afadieron a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se mezclaron con 400
ML de una solucion de metanol (8:2, v/v) que contenia los calibradores internos. Las
muestras se mezclaron en un vértex y se centrifugaron durante 5 minutos a 15000 rpm
y 4°C. Los sobrenadantes (400 pL) se transfirieron a un tubo nuevo y se evaporaron en
un SpeedVac (Thermo) a 45 °C. Las muestras se reconstituyeron con 30 pL de
metoxiamina y se incubaron durante 90 minutos a 37°C. Finalmente, se derivatizaron

con 45 pL de MSTFA + 1 % TMCS a temperatura ambiente durante 60 minutos.

Instrumentacion:

Se utiliz6 un cromatégrafo de gases 7890A acoplado a una fuente de impacto
electrénico con un espectrometro de masas de tiempo de vuelo cuadrupolo 7200,
equipado con un mdédulo de autosampler 7693 y una columna J&W Scientific HP-5MS
(30 m x 0.25 mm, 0.25 ym) (GC-QTOF-MS, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). La separacion cromatografica se realizé con helio (pureza >99.999%) como gas
portador a un flujo constante de 1.1 mL/min. La temperatura inicial del horno del GC fue
de 60°C; 1 minuto después de la inyeccion, la temperatura del horno del GC se
incrementé a 10°C/min hasta alcanzar 320°C y se mantuvo a 320°C durante 10 minutos.
Las muestras se inyectaron en modo split 1:20 a una temperatura de inyeccion de
250°C. La detecciéon se realizd utilizando MS en modo de ionizacidon por impacto
electrénico (70 eV) y monitoreo de escaneo completo (m/z 50—600) con una velocidad
de adquisicién de 5 espectros/seg. La temperatura de la fuente de iones se fijé en 250°C
y la del cuadrupolo en 200°C.

Los analitos fueron identificados utilizando sus calibradores analiticos puros.
Especificamente, se seleccionaron y utilizaron iones para la cuantificacion basandose
en sus espectros de impacto electrénico (70 eV) y los iones principales especificos
descritos en la biblioteca espectral registrada Fiehn-pct-2013. Se realizé un analisis
semicuantitativo utilizando calibradores marcados para corregir la sefial analitica, el
efecto de lote y las diferencias en la extraccion de metabolitos. Los resultados se han

reportado como una relacion de respuesta con el calibrador interno (relative units, RU).

68



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

METABOLOMICA Y APRENDIZAJE AUTOMATICO EN LA IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES PLASMATICOS DE CANCER DE PULMON NO
MICROCITICO: IMPACTO DE LA RADIOTERAPIA

MAURICIO MURCIA MEJIA

3. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis y graficos se ejecutaron utilizando RStudio version 4.3.1 y las
versiones mas recientes de los paquetes disponibles en CRAN (Comprehensive R
Archive Network) a partir del 28 de abril de 2024.

Con el fin de normalizar la distribucién de los datos metabolémicos y evitar sesgos en
el andlisis, se aplicd una transformacién logaritmica en base 10. El analisis univariante
de los datos clinicos y metabol6émicos para la comparacién entre grupos se realizo
utilizando pruebas estadisticas apropiadas segun el tipo de variable. Las variables
cuantitativas se analizaron mediante pruebas no paramétricas. En el caso de variables
independientes, se empled la prueba U de Mann-Whitney. Para las variables
relacionadas, se aplicé la prueba de Wilcoxon. Los resultados obtenidos se muestran
como medianas acompafiadas de sus respectivos rangos intercuartilicos. Por otro lado,
las variables categdricas se evaluaron mediante la prueba de x?, y los resultados se
muestran como numero de casos seguido del porcentaje de la poblacién que
representan. El umbral de significancia se determin6é en un valor de p < 0.05. Los
resultados descriptivos de los datos clinicos y metabolémicos se resumieron utilizando
el paguete TableOne, que permite generar tablas descriptivas de manera eficiente y
detallada. Para la visualizacién de los resultados, se emplearon graficos de volcan y
diagramas de caja, generados utilizando el paquete ggplot2, que es ampliamente
utilizado.

Para identificar los metabolitos mas relevantes para la segregacion entre los grupos de
estudio, se optd por utilizar un enfoque basado en machine learning. Esta decisién se
fundamenta en la capacidad del machine learning para manejar grandes voliimenes de
datos y su eficacia en la deteccion de patrones complejos y correlaciones entre
variables. Los analisis metabolémicos suelen implicar un elevado numero de
metabolitos y la presencia de numerosas variables interrelacionadas.

En primer lugar, se utilizé el OPLS-DA, una técnica de machine learning utilizada para
la clasificaciéon y discriminacion de datos principalmente “0micos”. Esta técnica de
andlisis combina caracteristicas del andlisis de componentes principales (PCA) y del
andlisis de minimos cuadrados parciales (PLS), reduciendo la dimensionalidad de
manera supervisada y teniendo en cuenta la variable respuesta. EI OPLS-DA
descompone los datos en dos componentes principales: uno correlacionado con la
variable respuesta y otro ortogonal que captura la variabilidad no relacionada con la
discriminacién entre las clases. Gracias a la reduccién de dimensionalidad y a la
proyeccion de los datos se facilita la visualizacion de los datos y mejora la interpretacion

de las diferencias entre clases. Especificamente, esta técnica de andlisis se realizé
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usando el paquete ropls, y permitié6 optimizar la discriminacion entre pacientes con
CPNM e individuos sanos. Ademas, se evalué la importancia de cada variable predictora
para la clasificacion de las clases mediante la métrica de Importancia de la Variable en
la Proyeccion (VIP, del inglés Variable Importance in Projection). Aquellos metabolitos
gue presentaron una puntuacion VIP superior a 1.5, se consideraron relevantes y que
contribuian significativamente en la discriminacién entre grupos.

Para evaluar la capacidad discriminatoria de los metabolitos de forma individual, se
generaron curvas ROC univariantes mediante el paquete pROC. También se calcul6 e
indicé en las graficas ROC el indice de Younden, el cual representa el punto de corte
Optimo para maximizar la especificidad y sensibilidad de cada metabolito evaluado. El

indice Youden se obtiene seleccionando el punto dénde el valor Y es maximo.
Y = Sensibilidad + Especificidad - 1

Para confirmar la influencia de cada metabolito en la segregacion entre grupos en
presencia de diversos factores clinicos, se ajustaron modelos multivariantes de
regresion logistica para cada metabolito junto con las variables clinicas
significativamente distintas entre los grupos de estudio.

Finalmente, con la utilizacion del paguete caret se entrend y validé un modelo
multivariante con los metabolitos seleccionados basado en el algoritmo de SVM con un
nucleo linear. Este algoritmo de aprendizaje supervisado busca encontrar el hiperplano
Optimo, que maximice el margen entre las diferentes clases. El modelo fue entrenado
con el 70% de los datos, seleccionados de manera aleatoria, y su rendimiento fue
evaluado mediante un método de validacion cruzada en 5 pliegues. Este proceso
consiste en dividir el conjunto de entrenamiento en 5 subconjuntos o pliegues,
aproximadamente iguales. En cada iteracién, uno de estos pliegues se utiliza como
conjunto de validacion y los otros 4 como conjunto de entrenamiento. Este
procedimiento se repite 5 veces, asegurando que cada pliegue actlie como conjunto de
validacién una vez. Este enfoque permite obtener una estimacion mas precisa de la
capacidad predictiva del modelo, ya que se entrena y valida en diferentes subconjuntos
de datos, reduciendo asi el riesgo de sobreajuste (overfitting), es decir, la excesiva
adaptacion del modelo a los datos de entrenamiento. Finalmente, el modelo se validé
de manera externa usando el 30% restante de los datos, asegurando asi una evaluacion

independiente y robusta de su capacidad predictiva.

70



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

METABOLOMICA Y APRENDIZAJE AUTOMATICO EN LA IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES PLASMATICOS DE CANCER DE PULMON NO
MICROCITICO: IMPACTO DE LA RADIOTERAPIA

MAURICIO MURCIA MEJIA

3.1. Célculo tamafio de muestra

Dado el niamero limitado de pacientes incluidos en el estudio, quisimos calcular a
posteriori el tamafio minimo de muestra necesario para obtener conclusiones
estadisticamente validas. Para ello, escogimos como diana el metabolito taurina que es
uno de los que presentan menores diferencias entre los distintos grupos. En lo referente
a las diferencias basales entre los pacientes con CPNM y el grupo control, si a = 0,05,
=0,2,q0=0,3y0q:=0,7, se necesitaron como minimo 33 casos en el grupo control y
75 en el grupo CPNM. Por otro lado, en lo referente a las diferencias pre- y post-SBRT,
sia=0,05,B=0,2,q0=0,5y0:=0,5, se necesitaron como minimo 45 casos en cada
uno de los grupos. Para calcular el tamafio de muestra en el estudio de las diferencias
pre- y post-CRT, escogimos la glicina, ya que la taurina no presentaba diferencias
significativas. Si a = 0,05, B = 0,2, g0 = 0,5 y g1 = 0,5, se necesitan como minimo 11
casos en cada uno de los grupos. Por tanto, nuestro estudio ha cumplido los criterios de
tamafio minimo de muestra. Para realizar estos célculos se ha usado la calculadora
online Sample Size Calculators for Designing Clinical Research (https://sample-

size.net/).

4. ASPECTOS ETICOS

Este estudio se realizé de acuerdo con la declaracion de Helsinki y segun la legislacion
vigente, siguiendo la normativa de Buena Préctica Clinica (Good Clinical Practice)
promulgada por la Conferencia Internacional de Armonizacién (International Conference
of Harmonization). A cada sujeto que se le solicitd la participacion en el estudio se le
entregd un documento escrito que contenia informacion sobre la finalidad del estudio,
los beneficios y los riesgos derivados del mismo, el caracter voluntario de su
participacién, asi como la posibilidad de retirarse del estudio en cualquier momento sin
gue ello alterase la relacién médico-enfermo, ni produjera perjuicio en su tratamiento.
Se asigno un cbédigo numérico aleatorio manteniendo la confidencialidad de todos los
datos de caracter personal, cumpliendo la normativa legal sobre confidencialidad de
datos: reglamento 2016/679 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 27 de abril de
2016, relativo a la proteccion de las personas fisicas, en lo que respecta al tratamiento
de sus datos personales y la Ley Organica 3/2018, del 5 de diciembre, de proteccion
datos personales y garantia de los derechos digitales.

El protocolo, junto con la hoja de informacién al paciente y el consentimiento informado,
fue evaluado y aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) del Institut
d'Investigacié Sanitaria Pere Virgili (IISPV), cddigo CEIm 14/2017 dentro del estudio:
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“Biomarcadores de la oxidacion, la inflamacién y el metabolismo energético para la
evaluacion de la respuesta al tratamiento con radioterapia en pacientes con cancer de
pulmon”, dirigido por el servicio de oncologia radioterapica del Hospital Universitari Sant
Joan de Reus (Anexo 1). Todos los pacientes 0 su representante legal firmaron el
consentimiento informado para la inclusion en el estudio, proporcionando una copia del
formulario de consentimiento informado y la hoja de informacién al paciente en un

lenguaje no técnico y facilmente comprensible (Anexo 2).

5. PUBLICACIONES

Los resultados presentados en esta tesis han sido publicados en el articulo: “Combining
Metabolomics and Machine Learning to Identify Diagnostic and Prognostic Biomarkers
in Patients with Non-Small Cell Lung Cancer Pre- and Post-Radiation Therapy”.
Biomolecules. DOI: 10.3390/ biom14080898 (Anexo 3).
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RESULTAD®
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RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS CLINICAS Y DEMOGRAFICAS DE LOS PARTICIPANTES

La mayoria de los patrticipantes fueron hombres, y se observaron notables diferencias
entre los pacientes con CPNM y el grupo control. Estas variaciones abarcaron la edad,
comorbilidades como la diabetes mellitus, la hipertension arterial y la dislipemia, asi
como factores de estilo de vida, como el tabaquismo y el consumo de alcohol. El grupo
de pacientes tratados con SBRT presentd una mayor proporcién de mujeres y una
menor prevalencia de fumadores en comparacion con aquellos que recibieron CRT
(Tabla 9).

Tabla 9. Caracteristicas clinicas de la cohorte de pacientes.

Grupo control | Pacientes CPNM CRT SBRT p

Caracteristicas pacientes n=40 n=191 n=38 n=153
Edad 69,50 [65.0-74.0] | 73.00 [66.5-79.0] | 71.50 [66.8-77.8] | 74.00 [67.0-79.0] | *
Mujeres 12 {30.0) 39 (42.9) B(21.1) 31 (58.5) it
Habito tabsquico 9 (22.5) 69 (76.7} 34 (91.9) 35 (66.0) i
Enolismo 20 {50.0} 20{22.0% 11 {28.9) 9{17.0) *
Diabetes mellitus 375 27 {30.0) 11 {29.7) 16 {30.2) *
Hipertensidn arterial 13 {32.58) 56 (62.2) 21 (56.8) 35 (66.0) *
Dislipemia 6 ({15.0) 43 (47.3) 19 {50.0) 24 (45.3) *
Enfermedad pulmonar MA 58 (63.7) 31 (81.6) 27 (50.9} NS
Enfermedad cardiovascular MA, 34 (37.4) 20 {52.6) 14 (26.4) i
Caracteristicas del tumor n=99 n=238 n=&1
Histologia NS

Adenocarcinoma MA 44 {44 .4) 15 {39.5) 29 {47.5)

Carcinoma escamoso MA 42 (42.4) 21 {85.3) 21 {34.4)

Otros MA &{8.1) 2{5.3 6{9.8)

Mo determinado MA 5(5.1) - 5(8.2)
Estadio #

la MA G0 {60.6) 13 {34.2) 47 (T7.0}

Ib MA 15 ({15.2) 6 (15.8) 9{14.8)

lla MA 1{1.0} 1{2.6) 0{0.

11s] MA &{8.1) 3{7.9 5{8.2)

ES MA 5{5.1) 5({13.2) 0{0.0

b MA, &{8.1) 8{21.1) 0{0.

e MA 201.9) 2{5.2) 0{0.
Localizacion NS

LsD MA, 27 (27.6) 10{26.3) 17 {28.3)

LM MA 5{5.1) 2{5.3) 35

LID MA 21 {21.4) 11 {28.9) 10 {16.7)

LS| MA, 27 (27.6) 11 {28.9) 16 {26.7)

LIl MA 18 {18.4) 4 {(10.5) 14 {23.3)

* p < 0.05, cancer vs. grupo control; # p < 0.05, SBRT vs. CRT. La edad se muestra como mediana
[rango intercuartilico] y las diferencias se analizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney. Las
variables cualitativas se muestran como n (%) y las diferencias se analizaron mediante la prueba de
X2. NA: no aplica, NS: no significativo, LSD: Lébulo Superior Derecho, LM: Lébulo Medio, LID: Lébulo
Inferior Derecho, LSI: Lébulo Superior 1zquierdo, LII: Lobulo Inferior 1zquierdo, CPNM: Carcinoma de
pulmén no microcitico. SBRT: Radioterapia corporal estereotactica, CRT: Radioterapia conformada.
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Los tipos histologicos predominantes entre los pacientes con CPNM fueron
adenocarcinoma y carcinoma de células escamosas, con la mayoria de las lesiones
ubicadas en el l6bulo superior derecho, Iébulo inferior derecho o Iébulo superior
izquierdo. Los tumores tratados fueron principalmente de estadios iniciales | y Il. Sin
embargo, el 39,5 % de los pacientes tratados con CRT fueron tumores localmente
avanzados estadio lll (Tabla 9). Los pacientes con CPNM estadio Il tratados con CRT
recibieron tratamiento concomitante con cisplatino (50 mg/m?) y etopdsido (50 mg/m2)
por via intravenosa cada tres semanas.

La respuesta radiolégica de los tumores de CPNM tratados con RT mostro diferencias
significativas entre los grupos de tratamiento. En particular, el grupo tratado con SBRT
presentd una mayor proporcion de respuestas completas y una menor tasa de
progresion frente al grupo tratado con CRT. Ademas, el grupo tratado con SBRT
presentd una tasa significativamente menor de toxicidad aguda y difirié6 en el tipo
especifico de toxicidad aguda presentada. Los pacientes tratados con SBRT
presentaron principalmente astenia (G1 80% y G2 20%) y toxicidad pulmonar (G1),
mientras que los tratados con CRT desarrollaron predominantemente epitelitis (G1 75%,
G2 20% y G3 4,1%), esofagitis y toxicidad pulmonar (G1 88% y G2 12%). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos por lo que refiere a

la toxicidad crénica (Tabla 10).

Tabla 10. Respuestay toxicidad a la radioterapia.

CRT SBRT p
Respuesta y toxicidad a la radioterapia n=38 n=61
Respuesta radiolégica <0.001
Completa 3(8.3) 17 (28.3)
Parcial 14 (38.9) 27 (45.0)
Estable 2 (5.6) 13(21.7)
Progresién 17 (47.2) 3(5.0)
Toxicidad aguda 25 (78.1) 18 (29.5) | <0.001
Astenia 20 (52.6) 15 (24.6)
Toxicidad pulmonar 17 (44.7) 3(4.9
Esofagitis 5(13.2) 0(0.0)
Epitelitis 24 (63.2) 0(0.0)
Toxicidad crénica 8 (25.0) 8 (13.1) 0.249
Fibrosis 8 (25.0) 8(13.1)
Estenosis 0 1(1.6)

Las variables se muestran como n (%) y las diferencias se analizaron mediante la prueba de X2
CPNM: Carcinoma de pulmén no microcitico. CRT: Radioterapia conformada, SBRT:
Radioterapia corporal estereotéactica.
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2. METABOLITOS BASALES EN EL GRUPO DE PACIENTES CON CPNM Y EN EL
GRUPO CONTROL

En total se analizaron un total de 74 metabolitos (Tabla 11). El andlisis univariante
mostr6 que los pacientes con CPNM presentaron concentraciones plasmaticas
significativamente elevadas de 32 metabolitos y disminuidas de 18, en comparacién con
el grupo control (Figura 18A). El andlisis OPLS-DA basado en los datos metabolomicos
distinguié de manera precisa los perfiles metabdlicos de individuos sanos y pacientes
con CPNM. Metabolitos especificos como el acido etilmalonico, la maltosa, el glicerol,
el acido 3-fosfoglicérico, la taurina, el acido glutamico, el acido glicélico y la d-arabinosa
mostraron una mayor capacidad discriminatoria para segregar los grupos, como lo
indican sus puntuaciones VIP que exceden los 1.5 puntos (Figura 18B). Entre estos, las
concentraciones plasmaticas de acido etilmaldnico, glicerol y acido glicélico fueron mas
bajas en pacientes con CPNM. En contraste, la maltosa, el acido 3-fosfoglicérico, la
taurina, el acido glutdmico y la d-arabinosa fueron mas altos. Estos hallazgos sugieren
posibles alteraciones metabdlicas asociadas con el metabolismo de aminoacidos,

carbohidratos y lipidos (Figura 18C).

Tabla 11. Perfiles metabolémicos plasmaticos en pacientes CPNM Yy en el grupo control.

Grupo control Pacientes CPNM p

Metabolitos plasmaticos n =40 n=91

Acido pirtvico 6.11 [5.06-7.46] 6.40 [4.72-8.46] 0.725
Acido lactico 15.93[13.27-17.39] 14.28 [12.56-16.91] 0.202
Acido 2-hidroxiisobutirico 0.33[0.27-0.42] 0.44 [0.35-0.65] <0.001
Acido glicélico 0.26 [0.23-0.28] 0.19[0.16-0.23] <0.001
Alanina 2.80[2.34-3.49] 2.91[2.53-3.49] 0.357
Acido 2-hidroxibutirico 4.38 [3.60-5.76] 4.02 [2.86-5.58] 0.205
Acido 3-metil-2-oxobutirico 0.17 [0.13-0.20] 0.11 [0.09-0.15] <0.001
mfooxi?s'gg%fg“”co /4cido 3- 1.88[1.35-2.67] 1.59 [0.89-4.44] 0.518
Acido 2-hidroxiisovalérico 1.29 [1.03-1.64] 1.50[1.08-2.74] 0.093
Acido 2-ceto-3-metilvalérico 0.30[0.23-0.34] 0.22[0.17-0.28] <0.001
Acido 3-hidroxiisovalérico 0.25[0.21-0.30] 0.30[0.21-0.36] 0.043
Valina 18.91 [17.34-20.69] 17.29 [14.90-20.19] 0.006
Acido benzoico 0.26 [0.18-0.35] 0.25[0.20-0.34] 0.974
Etanolamina 0.33[0.28-0.38] 0.29 [0.25-0.36] 0.136
Leucina 10.00 [9.32-11.28] 8.99 [7.23-10.85] 0.001
Acido fosférico 3.83[2.99-4.83] 3.73[2.88-4.39] 0.449
Glicerol 2.44[1.72-3.16] 0.80[0.51-1.25] <0.001
Acido etilmalénico 3.74 [2.79-4.33] 1.02 [0.75-1.44] <0.001
Isoleucina 5.40 [4.79-6.01] 4.70 [3.95-5.85] 0.027
Prolina 20.83[17.32-28.22] 22.19 [14.21-30.23] 0.863
Glicina 1.26 [1.20-1.36] 1.26 [1.15-1.36] 0.405
Acido succinico 0.08 [0.07-0.09] 0.10[0.09-0.13] <0.001
Acido glicérico 0.58 [0.52-0.74] 0.70 [0.56-0.93] 0.022
Acido fumarico 0.52 [0.38-0.74] 0.42 [0.25-0.61] 0.049
Serina 7.30 [5.90-7.96] 5.87 [4.89-7.20] 0.004
Treonina 7.68 [6.56-8.83] 6.71[5.71-8.01] 0.014
Acido hidrocinamico 0.15[0.08-0.23] 0.11 [0.07-0.18] 0.196
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Acido malico 0.09 [0.08-0.12] 0.14 [0.10-0.19] <0.001
d-Treitol 0.02 [0.02-0.03] 0.03 [0.03-0.04] <0.001
Metionina 1.91[1.77-2.09] 1.61[1.29-1.98] <0.001
Oxoprolina 50.23 [42.98-56.01] 61.32 [49.51-69.37] <0.001
4-Hidroxiprolina 1.75[1.26-2.67] 1.71[1.27-2.33] 0.836
Acido trednico 1.66 [1.51-1.94] 2.40 [1.79-3.55] <0.001
Acido eritrénico 0.06 [0.05-0.09] 0.11 [0.08-0.22] <0.001
Acido DL-2-hidroxiglutarico 0.05 [0.04-0.05] 0.06 [0.05-0.08] <0.001
Acido a-cetoglutarico 0.80 [0.69-0.93] 0.73[0.59-0.87] 0.026
Acido glutamico 3.59 [2.73-4.86] 8.07 [5.55-10.34] <0.001
Acido 4-hidroxibenzoico 0.02 [0.02-0.03] 0.03 [0.03-0.05] <0.001
Fenilalanina 6.81 [6.43-7.27] 6.60 [5.56-7.72] 0.285
Acido dodecanoico 0.22 [0.16-0.29] 0.23[0.17-0.33] 0.284
d-Xilosa 0.03 [0.03-0.06] 0.05 [0.04-0.08] <0.001
Taurina 0.62 [0.45-0.82] 1.33[0.91-1.73] <0.001
d-Arabinosa 0.08 [0.06-0.09] 0.14[0.11-0.23] <0.001
d-Xilitol 0.00 [0.00-0.00] 0.00 [0.00-0.00] <0.001
d-Arabitol 0.02[0.01-0.02] 0.02 [0.02-0.03] <0.001
Glicerol-1-fosfato 0.06 [0.06-0.08] 0.07 [0.05-0.09] 0.380
Glutamina 41.02 [35.52-50.56] 27.16 [14.54-38.64] <0.001
Acido xilénico 0.14 [0.10-0.18] 0.05[0.04-0.11] <0.001
Acido ribénico 0.01 [0.01-0.01] 0.02 [0.01-0.04] <0.001
Acido 3-fosfoglicérico 0.01[0.01-0.01] 0.03[0.02-0.05] <0.001
Ornitina 21.03 [16.59-24.92] 16.81[13.13-23.86] 0.009
Acido citrico 87.69 [68.20-110.80] 86.26 [58.21-125.49] 0.867
Acido tetradecanoico 1.03 [0.81-1.34] 1.03[0.72-1.37] 0.537
Acido hipurico 1.01[0.71-2.20] 0.91[0.30-1.89] 0.275
Acido vanililmandélico 0.02 [0.01-0.02] 0.03 [0.02-0.04] <0.001
Acido 4-hidroxifenillactico 2.16 [1.67-2.56] 2.36 [1.86-3.23] 0.229
d-Fructosa 0.03 [0.03-0.04] 0.05 [0.03-0.14] <0.001
d-Manitol 0.03 [0.02-0.06] 0.14 [0.07-0.51] <0.001
Acido d-manénico 0.07 [0.05-0.10] 0.16 [0.11-0.30] <0.001
d-Galactitol 0.02 [0.02-0.03] 0.02 [0.02-0.03] 0.519
Acido galacturénico 0.05 [0.04-0.06] 0.07 [0.05-0.12] <0.001
Acido galacténico 0.00 [0.00-0.01] 0.01 [0.00-0.02] <0.001
Acido sacarico 0.04 [0.03-0.07] 0.08 [0.05-0.13] <0.001
Acido indol-3-propanoico 0.09 [0.05-0.17] 0.06 [0.03-0.09] 0.001
Myo-inositol 0.64 [0.55-0.70] 0.89[0.71-1.08] <0.001
Acido trico 12.86 [7.95-16.96] 12.55[7.92-16.87] 0.974
Sedoheptulosa 0.05 [0.04-0.06] 0.07 [0.05-0.09] <0.001
Acido indolelactico 0.32[0.28-0.47] 0.50 [0.39-0.61] <0.001
Acido linoleico 1.83[1.39-3.40] 1.39 [0.86-2.59] 0.008
Acido oleico 11.46 [8.53-16.61] 9.83 [5.38-17.30] 0.096
Glucosa 6-fosfato 0.00 [0.00-0.00] 0.01[0.01-0.01] <0.001
d-Sacarosa 0.02[0.01-0.03] 0.07 [0.04-0.15] <0.001
Maltosa 0.01 [0.01-0.01] 0.12 [0.05-0.22] <0.001
a-Tocoferol 0.44 [0.31-0.56] 0.42[0.27-0.60] 0.574

Los datos se expresan como mediana [rango intercuartilico] y las diferencias se analizaron
mediante la prueba de Wilcoxon. CPNM: Carcinoma de pulmén no microcitico.

Para aquellos metabolitos que obtuvieron puntuaciones VIP mayores de 1.5 puntos, se
realizaron curvas ROC univariantes con el fin de evaluar su capacidad individual
discriminatoria entre los grupos y su potencial como biomarcadores. Todos ellos
mostraron un AUC superior a 0.8, lo que sugiere un alto nivel de precision y capacidad

de discriminacion entre pacientes con CPNM y los individuos sanos. Adicionalmente,
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para cada curva ROC se calcul6 el indice de Youden, que permitié identificar el punto
de corte 6ptimo dénde se maximiza la sensibilidad y especificidad de cada metabolito,
proceso fundamental para definir un umbral de decisién clinico. Las curvas ROC y los
respectivos indices de Youden se representaron graficamente para facilitar la

visualizacién e interpretacion de los datos (Figuras 19A y 19B).
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Figura 18. Andlisis comparativo de perfiles de metabolitos plasmaticos en pacientes con
CPNM y en el grupo control. A) Metabolitos significativamente elevados o disminuidos en
pacientes comparado con el grupo control. B) El analisis OPLS-DA mostrd una clara distincion
entre los perfiles metabdlicos de pacientes con CPNM y personas sanas, con ocho metabolitos
gue exhiben una puntuacién VIP superior a 1.5. C) Los metabolitos més significativos que
distinguen a los pacientes con CPNM del grupo control estuvieron asociados con el metabolismo
de aminoacidos, carbohidratos y lipidos.
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Figura 19. Las concentraciones plasmaticas de los metabolitos con un alto poder
discriminatorio para clasificar a los pacientes con CPNM del grupo control. A) Las curvas
ROC mostraron un AUC superior a 0.8. Los puntos rojos representan el valor de corte éptimo
determinado por el indice de Youden para la clasificacion de pacientes. B) La prueba U de Mann-
Whitney reveld diferencias significativas en las concentraciones de metabolitos plasméticos entre
los pacientes con CPNM vy los individuos sanos. Los resultados y los puntos de corte se muestran
como log10 de Unidades Relativas (RU).

Para evaluar el impacto de los metabolitos en la discriminacién entre los grupos

considerando también las variables clinicas significativamente diferentes entre ellos, se

80



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

METABOLOMICA Y APRENDIZAJE AUTOMATICO EN LA IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES PLASMATICOS DE CANCER DE PULMON NO
MICROCITICO: IMPACTO DE LA RADIOTERAPIA

MAURICIO MURCIA MEJIA

ajustaron varios modelos multivariantes de regresion logistica. En cada modelo se
incluyé un metabolito especifico, junto con las variables clinicas seleccionadas (edad,
tabaquismo, enolismo, diabetes mellitus, hipertension arterial y dislipidemia).

Los resultados indican que los metabolitos estudiados contribuyen de manera
significativa a la discriminacién entre los grupos. Ademas, algunas de las variables
clinicas consideradas también tienen un efecto en la clasificacion de pacientes con
CPNM y controles sanos. En particular, el habito tabaquico y el enolismo destacan como

variables influyentes (Tablas 12 -20).

Tabla 12. Resultados de la regresién logistica multivariante para la maltosa.

Estimacion Error estandar Valor z p-valor
Intercepto -33.33667 16.25301 -2.051 0.040
Maltosa -20.10201 8.58472 -2.342 0.019
Edad 0.04534 0.08382 0.541 0.589
Habito tabaquico -7.09917 3.34766 -2.121 0.034
Enolismo 4.9805 3.65354 1.363 0.173
Diabetes Mellitus -3.8076 2.78181 -1.369 0.171
Hipertensién -2.75427 2.00979 -1.37 0.171
Dislipemia -0.79143 1.37377 -0.576 0.565

Tabla 13. Resultados de la regresion logistica multivariante para el acido etilmalonico.

Estimacioén Error estandar Valor z p-valor
Intercepto 10.8493 12.0264 0.902 0.367
Acido etilmalénico 38.7982 20.4138 1.901 0.050
Edad -0.2937 0.2301 -1.277 0.202
Habito tabaquico -6.0979 4.3267 -1.409 0.159
Enolismo 5.9661 4.7606 1.253 0.210
Diabetes Mellitus -1.8831 2.9129 -0.646 0.518
Hipertension -3.6088 2.0489 -1.761 0.078
Dislipemia -3.1132 3.307 -0.941 0.347

Tabla 14. Resultados de laregresion logistica multivariante para el glicerol.

Estimacién Error estandar Valor z p-valor
Intercepto 9.09337 4.20491 2.163 0.031
Glicerol 12.00125 3.49392 3.435 <0.001
Edad -0.13802 0.06048 -2.282 0.022
Habito tabaquico -3.78561 1.26817 -2.985 0.003
Enolismo 3.00665 1.20745 2.49 0.012
Diabetes Mellitus -2.30035 1.4472 -1.59 0.112
Hipertensién -1.81159 1.0648 -1.701 0.089
Dislipemia -1.44918 1.23076 -1.177 0.239
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Tabla 15. Resultados de la regresidn logistica multivariante para la taurina.

Estimacioén Error estandar Valor z p-valor
Intercepto 4.75473 2.99625 1.587 0.113
Taurina -8.35706 2.17809 -3.837 <0.001
Edad -0.05789 0.04146 -1.396 0.163
Habito tabaquico -3.83066 0.9725 -3.939 <0.001
Enolismo 2.53509 0.95736 2.648 0.008
Diabetes Mellitus -1.78179 1.0067 -1.77 0.077
Hipertension -1.09415 0.77555 -1.411 0.158
Dislipemia -1.03329 0.88516 -1.167 0.243
Tabla 16. Resultados de la regresion logistica multivariante para el acido glutamico.
Estimacion Error estandar Valor z p-valor
Intercepto 9.29391 3.3234 2.797 0.005
Acido glutamico -8.8567 2.39118 -3.704 <0.001
Edad -0.02639 0.03961 -0.666 0.505
Habito tabaquico -3.03474 0.92333 -3.287 0.001
Enolismo 2.95339 0.96203 3.07 0.002
Diabetes Mellitus -2.1854 1.13256 -1.93 0.053
Hipertension -1.48553 0.76119 -1.952 0.051
Dislipemia -1.42388 0.79916 -1.782 0.075

Tabla 17. Resultados de la regresion logistica multivariante para el acido 3-fosfoglicérico.

Estimacioén Error estandar Valor z p-valor
[ntercepto -1.92177 3.34544 -0.574 0.566
Acido 3-
fosfoglicérico -3.23908 0.97827 -3.311 <0.001
Edad -0.04052 0.03841 -1.055 0.292
Habito tabaquico -2.98469 0.92294 -3.234 0.001
Enolismo 1.96722 0.90012 2.186 0.029
Diabetes Mellitus -1.37402 0.9969 -1.378 0.168
Hipertension -0.80526 0.70561 -1.141 0.254
Dislipemia -0.99735 0.78929 -1.264 0.206

Tabla 18. Resultados de la regresion logistica multivariante para la d-arabinosa.

Estimacion Error estandar Valor z p-valor
Intercepto -4.2846 3.54678 -1.208 0.227
d-arabinosa -7.72922 2.25804 -3.423 <0.001
Edad -0.0323 0.03987 -0.81 0.418
Habito tabaquico -3.90625 0.97243 -4.017 <0.001
Enolismo 2.79893 0.92001 3.042 0.002
Diabetes Mellitus -1.81408 1.0368 -1.75 0.081
Hipertension -1.21821 0.74963 -1.625 0.104
Dislipemia -0.66827 0.82192 -0.813 0.416
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Tabla 20. Resultados de la regresion logistica multivariante para el acido glicolico.

PULMON NO

Estimacion Error estandar Valor z p-valor
Intercepto 15.87715 4.90564 3.237 0.001
Acido glicélico 18.14854 4.93233 3.68 <0.001
Edad -0.03423 0.04789 -0.715 0.475
Habito tabaquico -4.7259 1.0859 -4.352 <0.001
Enolismo 2.13776 0.94536 2.261 0.024
Diabetes Mellitus -0.85069 1.12064 -0.759 0.448
Hipertension -1.31428 0.73793 -1.781 0.075
Dislipemia -2.21359 0.93015 -2.38 0.017

Finalmente, se entren6é y probd un modelo predictivo multivariante utilizando un

algoritmo SVM basado exclusivamente en aguellos metabolitos que habian obtenido en

el analisis previo una puntuacién VIP superior a 1.5 puntos. La curva ROC generada

para evaluar el rendimiento del modelo en el conjunto de datos de entrenamiento mostro

un AUC de 0.999, sugiriendo una alta precision para clasificar los individuos sanos de

los pacientes con CPNM (Figura 19A). El modelo fue evaluado de manera independiente

con un conjunto de datos de validacion y los resultados fueron ain mas notables,

consiguiendo un AUC de 1, lo que indica una discriminacion perfecta entre los dos

grupos y un potencial considerable para su aplicacion en entornos clinicos (Figura 19B).
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Figura 20. EI modelo multivariante SMV mostré6 un rendimiento excepcional para la
discriminacion entre pacientes con CPNMy el grupo control. A) La curva ROC obtenida con
los datos de entrenamiento alcanzé un AUC de 0.999 y una matriz de confusién con pocos
errores. B) La curva ROC presenté un AUC de 1 para el conjunto de datos de validacion.
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3. CAMBIOS EN EL PERFIL METABOLOMICO INDUCIDOS POR CRT Y SBRT

Las dos modalidades de RT produjeron cambios en los perfiles metabdlicos de los
pacientes con CPNM. En los pacientes tratados con SBRT, se observé una tendencia
hacia la normalizacion de algunos metabolitos, con una disminucién significativa en las
concentraciones plasmaticas de maltosa, acido 3-fosfoglicérico, taurina, d-arabinosa,
sedoheptulosa, acido malico, d-xilitol y d-treitol. Sin embargo, no todos los cambios
fueron en direccién a la normalizacion. También se observé una disminucion en los
niveles de &cido lactico y ornitina, junto con un aumento de los niveles de a-tocoferol,
alejandose aun mas de los perfiles del grupo control (Figura 21A y Tabla 21).

En contraste, aquellos pacientes tratados con CRT presentaron una menor
concentracion de maltosa y mayores concentraciones de metionina, serina, isoleucina,
glicina, acido a-cetoglutérico y acido fumarico. Estos cambios indican un retorno parcial
a los niveles normales para estos metabolitos (Figura 21B y Tabla 22).

Cabe destacar que la maltosa fue el Unico metabolito que mostré6 cambios similares

después de ambas modalidades, SBRT y CRT.
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Figura 21. Cambios significativos en el perfil metabolémico después de recibir (A) SBRT
o0 (B) CRT. Las significancias estadisticas se calcularon utilizando la prueba de Wilcoxon. La
linea discontinua representa el valor medio de los controles sanos. Los resultados se muestran
como logl0 de Unidades Relativas (RU). SBRT: Radioterapia corporal estereotactica, CRT:
Radioterapia conformada.
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Tabla 21. Perfil metabolémico de pacientes con CPNM pre- SBRT y post-SBRT.

Pre - SBRT Post - SBRT p

Metabolitos plasmaticos n=45 n=45

Acido piravico 6.18 [4.91, 7.79] 4.83[3.56, 7.19] 0.052
Acido lactico 14.61 [12.94, 17.27] 13.68 [11.86, 15.70] 0.028
Acido 2-hidroxiisobutirico 0.45[0.37, 0.64] 0.52[0.37,0.71] 0.495
Acido glicdlico 0.20[0.17,0.22] 0.18 [0.16, 0.22] 0.297
Alanina 2.94[2.62, 3.56] 2.87 [2.56, 3.53] 0.346
Acido 2-hidroxibutirico 3.98[2.88,5.72] 3.75[2.36, 4.89] 0.105
Acido 3-metil-2-oxobutirico 0.11[0.09, 0.14] 0.11[0.09, 0.15] 0.947
Acido 3-hidroxibutirico / &cido  3- 2.07[0.99, 6.44] 2.11[1.26, 3.99] 0.687
hidroxiisobutirico

Acido 2-hidroxiisovalérico 1.57[1.13, 2.58] 1.62[1.06, 2.17] 0.200
Acido 2-ceto-3-metilvalérico 0.21[0.17,0.27] 0.20[0.16, 0.26] 0.395
Acido 3-hidroxiisovalérico 0.30[0.24, 0.34] 0.29 [0.22, 0.33] 0.313
Valina 17.68 [15.62, 20.25] 18.20 [15.55, 20.60] 1.000
Acido benzoico 0.30[0.22, 0.38] 0.26 [0.20, 0.37] 0.341
Etanolamina 0.30[0.25, 0.35] 0.29[0.27, 0.35] 0.576
Leucina 9.39[7.90, 11.13] 9.13[8.13, 10.79] 0.553
Acido fosférico 3.62[2.78, 4.12] 3.88[3.04, 4.32] 0.440
Glicerol 0.94[0.68, 1.31] 0.85[0.70, 1.24] 0.754
Acido etilmalénico 1.16 [0.79, 1.42] 1.01 [0.84, 1.20] 0.297
Isoleucina 5.16 [3.95, 6.09] 4.95[4.18, 6.21] 0.938
Prolina 23.07 [13.62, 28.29] 19.91 [12.78, 29.03] 0.788
Glicina 1.31[1.17, 1.40] 1.29[1.24,1.37] 0.257
Acido succinico 0.10[0.09, 0.14] 0.10[0.08, 0.13] 0.061
Acido glicérico 0.66 [0.55, 0.89] 0.65 [0.54, 0.79] 0.584
Acido fumarico 0.48 [0.22,0.72] 0.37 [0.24, 0.57] 0.440
Serina 5.82 [4.41, 6.94] 5.95 [5.18, 7.32] 0.531
Treonina 6.75 [5.98, 8.00] 7.37 [6.11, 8.62] 0.143
Acido hidrocinamico 0.12[0.07,0.17] 0.11[0.08, 0.16] 0.858
Acido malico 0.14[0.10, 0.19] 0.13[0.11, 0.16] 0.048
d-Treitol 0.04 [0.03, 0.06] 0.03 [0.03, 0.05] 0.022
Metionina 1.66 [1.44,2.17] 1.72[1.54, 2.03] 0.252
Oxoprolina 62.55 [50.28, 69.05] 52.12 [47.24, 70.23] 0.163
4-Hidroxiprolina 1.91[1.58, 2.68] 2.09 [1.45, 3.21] 0.335
Acido trednico 2.40[1.84, 4.07] 2.37[1.97, 3.53] 1.000
Acido eritronico 0.13[0.09, 0.26] 0.15[0.09, 0.22] 0.771
Acido DL-2-hidroxiglutarico 0.06 [0.05, 0.08] 0.06 [0.05, 0.07] 0.639
Acido a-cetoglutarico 0.75[0.59, 0.87] 0.68 [0.55, 0.87] 0.084
Acido glutamico 5.94 [4.29, 7.36] 5.33[4.12, 6.95] 0.185
Acido 4-hidroxibenzoico 0.03[0.03, 0.04] 0.03[0.02, 0.04] 0.069
Fenilalanina 6.72[5.89, 8.17] 6.82[5.92, 7.49] 0.453
Acido dodecanoico 0.25[0.16, 0.34] 0.22[0.17,0.31] 0.849
d-Xilosa 0.06 [0.04, 0.09] 0.05 [0.03, 0.07] 0.181
Taurina 1.10[0.77, 1.52] 0.92[0.69, 1.25] 0.009
d-Arabinosa 0.15[0.10, 0.24] 0.12 [0.09, 0.17] 0.006
d-Xilitol 0.00 [0.00, 0.00] 0.00 [0.00, 0.00] 0.045
d-Arabitol 0.02 [0.02, 0.03] 0.02 [0.02, 0.04] 0.823
Glicerol-1-fosfato 0.07 [0.06, 0.09] 0.08 [0.06, 0.09] 0.071
Glutamina 37.53[23.67, 43.96] 35.99 [24.35, 43.01] 0.128
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Acido xilonico 0.08 [0.05, 0.12] 0.09 [0.05, 0.12] 0.341
Acido ribonico 0.02 [0.01, 0.05] 0.02 [0.02, 0.04] 0.866
Acido 3-fosfoglicérico 0.03[0.02, 0.05] 0.02 [0.02, 0.03] 0.014
Ornitina 18.54 [16.25, 25.32] 17.31[13.80, 22.48] 0.007
Acido citrico 100.70 [68.09, 138.61] 85.88 [69.23, 136.88] 0.488
Acido tetradecanoico 1.03[0.74, 1.45] 0.94[0.77, 1.33] 0.663
Acido hipurico 1.05[0.61, 2.12] 1.35[0.50, 2.67] 0.297
Acido vanililmandélico 0.03[0.02, 0.05] 0.03[0.02, 0.04] 0.938
Acido 4-hidroxifenillactico 2.41[1.93, 3.76] 242[1.72,3.31] 0.352
d-Fructosa 0.04 [0.03, 0.09] 0.03 [0.03, 0.08] 0.225
d-Manitol 0.16 [0.09, 0.55] 0.16 [0.07, 0.59] 0.884
Acido d-manénico 0.17[0.10, 0.28] 0.17[0.11, 0.30] 0.704
d-Galactitol 0.02 [0.02, 0.03] 0.02 [0.01, 0.03] 0.192
Acido galacturénico 0.08 [0.05, 0.11] 0.07 [0.06, 0.12] 0.893
Acido galacténico 0.01 [0.00, 0.02] 0.01 [0.00, 0.02] 0.623
Acido sacérico 0.10[0.06, 0.17] 0.10 [0.07, 0.18] 0.248
Acido indol-3-propanoico 0.06 [0.03, 0.10] 0.06 [0.04, 0.09] 0.407
Myo-inositol 0.89[0.73,1.19] 0.79[0.61, 1.14] 0.276
Acido urico 12.55[8.16, 15.79] 11.77 [10.17, 15.28] 0.576
Sedoheptulosa 0.08 [0.06, 0.09] 0.07 [0.04, 0.10] 0.024
Acido indolelactico 0.53[0.45, 0.68] 0.49[0.38, 0.74] 0.540
Acido linoleico 1.68[1.09, 2.84] 1.91[1.18, 2.70] 0.427
Acido oleico 11.53[5.67, 20.14] 12.17 [7.40, 17.05] 0.553
Glucosa 6-fosfato 0.01[0.00, 0.01] 0.01[0.00, 0.01] 0.240
d-Sacarosa 0.07 [0.02, 0.17] 0.05[0.02, 0.13] 0.313
Maltosa 0.05[0.03, 0.12] 0.04 [0.02, 0.07] 0.003
a-Tocoferol 0.43[0.26, 0.62] 0.48 [0.29, 0.69] 0.029

Los datos se expresan como mediana [rango intercuartilico] y las diferencias se analizaron
mediante la prueba de Wilcoxon. SBRT: Radioterapia corporal estereotactica.

Tabla 22. Perfil metabolémico de pacientes con CPNM pre- CRT y post- CRT.

Pre - CRT Post -CRT p

Metabolitos plasmaticos n=23 n=23

Acido piravico 8.02 [5.22, 10.28] 6.44 [5.39, 8.70] 0.709
Acido lactico 13.87 [12.53, 18.87] 15.75 [14.12, 19.51] 0.520
Acido 2-hidroxiisobutirico 0.38 [0.35, 0.49] 0.43 [0.32, 0.52] 0.393
Acido glicélico 0.19[0.16, 0.23] 0.18 [0.17, 0.23] 0.560
Alanina 3.02[2.52,3.37] 3.52 [3.08, 3.68] 0.111
Acido 2-hidroxibutirico 4.02 [2.58, 5.54] 3.89 [3.05, 5.15] 0.754
Acido 3-metil-2-oxobutirico 0.11[0.09, 0.14] 0.11 [0.08, 0.13] 0.893

Acido 3-hidroxibutirico / acido 3-

hidroxiisobutirico 1.41[0.85, 2.72] 1.71[0.80, 2.56] 0.731
Acido 2-hidroxiisovalérico 1.17 [1.06, 2.32] 1.44 [1.03, 1.80] 0.377
Acido 2-ceto-3-metilvalérico 0.25[0.16, 0.29] 0.25 [0.20, 0.34] 0.119
Acido 3-hidroxiisovalérico 0.24[0.20, 0.30] 0.25 [0.22, 0.30] 0.800
valina 16.11 [13.51, 20.49] 17.48 [14.35, 19.98] 0.540
Acido benzoico 0.21[0.18, 0.25] 0.19 [0.16, 0.23] 0.377
Etanolamina 0.27[0.25, 0.32] 0.27[0.24, 0.32] 0.329
Leucina 7.446.60, 11.02] 8.75 [7.78, 11.34] 0.126
Acido fosférico 4.11[3.01, 4.79] 4.42 [3.52, 5.27] 0.111
Glicerol 0.51[0.38,0.81] 0.51[0.37, 0.84] 0.893
Acido etilmalénico 0.92 [0.69, 1.20] 0.87 [0.71, 1.24] 0.917
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Isoleucina 4.25 [3.88, 5.68] 5.16 [4.77, 6.49] 0.023
Prolina 30.04 [23.39, 34.46] 32.01 [23.99, 39.55] 0.520
Glicina 1.19[1.12,1.32] 1.30 [1.20, 1.42] 0.004
Acido succinico 0.10[0.08, 0.11] 0.09 [0.08, 0.11] 0.445
Acido glicérico 0.78 [0.52, 1.03] 0.65 [0.54, 0.89] 0.988
Acido fumarico 0.46 [0.30, 0.58] 0.57 [0.39, 0.94] 0.045
Serina 6.57 [5.00, 7.48] 7.30 [6.24, 8.29] 0.007
Treonina 6.71 [5.48, 7.60] 7.30 [6.47, 8.93] 0.061
Acido hidrocinamico 0.09 [0.04, 0.17] 0.08 [0.05, 0.11] 0.377
Acido malico 0.11[0.09, 0.15] 0.12 [0.08, 0.17] 0.964
d-Treitol 0.03 [0.03, 0.04] 0.03 [0.02, 0.04] 0.463
Metionina 1.45[1.26, 1.70] 1.77 [1.45, 2.05] 0.011
Oxoprolina 53.20 [45.73, 65.12] 49.38 [44.43, 59.26] 0.427
4-Hidroxiprolina 1.60[1.18, 1.80] 1.89 [1.27, 2.87] 0.151
Acido trednico 2.64[2.16, 3.13] 2.96 [2.23, 3.78] 0.179
Acido eritronico 0.07 [0.06, 0.09] 0.07 [0.06, 0.09] 0.709
Acido DL-2-hidroxiglutarico 0.05 [0.04, 0.06] 0.05 [0.04, 0.06] 0.360
Acido a-cetoglutarico 0.73[0.62, 0.93] 0.86 [0.78, 1.07] 0.048
Acido glutamico 9.80 [8.85, 11.61] 9.64 [7.46, 13.22] 0.463
Acido 4-hidroxibenzoico 0.04 [0.03, 0.05] 0.03 [0.02, 0.04] 0.134
Fenilalanina 6.48 [5.41, 7.38] 6.85 [5.91, 7.99] 0.080
Acido dodecanoico 0.23[0.18, 0.26] 0.19[0.16, 0.26] 0.540
d-Xilosa 0.04 [0.03, 0.06] 0.04 [0.03, 0.06] 0.974
Taurina 1.49[1.12,1.69] 1.27[0.85, 1.63] 0.111
d-Arabinosa 0.15[0.11, 0.18] 0.12[0.08, 0.19] 0.160
d-Xilitol 0.00 [0.00, 0.00] 0.00 [0.00, 0.00] 0.465
d-Arabitol 0.02 [0.02, 0.03] 0.02[0.02, 0.03] 0.893
Glicerol-1-fosfato 0.06 [0.05, 0.07] 0.06 [0.05, 0.07] 0.501
Glutamina 23.29[14.34, 28.37] 27.46 [17.09, 36.59] 0.151
Acido xilénico 0.03[0.03, 0.05] 0.04 [0.03, 0.05] 0.709
Acido ribénico 0.01 [0.01, 0.02] 0.01[0.01, 0.02] 0.823
Acido 3-fosfoglicérico 0.04 [0.03, 0.05] 0.04 [0.03, 0.06] 0.284
Ornitina 14.43 [12.52, 17.51] 17.37 [13.03, 22.16] 0.427
Acido citrico 97.40 [68.36, 123.65] 105.55 [70.49, 148.37] 0.234
Acido tetradecanoico 1.00[0.81, 1.12] 0.79[0.74, 1.17] 0.731
Acido hipurico 0.81[0.12, 1.40] 0.62 [0.06, 1.58] 0.754
Acido vanililmandélico 0.02[0.02, 0.03] 0.02[0.02, 0.03] 0.687
Acido 4-hidroxifenillactico 2.28[1.86, 2.87] 2.22[1.90, 3.15] 0.223
d-Fructosa 0.05[0.04, 0.17] 0.05 [0.03, 0.12] 0.871
d-Manitol 0.08 [0.05, 0.30] 0.05 [0.04, 0.08] 0.065
Acido d-manénico 0.12[0.10, 0.20] 0.11[0.08, 0.23] 0.643
d-Galactitol 0.02[0.02, 0.03] 0.03[0.02, 0.03] 0.673
Acido galacturénico 0.07 [0.06, 0.09] 0.06 [0.04, 0.08] 0.329
Acido galacténico 0.01 [0.00, 0.02] 0.01[0.00, 0.01] 0.665
Acido sacérico 0.06 [0.04, 0.08] 0.05 [0.04, 0.07] 0.345
Acido indol-3-propanoico 0.05 [0.03, 0.09] 0.05 [0.04, 0.09] 0.846
Myo-inositol 0.95[0.69, 1.06] 0.83[0.68, 1.02] 0.665
Acido urico 9.96 [6.60, 19.11] 8.98 [4.79, 20.50] 0.520
Sedoheptulosa 0.05 [0.04, 0.07] 0.05 [0.04, 0.06] 0.200
Acido indolelactico 0.46 [0.32, 0.62] 0.37[0.29, 0.47] 0.061
Acido linoleico 0.93[0.63, 1.55] 1.04 [0.69, 1.96] 0.731
Acido oleico 8.05[4.04, 11.33] 9.58 [4.69, 14.85] 0.777
Glucosa 6-fosfato 0.01[0.01, 0.01] 0.01[0.01, 0.01] 0.846
d-Sacarosa 0.09 [0.05, 0.13] 0.08[0.04, 0.13] 0.870
Maltosa 0.22[0.13, 0.24] 0.13[0.10, 0.19] 0.028
a-Tocoferol 0.39 [0.27, 0.43] 0.40 [0.24, 0.60] 0.893

Los datos se expresan como mediana [rango intercuartilico] de Unidades Relativas (RU) y las
diferencias se analizaron mediante la prueba de Wilcoxon.CRT: Radioterapia conformada.
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DISCUSION

El CP es actualmente el tumor con mayor prevalencia a nivel mundial. La oncologia se
enfrenta a un gran desafio en el abordaje del CPNM, siendo necesaria la busqueda de
biomarcadores que permitan realizar un diagndstico precoz y a la vez, determinar la
respuesta al tratamiento oncolégico y a los posibles efectos secundarios derivados del
mismo, lo que podria mejorar significativamente la calidad de vida de los pacientes.

Los resultados de esta tesis, a partir de un ensayo clinico, prospectivo, no aleatorizado
con un grupo control y un grupo intervencion de pacientes con CPNM tratados con
diferentes modalidades de RT (CRT y SBRT), muestran un andlisis detallado de su perfil
metabolémico antes y después de la administracién de la RT, ofreciendo una visién mas
profunda de las alteraciones metabdlicas que caracterizan este tipo de cancer y la

respuesta metabdlica al tratamiento.

Los pacientes con CPNM, en comparacién con los controles sanos, presentaron
alteraciones significativas en las concentraciones plasmaticas de los metabolitos
involucrados en la glicdlisis, el ciclo del TCA y el metabolismo de los aminoacidos antes
de la administracion de RT. Después de la RT (post-RT), se observé una tendencia
hacia la normalizacién en los niveles de varios metabolitos que sugiere una respuesta
terapéutica positiva y una posible reduccién de la actividad metabdlica tumoral.

Los metabolitos con mayor potencial para poder distinguir entre individuos sanos y
pacientes con CPNM fueron la maltosa, el acido 3-fosfoglicérico, la taurina, el 4cido
glutdmico o glutamato y la D-arabinosa, los cuales presentaron concentraciones mas
elevadas en los pacientes con CPNM. Asimismo, el acido etilmalénico, el glicerol y el
acido glicélico, que presentaron niveles disminuidos en pacientes con CPNM, también
resultaron claves para la diferenciacion entre los grupos. Las curvas ROC univariantes
generadas para cada uno de estos metabolitos mostraron altos valores de AUC,
subrayando su potencial como prometedores biomarcadores para el diagndstico.
Asimismo, las diferencias entre las concentraciones de estos 8 metabolitos entre
controles y pacientes siguieron siendo significativas cuando se ajustaron por un analisis
multivariante incluyendo variables clinicas y comorbilidades. Ademas, la curva ROC
generada a partir del algoritmo de clasificacion SVM y basada en este conjunto de
metabolitos, demostrd una alta eficiencia en la discriminacion entre los pacientes con

CPNM vy los controles sanos, proporcionando una clasificacion clara y precisa.

La maltosa es un disacarido compuesto por dos moléculas de glucosa que surge del
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catabolismo de carbohidratos complejos por la accibn de la maltasa. Las
concentraciones plasmaticas elevadas de maltosa en pacientes con CPNM podrian ser
una respuesta adaptativa al entorno metabdlico alterado del tumor, con el objetivo de
satisfacer sus necesidades energéticas y biosintéticas 2!, Miyamoto et al.®! reportan
niveles elevados de maltosa, glicerol y &cido lactico en sangre, que pueden discriminar

los pacientes con CP de los controles sanos.

El acido 3-fosfoglicérico es un metabolito intermediario de la glicdlisis, que desempefia
un papel crucial en la generacion de ATP. Bajo condiciones normales, se convierte en
piruvato, el cual ingresa a las mitocondrias para su completa oxidacién en el ciclo del
TCA. Sin embargo, la persistencia de una actividad glicolitica elevada en las células
cancerosas, incluso en presencia de oxigeno, efecto Warburg y la reprogramacion
metabdlica del tumor, priorizan la generacion de metabolitos intermediarios que apoyan
la biosintesis de macromoléculas necesarias para el crecimiento y proliferacion tumoral,
teniendo como consecuencia, en este caso, el aumento del acido 3-fosfoglicérico en los
pacientes con CPNM 2122131 por otra parte, el acido 3-fosfoglicérico interviene en la
biosintesis de serina/glicina y en la via de produccién del glicerol 24, Ante un déficit de
serina, las células tumorales utilizan hipoxantina como precursor de sintesis de purinas.
Niveles elevados de acido 3-fosfoglicérico e hipoxantina, favorecen el proceso de

tumorigenesis 19,

Por otra parte, la taurina, también conocida como &cido 2-aminoetanosulfénico, exhibe
efectos reguladores en varios procesos celulares, incluida la modulacion de la expresion
de la N-acetil galactosaminil transferasa-2 y la inhibicion de la metaloproteinasa-2 de la
matriz, lo que impide la invasion y metastasis 1%, Ademas, la taurina muestra efectos
inhibidores sobre la proliferacién y propiedades pro-apoptéticas in vitro en células de CP
A549, con su eficacia dependiendo de la dosis y la duracién de la exposicién €1, Kumar
et al. Preportan niveles elevados de taurina en suero y plasma de pacientes con CP,
asi como disminucion de glutamina. El aumento en las concentraciones plasmaticas de
taurina en pacientes con CPNM podria explicarse por un mecanismo de

retroalimentacion positiva que intenta contrarrestar el desarrollo del tumor.

El glutamato tiene un papel fundamental en la via de glutamindlisis (conversion de
glutamina a glutamato y alfa-cetoglutarato), un proceso catalizado por la glutaminasa en
las mitocondrias. La sobreexpresion de la glutaminasa se ha descrito en pacientes con
CPNM 28 Fahrmann et al. %2l correlacionan niveles elevados de glutamato y aspartato

con la presencia de adenocarcinoma de pulmén, sugiriendo un papel como posibles
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biomarcadores estos metabolitos. Wikoff et al. 2% describen niveles muy elevados de
glutamato en pacientes con CPNM en estados iniciales y una baja concentracion de
glutamina, siendo los niveles de glutamato los Unicos significativos en cuanto a
deteccidon de CP en este estudio. De igual manera, Zhao et al. ?*¥ reportan niveles
intratumorales elevados de glutamato comparado con el tejido peritumoral, sugiriendo
un aumento de la glucogénesis tumoral, relacionado con los niveles séricos de
glutamato. Mientras gue otros estudios sugieren que los niveles de glutamato asociados
al uso de PET-FDG podrian discriminar entre CP y enfermedades inflamatorias

pulmonares 220,

En cuanto al glicerol, una molécula que interviene en la sintesis de metabolitos
intermediarios esenciales para la produccion de componentes celulares vitales, como
triglicéridos y fosfolipidos que forman parte de la membrana celular. Las
concentraciones bajas de este metabolito en pacientes con CPNM pueden atribuirse a
su consumo por parte del tejido tumoral, donde ocurre una sintesis acelerada de

proteinas, acidos nucleicos y membranas [221222],

Con respecto al acido etilmalénico, es un &cido graso de cadena ramificada que ha
llamado la atencién en la investigacion de enfermedades neuroldgicas asociadas con
trastornos metabdlicos congénitos. Curiosamente, los pacientes con errores innatos del
metabolismo tienen predisposicion a desarrollar cancer 223, Sin embargo, hasta la fecha
no se ha informado sobre el papel potencial del acido etilmalénico en la fisiopatologia
del inicio o desarrollo del cancer. Algunos estudios investigan el papel del &cido

etilmaldnico en el cancer de mama y prostata 1224225,

En cuanto los niveles elevados de D-arabinosa y la disminucion de los niveles
plasmaticos de acido glicélico en pacientes con CPNM, no se dispone de suficiente
informacion. La D-arabinosa es un monosacarido de cinco carbonos que se encuentra
principalmente en fuentes vegetales especificas, pero no forma parte de la ingesta
dietética humana. En humanos, la sintesis enddgena de D-arabinosa ocurre en
cantidades insignificantes por la via de las PPP. El acido glicélico, un &cido organico
simple, se deriva del metabolismo del &cido lactico catalizado por la lactato
deshidrogenasa. Sin embargo, su papel en las vias metabdlicas centrales es
relativamente limitado en comparaciéon con otros compuestos, y no juega un papel
fundamental en ninguna via metabdlica significativa ?2¢. La disminucion en los niveles

de acido glicdlico en pacientes con CPNM podria atribuirse a su utilizacién como fuente
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de energia. Aunque podria existir alguna relacién entre D-arabinosa, las vias de PPP y

metabolitos intermediarios de TCA [227],

Estas alteraciones relacionadas con el equilibrio energético en el CPNM se observan
ampliamente en otras publicaciones [87228  Estos cambios metabdlicos pueden
explicarse debido a la reprogramacion de multiples vias por parte de las células
tumorales (incluidas la glicélisis, el ciclo del TCA y el metabolismo de aminoacidos) para
adquirir nutrientes y satisfacer las demandas biosintéticas, bioenergéticas y redox de

las mismas [11:229],

En los ultimos afios, algunos estudios han explorado los cambios metabdlicos en
pacientes con CP, con el objetivo de implementarlos en el diagndstico y prondstico de
la enfermedad. Estas investigaciones identificaron potenciales biomarcadores para
distinguir entre pacientes con CP y personas sanas y/o incluso diferenciar entre diversas
histologias y estadios de la enfermedad. Por ejemplo, Qi et al.!%l identificaron
metabolitos, como el acido palmitico, el &cido heptadecanoico, la 4-oxoprolina, el acido
tridecanoico y la ornitina como potenciales biomarcadores para el cribado del CP,
logrando una capacidad discriminatoria con valores de AUC que oscilan entre 0,82 y
0,86. Del mismo modo, Zhang et al.l¥ destacaron el potencial predictivo de la
fenilalanina, la fosfoetanolamina, la xantosina, la dehidroepiandrosterona, la glucosa, la
fructosa, y los &cidos fenilacético, hidroxioxoglutérico, alcolégico, aminopentanoico y
arico en la evaluaciéon del estadio y progresion del CP, mostrando una discriminaciéon
moderada con valores de AUC entre 0,70 y 0,80. Resultados mas prometedores fueron
reportados por Zhang et al.'® con la identificacion de lisofosfatidilcolina 20:3,
fosfatidilcolina 40:6, &cido citrico, acido hidroxibutirico y acido fumarico que muestran
una precision diagnostica de 0,90 para el CP en estadios iniciales. Ademas, un estudio
previo de nuestro grupo demostré que la determinacién de acido glutamico por si sola
podia diagnosticar el CP con una precision del 0.90 229, |os hallazgos presentados en
esta tesis subrayan la capacidad discriminatoria excepcional de nuestro panel de 8
metabolitos, logrando un AUC de 1,0 y demostrando una discriminacién perfecta entre
pacientes con CPNM pre-RT y los casos controles. Esto representa un avance

prometedor para el futuro del diagnéstico del CP.

En esta tesis se introduce un aspecto novedoso al identificar los cambios metabdlicos
inducidos por la CRT y la SBRT en pacientes con CPNM. Concretamente, se observé
gue ambas modalidades de tratamiento tienden a normalizar parcialmente las

concentraciones de algunos metabolitos relacionados con el equilibrio energético,
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mientras alteran otros. La comprensién de estos cambios metabdlicos identificados
podria facilitar la valoracion de la respuesta al tratamiento, asi como también contribuir
en el prondstico de los pacientes. Sin embargo, para ello se requiere considerar los
mecanismos de accién de la RT y las vias biolégicas alteradas por el cancer y su
tratamiento. Una disminucion del metabolismo de la glucosa valorado por medio del

PET-FDG, después de RT explicaria esta normalizacion 231,

La CRT tuvo como efecto una normalizacion parcial de los niveles plasmaticos de
maltosa, metionina, serina e isoleucina, mientras elevaba las concentraciones de glicina,
acido fumarico y a-cetoglutarato por encima de los niveles promedios observados en
controles sanos. La normalizacion parcial de los niveles circulantes de maltosa y
aminoacidos como la metionina, serina e isoleucina después de la CRT pueden reflejar
una disminucién en el metabolismo de carbohidratos y la sintesis de proteinas debido a
la reduccion del tamario del tumor 232, En el estudio de Rodriguez et al.% el analisis
PLSDA mostr6 que la CRT en pacientes con CPNM tendi6 a normalizar las
concentraciones plasmaticas de B-hidroxibutirato, aspartato, isoleucina, leucina y
serina. Esta observacion sugiere que la CRT podria ayudar a restaurar las funciones
celulares normales y normalizar las vias metabdlicas alteradas en las células tumorales
y el TME. Por otro lado, los aumentos en el acido fumarico y el a-cetoglutarato pueden
indicar un aumento del estrés oxidativo y la actividad metabdlica en respuesta a la
radiacion. Estos metabolitos son componentes del ciclo del TCA, lo que sugiere una
actividad mitocondrial normalizada o una respuesta al estrés secundaria a la RT 2332341,
El a-cetoglutarato juega un papel importante en la activacién del sistema inmune, ya
gue su produccion en la via de la glutamindlisis promueve la activacion de macrofagos
tipo 1 2351,

En contraste, la SBRT redujo significativamente las concentraciones plasmaticas de
maltosa, &cido 3-fosfoglicérico, taurina, D-arabinosa, sedoheptulosa, 4cido malico, D-
xilitol y D-treitol tendiendo a la normalizacién. Ademas, la SBRT indujo disminuciones
en las concentraciones de acido lactico y ornitina, y un aumento en a-tocoferol,
diferenciando alin mas los perfiles de metabolitos de pacientes con CPNM post-RT de
los controles sanos. La reduccién de los niveles circulantes de maltosa, acido 3-
fosfoglicérico, taurina, sedoheptulosa, acido malico y ornitina producidos por la SBRT
podrian indicar una restauracion de vias metabdlicas criticas como el ciclo TCA, el ciclo

PPP y el metabolismo de aminoacidos 236-239],
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Los cambios en los niveles de metabolitos no sintetizados generalmente por el cuerpo
humano, como la D-arabinosa, el D-xilitol y el D-treitol, son dificiles de interpretar. Sin

embargo, se podria especular que indican alteraciones en el microbioma [49:188:240]

La disminucién del acido lactico y la ornitina puede sugerir una reduccién en la glicélisis
aerdbica (efecto Warburg) y una alteracién en el metabolismo de los aminoéacidos. De
hecho, el acido lactico es un subproducto de la glicélisis, cominmente elevado en los
tumores debido a la rapida proliferacién celular 243, Una disminucion en el &cido lactico
sugiere una inactivacion de las células tumorales y posiblemente una mejor oxigenaciéon
de los tejidos después del tratamiento. Por otra parte, un aumento en a-tocoferol sugiere
un aumento de las defensas antioxidantes. El a-tocoferol es un antioxidante potente, y
Su aumento podria ser una respuesta protectora para mitigar el dafio oxidativo inducido
por la radiacién 2421, Comprender las diferencias en los cambios metabdlicos observados
en cada uno de los grupos de tratamiento es complejo, y es fundamental considerar
varios factores. En primera instancia, los efectos metabdlicos de la CRT y la SBRT
pueden diferir significativamente debido a las caracteristicas de cada tratamiento. La
CRT administra dosis mas bajas de radiacion por fraccidbn durante un periodo
prolongado de dias, causando un estrés metabdlico sostenido, pero menos intenso.
Este enfoque puede conducir a una normalizacién metabdlica gradual y una respuesta
al estrés constante. Ademas, la CRT se administra habitualmente a tumores o
volimenes mayores si se compara con la SBRT, afectando a un 4rea mas amplia, y con
una mayor afectacion de los OAR circundantes, lo que conduce a alteraciones
metabdlicas mas extensas, ya que tanto las células tumorales como las células del tejido
sano responden a la radiacién, aunque cabe resaltar que en nuestro estudio los

pacientes estadio |1 y Il tratados con CRT representaron un 60,5%.

Por el contrario, la SBRT administra dosis mas altas en menos fracciones, sobre
tumores méas pequefios, con unos margenes de seguridad mas ajustados, permitiendo
una mayor proteccion de los OAR, lo que resulta en un estrés metabdlico agudo e
intenso produciendo una mayor muerte celular tumoral ?43, Ademas, la SBRT activa el
sistema inmunolégico de manera mas intensa que la CRT, ejerciendo un afecto
antitumoral en sitios distantes de la zona de administracién de RT, conocido como efecto
abscopal 154163244 Este fendmeno presenta una nueva via de investigacion sobre el
impacto del inmunometabolismo en el CP 2%, Todo ello nos permite deducir que el
blogueo de ciertas vias metabdlicas, como la glicolisis, glutaminolisis o la via del lactato
dentro del TME producidos por la inmunoterapia y la SBRT podrian mejorar la

supervivencia en el CPNM [246.247]
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En cuanto a los datos de respuesta al tratamiento y efectos secundarios asociados a los

mismo son muy similares a los reportados en la literatura [98:100.108.140,143]

En resumen, las diferencias observadas en los cambios metabdlicos post-RT de los
pacientes con CPNM tratados con CRT o SBRT, aunque pueden reflejar diferencias en
las caracteristicas intrinsecas de cada modalidad de tratamiento, también pueden
deberse a factores relacionados con los tumores y pacientes tratados, asi como a la
interaccion entre estos factores potencialmente influentes. Se necesitan futuros estudios
para evaluar y comprender en profundidad los cambios post-RT y asi contribuir en la
personalizacion de la RT en funcion de las caracteristicas individuales del paciente y el
tumor, optimizando la eficacia terapéutica y minimizando los efectos secundarios

metabodlicos.
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LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

Una de las limitaciones mas importantes de la presente tesis es el tamafio de la muestra.
Asimismo, las caracteristicas de la poblacion estudiada pueden no representar
completamente a la poblacion mas ampliamente afectada por el CPNM, lo que podria
limitar la generalizacion de los hallazgos obtenidos. Los metabolitos fueron evaluados
mediante la comparacion de sus valores en pacientes con CP y sujetos sanos, pero
seria necesaria una validaciéon adicional para diferenciar el CPNM de otras

enfermedades a nivel pulmonar.

Por otra parte, las variaciones en el estadiaje del tumor y otros factores clinicos, como
la respuesta al tratamiento, el sexo o el habito tabaquico, entre los pacientes tratados
con SBRT o CRT dificulta la atribucion de los cambios metabdlicos observados

Unicamente al tipo de RT administrada, asi como su relacion con la respuesta.

Otro aspecto a considerar en el presente estudio es que el perfil metabdlico de los
pacientes con CPNM fue solamente comparado con el perfil metabdlico de sujetos
sanos, dificultando la distincidn entre las caracteristicas metabdlicas de los pacientes
con CPNM de aquellas relacionadas con otros tipos de CP, asi como también otras

enfermedades a nivel pulmonar.

Ademas, una limitacién clave de este estudio es el conocimiento limitado sobre el papel
de algunos de los metabolitos que han sido identificados como relevantes para el
diagnéstico del CPNM o cuyos niveles circulantes han variado significativamente tras la
RT. La falta de informacién clara sobre su relacién con la fisiopatologia del cancer
dificulta la interpretacion y validacién de los resultados obtenidos. Para ello, son
necesarios estudios experimentales y mas exhaustivos sobre las funciones especificas
de estos metabolitos. Comprender los mecanismos biolégicos en los que intervienen y
su papel en el CPNM es fundamental para validar su potencial uso como biomarcadores

de diagnéstico y prondstico de la enfermedad.

En consecuencia, aunque el presente estudio contribuye en el avance del conocimiento
de los cambios metabdlicos producidos por el CPNM y la administracion de diferentes
tipos de RT, actualmente sigue siendo un desafio detectar e interpretar cambios
metabdlicos en el tejido tumoral basandose solamente en la medicién de metabolitos

circulantes.
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Para abordar las limitaciones descritas, es crucial realizar estudios multicéntricos y
prospectivos mas extensos. Esto no solo aumentaria la validez estadistica de los
resultados, sino también consideraria una mayor diversidad de caracteristicas clinicas
y tumorales que harian los resultados mas representativos de la poblacién real de
pacientes con CPNM. Ademas, estudios de mayor envergadura y con un mayor tamafo
muestral permitiran identificar caracteristicas especificas en subgrupos de pacientes

relevantes para la personalizacién del tratamiento.

La integracion de otras disciplinas “6micas” como la radiomica, la transcriptomica o la
protedmica, en combinacién con herramientas avanzadas de inteligencia artificial,
también es crucial para el estudio e identificacion de biomarcadores en el CPNM.
Gracias a las ciencias “émicas” es posible obtener grandes volumenes de datos relativos
al CPNM, los cuales pueden ser analizados eficientemente por la inteligencia artificial.
Este enfoque multidimensional puede permitir una vision mas completa y precisa del
CPNM, facilitando por un lado el descubrimiento de biomarcadores para el diagnéstico
precoz, y por otro, una mejor caracterizacion del tumor, en términos de su
heterogeneidad o resistencia a la RT. Todo ello contribuye a mejorar significativamente
la precisiéon del diagnéstico, la personalizacién del tratamiento y, en ultima instancia, la

respuesta a la RT y el pronéstico del CPNM.

Actualmente, nuestro grupo de investigacion trabaja en la integracion de la radidémica,
la metabolémica y los datos clinicos, mediante el aprendizaje automatico en pacientes
con CPNM en estadios iniciales, para valorar la respuesta al tratamiento con SBRT y
mejorar el seguimiento de estos pacientes. EI seguimiento con pruebas de imagen
convencionales, como la TC y el PET-FDG continua siendo insuficiente, ya que no
permite diferenciar con precision la persistencia o progresién de la lesién de los cambios
en el parénquima pulmonar provocados por la SBRT. El analisis de dichas imagenes
mediante la técnicas de radidémica e inteligencia artificial nos permitira cuantificar y medir
con mayor objetividad la forma, la densidad, la intensidad y la textura del tumor y tejidos
circundantes, mediante el andlisis de las caracteristicas de las imagenes radiol6gicas
por medio de programas de inteligencia artificial 8218l [ os resultados obtenidos
aportaran informacioén sobre el fenotipo y comportamiento tanto del tumor, como de los
tejidos peritumorales, que con otros métodos de diagnostico tradicionales como la

biopsia, serian dificiles de obtener 184248249
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La presente tesis doctoral ha demostrado que el analisis metaboldmico es una
herramienta poderosa para la caracterizacion de los pacientes con CPNM vy la
evaluacién de cambios metabdlicos post-RT. Su capacidad para revelar alteraciones
especificas en el metabolismo de los tumores y tejidos circundantes subraya su
potencial en la valoracion de la respuesta a la RT. Los datos “6micos” en combinacién
con datos clinicos, fundamentales para la medicina de precisién, podria contribuir a
predecir el prondstico de los pacientes con CPNM e individualizar su tratamiento de RT,
modulando o intensificando las dosis y los fraccionamientos administrados, o su

combinacion con nuevas dianas terapéuticas o inmunoterapia.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de la presente tesis, de acuerdo con los objetivos propuestos y los

resultados obtenidos, son las siguientes:

1. Los pacientes con CPNM muestran alteraciones metabolémicas plasmaticas
significativas, destacando metabolitos especificos que exhiben su potencial como
biomarcadores para el diagndstico precoz.

2. El andlisis multivariante y su integracion con algoritmos de aprendizaje automatico
permiten identificar firmas metabolémicas pre-RT y post-RT. La normalizacion
parcial post-RT de los metabolitos alterados podria relacionase con la valoracion de
la respuesta al tratamiento y el pronéstico del paciente.

3. LaCRTyla SBRT inducen alteraciones diferenciadas en el metaboloma plasmético,
las cuales podrian estar relacionadas con las variaciones en las dosis, la técnica de
administracion, las diferencias en la toxicidad aguda o las caracteristicas especificas

de los pacientes tratados.
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ANEXO 2.
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Biomarcadores de la oxidacion, la inflamacién y el metabolismo
energético para la evaluacion de la respuesta al tratamiento con
radioterapia en pacientes con cancer de pulmon.

APENDICE A. HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Titulo del estudio

Biomarcadores de la oxidacién, la inflamacion y el metabolismo
energético para la evaluaciéon respuesta al tratamiento con radioterapia
en pacientes con cancer de pulmon.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE
Objetivo

El objetivo de esta hoja es darle informacion detallada sobre un estudio
gue analizard los factores genéticos y bioquimicos que pueden estar
implicados en la respuesta al tratamiento asi como el la toxicidad aguda
y tardia del tratamiento de radioterapia.

Descripcién de los procedimientos

Una vez leido y comprendido el estudio, si esta de acuerdo en participar
como voluntario, se le pedira que firme el impreso de consentimiento
informado. Algunos de los datos de su historia clinica y otros que usted
nos facilite especificamente para este estudio, seran transferidos a una
base de datos construida con esta finalidad, de forma anénima bajo una
codificacion, de manera que nada mas el médico responsable podra
saber que le corresponde a usted.

Para la determinacién genética y los analisis bioguimicos es necesaria
la extraccién de cuatro muestras de sangre. Con este volumen de
sangre se pueden obtener las células suficientes que nos permitiran la
realizacion de los estudios genéticos. Una vez realizado el andlisis de
los marcadores descritos en sus muestras, estas se conservaran para
su posible utilizacion en el futuro, siempre tras la obtencién de un nuevo
consentimiento del paciente.

HOSPITAL DE SANT JOAN DE REUS SA RM Tarragona, tom 454, foli 95, full T 099 — NIF A-43 096 692
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Beneficios

Los beneficios de este estudio radican en poder determinar si existe
relacion entre los diferentes polimorfismos genéticos y la respuesta al
tratamiento. La muestra obtenida no sera utilizada con ninguna finalidad
empresarial o que pueda implicar en la obtencion de beneficios
econdémicos.

Riesgos
La participacion en este estudio admite los riesgos asociados a cualquier
puncion venosa que se realiza por la extraccién de sangre, que aunque
suceden en un porcentaje muy bajo, debe saber:

- riesgo de infeccion aunque se realice en las condiciones

de maxima asepsia.
- dolor en la zona de la puncion.

- riesgo de aparicion de un hematoma posteriormente a la
puncion.

- proceso inflamatorio local, lo que se conoce como flebitis,
gue se resuelve con tratamiento local pero que en muy raras

ocasiones puede desencadenar un proceso tromboembodlico.

Participacién voluntaria

La participacion en este estudio es totalmente voluntaria y se podra retirar
de él en cualquier momento si lo cree conveniente sin tener que
especificar los motivos y sin que su decision perjudique en un futuro la
atencion médica que precisa ni la relacion médicopaciente.

Confidencialidad

Si usted esta de acuerdo en tomar parte, su médico le pedird que firme
un consentimiento. Este significa que usted esta de acuerdo en participar,
y que no tiene objeciones en que las partes relevantes de su historia
clinica puedan ser revisadas por personal autorizado para los propositos
del estudio. Se mantendra la confidencialidad de todos los datos de
caracter personal, ya sean derivados de su historia clinica, como del
estudio de las muestras biolégicas (cumpliendo la normativa legal sobre
confidencialidad de datos: Ley Organica 15/1999 de 13 de Diciembre de
Proteccion de Datos de caracter personal LOPD). Para mantener la
confidencialidad de los datos todas las muestras se codificaran por medio
de etiquetas con un cédigo numérico exclusivo.

Si usted firma este documento de consentimiento informado no se
incluiran los resultados de los estudios de biomarcadores en la historia
clinica ni se informara de ellos a sus familiares, su médico personal ni a
otras personas. De acuerdo con la ley espafiola de Investigaciéon
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Biomédica 14/2007 (articulo 59), tiene usted derecho a saber (0 a no
saber) la informacién genética resultado del examen de sus muestras.
Aungue el promotor no le informara de los resultados del estudio genético,
si usted decide solicitar su informacion genética, pregunte a su médico
del estudio sobre las implicaciones que esta informacion puede tener para

usted y su familia.

Se mantendra la confidencialidad de su historia clinica hasta el punto
permitido por la legislacion vigente. Si se publican los resultados del
estudio, se mantendra confidencial su identidad. En el caso de necesitar
presentar resultados Unicamente se le identificard por su namero de

paciente

Informacién adicional

Si tiene alguna duda sobre algun aspecto o precisa algiin comentario
sobre el estudio, el responsable del mismo, el/la
DI/Dra..cieeii i le dar& toda la informacion

complementaria que usted desee.
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+ Hospital Universitari
Sant Joan
REUS

Biomarcadores de la oxidacion, la inflamacién y el metabolismo energético para
la evaluacion de la respuesta al tratamiento con radioterapia en pacientes con
cancer de pulmon.

APENDICE B. HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO AL PACIENTE

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

Titulo del estudio: Biomarcadores de la oxidacion, la inflamacion y el metabolismo
energético para la evaluacion de la respuesta al tratamiento con radioterapia en pacientes
con cancer de pulmon.
Y 0, e (nombre y apellidos en
mayusculas)
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido realizar preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.
He hablado con ..o (nombre del investigador en
mayusculas)
Comprendo que:
1. mi participacion en este estudio es voluntaria
2. que este analisis no me supone ningun beneficio
3. que la no aceptacion de participar en este estudio no repercutira en mi atencion
médica

4. que la informacion obtenida en este estudio es confidencial.

Asi pues, presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y autorizo a que

HOSPITAL DE SANT JOAN DE REUS SA: RM Tarragona, tom 454, foli 95, full T-6.099 — NIF A-43 096 692

mis datos obtenidos del estudio sean procesados y revisados tal y como se describe en la

hoja de informacion al paciente.

Firma del participante: Firma del investigador:
Data: Data:

1 original para el paciente; 1 original para el archivo del investigador.

Av. del Doctor Josep Laporte, 2

43204 Rous La teva salut, la nostra prioritat
Tel. 977 310 300 - Fax 977 308 484
www.hospitalsantjoan.cat
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Abstract: Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths globally, with non-small cell
lung cancer (NSCLC) accounting for over 85% of cases and poor prognosis in advanced stages. This
study explored shifts in circulating metabolite levels in NSCLC patients versus healthy controls and
examined the effects of conventionally fractionated radiation therapy (CFRT) and stereotactic body
radiation therapy (SBRT). We enrolled 91 NSCLC patients (38 CFRT and 53 SBRT) and 40 healthy
controls. Plasma metabolite levels were assessed using semi-targeted metabolomics, revealing 32 ele-
vated and 18 reduced metabolites in patients. Key discriminatory metabolites included ethylmalonic
acid, maltose, 3-phosphoglyceric acid, taurine, glutamic acid, glycocolic acid, and d-arabinose, with
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a combined Receiver Operating Characteristics curve indicating perfect discrimination between
patients and controls. CFRT and SBRT affected different metabolites, but both changes suggested a
partial normalization of energy and amino acid metabolism pathways. In conclusion, metabolomics
identified distinct bolic signat in NSCLC patients with potential as diagnostic biomark-
ers. The differing metabolic responses to CFRT and SBRT reflect their unique therapeutic impacts,
underscoring the utility of this technique in enhancing NSCLC diagnosis and treatment monitoring.

Keywords: biomarkers; lung cancer; metabolomics; radiation therapy; stereotactic body radiation
therapy

1. Introduction

Lung cancer stands as the predominant contributor to cancer-related fatalities world-
wide, accounting for approximately 12% of all cases of cancer, with an annual incidence
exceeding two million patients [1]. Non-small cell lung cancer (NSCLC) encompasses
over 85% of lung cancer cases and is categorized into three principal histological subtypes:
adenocarcinoma, squamous cell carcinoma, and large cell carcinoma. The five-year survival
rate for early stage, operable NSCLC averages around 70%; however, it declines to 10-13%
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in advanced stages of the disease [2—4]. Presently, diagnosis heavily relies on symptomatol-
ogy, often leading to late-stage detection and dismal prognoses. If the diagnnsis could be
shifted to early stages, the overall morbidity for this disease could profoundly decrease.
Screening for lung cancer utilizing low-dose computed tomography has shown efficacy
in mortality reduction [5]. However, the prevalence of individuals with indeterminate
nodules, exorbitant costs, and resource constraints makes it necessary to investigate the
discovery of more straightforward early diagnosis methods, ideally utilizing non-invasive
or minimally invasive modalities, such as blood biomarkers [6]. supplemented by clinical,
epidemiological, imaging, and lifestyle data. This approach holds particular promise for
individuals at high risk of lung cancer, as they may harbor subclinical disease for extended
perinds before symptomatic manifestation.

Recent research has underscored the pivotal role of investigating metabolic alter-
ations in cancer development [7]. Cancer cell pathogenesis entails oncogene activation,
apoptosis evasion, heightened replicative capacity, angiogenesis, and metabolic dysregu-
lation, marked by alterations in signaling cascades, protein expression, and biochemical
adaptation [8]. Predominant metabolic shifts in cancer cells encompass increased glucose
consumption or aerobic ghycolysis (the Warburg effect), augmented glutaminolysis, and
heightened amino acid and lipid biosynthesis pathways [4-11]. Metabolomics emerges
as a promising avenue in systems biology, aiming for the comprehensive interrogation
of low-molecular-weight metabolites in biological specimens [12]. It is a potent tool for
deciphering the binlogical pathways implicated in disease initiation and progression, fur-
nishing invaluable insights into the molecular underpinnings of pathological processes [13].
Quantitative metabolomic profiling of plasma has been proposed as a candidate approach
for lung cancer diagnosis and prognosis [14,15].

MNSCLC patients typically undergo a treatment regimen comprising surgical resection,
radintherapy, chemotherapy, immunotherapy, and targeted therapy. In this study, we
will refer to Conventionally Fractionated Radiation Therapy (CFRT) as encompassing bwo
treatment schedules: normofractionated radiation therapy, which delivers 2 Gy per session
on 3033 consecutive fractions, and hypofractionated radiation therapy, which administers
4 Gy per session on 15 consecutive fractions. We will compare these treatments with
another radiotherapy technique, stereotactic body radiation therapy (SBRT), also known
as stereotactic ablative radiotherapy. SBRT has been introduced to improve treatment
precision and reduce overall treatment time by delivering a narrow beam of high-dose
radiation per fraction (=5 Gy to a specific target in fewer alternating fractions (between
three and eight), ensuring accurate delivery to tumor tissue while sparing surrounding
healthy tissue [16]. This treatment is commonly used for managing early stage tumors
(less than 5 cm and with negative lvinph nodes) in patients who are inoperable due to
comorbidities, impaired respiratory function, or those who refuse surgery. In contrast,
patients with inoperable locally advanced tumors (larger than 5 cm and with involved
lymph nodes) are often treated with CFRET [17].

Therefore, this investigation aims to elucidate the shifts in circulating metabolite
levels in NSCLC patients compared to healthy volunteers and delineate the effects induced
by CFRT and SBRT. The overarching objective is identifying and proposing potential
biomarkers for early diagnosis and prognosis of the disease.

2. Materials and Methods

We enrolled a cohort of 91 patients diagnosed with NSCLC who underwent either
CFRT (38 patients) or SBRT (53 patients), collectively representing 94 treated lesions. All
participants were treated at the Department of Radiation Oncology of the Hospital Lni-
versitari de Sant Joan de Reus between February 2013 and October 2022 Eligible patients
exhibited a Kamofsky Performance Status Index » 70 and were classified as 0 or 1 on the
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) scale.

The radiotherapy protocols included normofractionated radiotherapy (total dose
54-70 Gy delivered at 2 Gy /day, five days/week), hypofractionated radiotherapy (to-
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tal dose 60 Gy delivered at 4 Gy/day, five days/week), or risk-adapted SBRT (total
dose 54-60 Gy, three alternated days/week) utilizing Volumetric Modulated Arc Ther-
apy (VMAT) via the Varian RapidArc® system (Varian Medical Systems, Palo Alto, CA,
USA). Additionally, fourteen NSCLC patients received concurrent treatment with cisplatin
(50 mg/m?) and etoposide (50 mg/m?) intravenously every three weeks.

Assessment of acute toxicity throughout the course of treatment was conducted weekly,
employing the criteria established by the Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) and
the European Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC) [15].

Fasting blood samples were obtained at baseline and one-month post treatment.
EDTA-plasma aliquots were promptly stored at —80 “C until metabolomic analyses were
conducted. As a control group, we employed plasma samples from 40 healthy volunteers
who had no clinical or analytical evidence of infectious disease, renal insufficiency, liver
disease, neoplasia, or neurological disorders. These individuals were recruited from a
population-based study conducted within our local region [19].

Semi-targeted metabolomics assessed the plasma levels of 74 metabolites involved
in carbohydrates, amino acids, lipids, cofactors, vitamins, nucleotide pathways, energy
metabolism, and xenobiotic biodegradation [20,21]. Plasma samples (50 uL) were mixed
with an 8:2 (v/o) methanol: water solution containing internal standards, vortexed, and
centrifuged. The supernatants (200 uL) were evaporated in a SpeedVac vacuum concentra-
tor (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and reconstituted with methoxyamine
before silylation. Chromatographic separation was achieved using a 7890A gas chromato-
graph paired with a 7200-quadruple time-of-flight mass spectrometer equipped with an
electron impact source (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Moreover, the sys-
tem was fitted with a 7693 autosampler module and a J&W Scientific HP-5MS column
(30 ms 0.25 mm, 0.25 um) from Agilent Technologies. Compound identification and semi-
quantification were determined using Relative Units (RU) calculated based on compound
area/internal standard area ratios, with ion selection guided by electron impact spectra
and primary specific ions recorded in the Fiehn-pct-2013 spectral library.

Group comparisons were conducted using appropriate statistical tests based on vari-
able types. Quantitative variables were analyzed by the Mann-Whitney U test (independent
variables) or the Wilcoxon signed rank test (dependent variables), and results are shown
as medians [interquartile ranges]. Categorical variables were evaluated by the x* square
test, and results are shown as number of cases (percentages). Significance was determined
at p < 0.05. All analyses and plots were executed using RStudio version 4.3.1. Patient
clinical characteristics were summarized using the TableOne package version 0.13.2. A
logarithmic transformation was applied to metabolomic data. Orthogonal Partial Least
Squares Discriminant Analysis (OPLS-DA) and Variable Importance in Projection (VIP)
score analyses were performed using the ropls package version 1.32.0. Using the caret
package version 6.0-94, a 5-fold cross-validated Support Vector Machine (SVM) multivariate
model was trained on 70% of the data. The model was then tested on the remaining 30% of
the data. Receiver Operating Characteristics (ROC) curves were generated using the pROC
package version 1.18.5. Volcano plots and boxplots were created with the ggplot2 package
version 3.5.1. All analyses utilized the latest package versions available on CRAN as of 28
April 2024.

3. Results
3.1. Clinical Characteristics of Study Participants and Their Tumors

While most participants were men, notable differences emerged between NSCLC
patients and the control group. These variances encompassed age, comorbidities such as
diabetes mellitus, arterial hypertension, and dyslipidemia, as well as lifestyle factors like
smoking and alcohol consumption. Patients treated with SBRT had a higher proportion of
women and a lower prevalence of smokers than those receiving CFRT. The predominant
tumor types among NSCLC patients were adenocarcinoma and squamous cell carcinoma,
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with most lesions located in the right upper lobe, right lower lobe, or left upper lobe
{Table 1).

Table 1. Main characteristics of lung cancer patients, their tumaors, and the control group.

Conirol Group All NSCLC Patients CFRT SBERT p-Value
Patient characteristics = 40 w=91 n= 38 n=5
Age [years) 050 [65.0-74.0] 7300 [66.5-79.0] 7150 [66.8-77.E] TA.00 [67.0-790]

Women 12 (30.0) (429 8(21.1) 31(38.5) L)
Smaoking habit 9225} &9 (TE.T) 3919 35 (660 o
Abcohiol habit T {500} 0 (2200} 11 (289 G170y "

Diabetes mellitus 375 27 (30.0) 11287 16 (30.2) *
Arterial hypertension 13 (32.5) 56 (622) 21 (56.8) 35 (660 -
Dryslipidemia & [15.0) 43 (47.3) 19 {50.0) 240453 -
Blon-cancer |:||.|lﬂ'|nm:.r}.I disease MA 58 (63.7) 31 (BLA) 27 (509 NS
Cardiovascular disease MNA 3 (374) 20 (526) 14 (26.4) L)
Cancer characteristics =00 n= 38 n=El
Histology NS
Adenocarcimoma MNA 4 (44.4) 15 (395) 29475
5:|uam:|u: cell carcinoma MA 42 (42 4) 21 {553} 21 (%4
Others MNA B(8.1) 2(5.3) & (9.8)
Not determined MNA 5{5.1) = S{RZ)
Stage L)
Ia MA &0 (B0A) 13(34.2) A7 (7.0
Ib MNA 15 (152 6 [15.5) G(14.8)
151 MNA 1{L.0y 1 (2.6} o0y
11 MA B8y 3{7.5) S{R2)
Mla MNA 5(5.0) 5(13.7) oo
hin MNA 8 (8.1} 8(21.1) oo
e MNA 1{1L.0} 1 {26} o0y
w MA 1{1L.0y 1 {268} 0oy
Tumaor lecation NS
EUL MNA 27 (ITH) 10 (26.3) 17(®.3)
RML MA 5 (5.1} 2 5.3} 3500
RLL MA 1 (21.4) 11 (289 10 (6T
LUL MNA 7 (276H) 11 (289) 16 (26.7)
LLL MNA 13 (184} 4 (10.5) 4i83

* p < 0105, cancer v= controd group; # p < .05, SBET vs. CFRT. Age is shown as medians | interquartibe ranges], and
differences were analyzed by the Mann-Whitney U test. Qualitative variables are shown as n (%), and differences
were analyzed by the X? test. CFRT: Corventionally Fractionated Radiation Therapy; LLL: left lower lobude; LUL:
ledt upper Iobule; MA: not app]ica'b]e:]\'i ok signi.ﬁ:anl;; MNSCLC: non-small cell ll.mgc:mcer, FL'L:r'whl lower
lobule; RML: right middle lobule; RUL: right upper lobube; SERT: sterectactic body radiation therapy.

3.2. Baseline Metabolite Levels Effectively Differentiote NSCLC Patients from the Control Group

A comparison of metabolite concentrations revealed 32 significantly higher and
18 lower plasma metabolite levels in NSCLC patients compared to the control group
(Figure 1A and Supplementary Table S1).

OPLS-DA successfully distinguished the metabolic profiles of healthy individuals
and NSCLC patients. Specific metabolites such as ethylmalonic acid, maltose, glycerol,
3-phosphoglyceric acid, taurine, glutamic acid, glycolic acid, and d-arabinose showed
higher discriminatory capacity in segregating the groups, as indicated by their VIF scores
exceeding 1.5 points (Figure 1B). Among these, ethylmalonic acid, glycerol, and gly-
colic acid plasma concentrations were lower in NSCLC patients. In contrast, maltose,
3-phosphoglyceric acid, taurine, glhutamic acid, and d-arabinose were higher. These find-
ings suggest potential metabolic alterations associated with NSCLC, particularly in amino
acid, carbohydrate, and lipid metabolism (Figure 1C).

For metabolites with VIF scores exceeding 1.5 points, we conducted univariate ROC
curves, all of which vielded an area under the curve (AUC) higher than (L8, indicating
a high level of accuracy. Furthermore, the Youden index was computed for each curve
to establish the optimal cutoff point for distinguishing NSCLC patients from healthy
individuals (Figure 2A B).
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Figure 1. Comparative analysis of plasma metabolite profiles in non-small cell lung cancer (NSCLC)
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Figure 2. Plasma conc of ethylmalonic acid, maltose, glycerol, 3-phospogyceric acid,

taurine, glutamic acid, glycolic acid, and d-arabi had a high discri g power to classify non-
small cell lung cancer (NSCLC) patients from the control group. (A) Individual Receiver Operating
Characteristics (ROC) curves showed an area under the curve (AUC) higher than 0.8. Red dots
represent the optimal cutoff value determined by the Youden index for patient classification. (B) The
Mann-Whitney U test revealed significant differences in pl bolite conc ions between
NSCLC patients and healthy individuals. (C) The Support Vector Machine multivariate model
showcased outstanding performance, with an ROC curve achieving an AUC of 1 and an unequivocal
fusion matrix. Results and cutoffs are shown as log10 of Relative Units (RU).
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Finally, a SVM multivariate model was trained and tested based on those metabolites
with a VIP score higher than 1.5 points. The ROC curve yielded an AUC of 0.999 for the
training dataset (Figure 51) and 1 for the testing dataset (Figure 2C), indicating perfect
discrimination between classes.

3.3. 5BRT and CFRT Induce Distinct Changes in the Plasma Metabolome

The two radiation therapy modalities produced distinct changes in the metabolic
profiles of NSCLC patients. SBRT led to decreased plasma concentrations of maltose,
3-phosphoglyceric acid, taurine, d-arabinose, sedoheptulose, malic acid, d-xylitol, and
d-threitol, indicating a trend toward normalization. However, it also decreased levels of
lactic acid and ornithine while increasing levels of a-tocopherol, further diverging from the
profiles of healthy volunteers (Figure 3A and Supplementary Table 52).
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Figure 3. This figure illustrates metabolites that exhibited significant changes after treatment com-
pared to pre-RT values with either {A) stereotactic body radiation therapy or (B) Conventional
Fractionated Radiotherapy. Statistical significance was determined using the Wilcoxon signed-rank
test. The dashed line indicates the median metabolite value for healthy volunteers. Results are
presented as the logl0 of Relative Units (RL).
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In contrast, CFRT was associated with a lower concentration of maltose and higher con-
centrations of methionine, serine, isoleucine, glycine, a-ketoglutaric acid, and fumaric acid.
These changes indicate a partial return to normal levels for these metabolites (Figure 3B
and Supplementary Table S3).

It is noteworthy that maltose was the only metabolite exhibiting similar changes after
both SBRT and CFRIT.

4. Discussion

Our findings reveal a distinctive metabolic profile in individuals afflicted with NSCLC
compared to healthy controls. The metabolites showing the most pronounced changes
included maltose, 3-phosphoglyceric acid, taurine, glutamic acid, and d-arabinose, all
of which had higher concentrations in NSCLC. Conversely, ethylmalonic acid, glycerol,
and glycolic acid concentrations were decreased. The collective ROC curve generated
from these metabolites effectively distinguished between patients and healthy controls,
providing a clear and accurate classification.

Maltose, a disaccharide composed of two glucose molecules, arises from the break-
down of complex carbohydrates by the action of maltase. The higher plasma maltose con-
centrations found in NSCLC patients could be an adaptive response to the altered metabolic
environment of the tumor, aiming to satisfy its energetic and biosynthetic needs [22].

3-phosphoglyceric acid is an intermediary metabolite in the glycolytic pathway that
plays a crucial role in adenosine triphosphate generation. Under normal conditions, it con-
verts into pyruvate, entering the mitochondria for complete oxidation in the tricarboxylic
acid cycle. However, the persistence of heightened glycolytic activity in cancer cells, even
in the presence of oxygen, is a hallmark of the Warburg effect [23]. Tumor metabolism pri-
oritizes the generation of intermediates that support macromolecular biosynthesis, thereby
providing a proliferative advantage. This metabolic shift likely leads to increased pro-
duction of 3-phosphoglyceric acid; consequently, higher plasma concentrations in NSCLC
patients can be found.

Taurine, also known as 2-aminoethanesulfonic acid, exhibits regulatory effects on
various cellular processes, including the modulation of N-acetyl galactosaminyl transferase-
2 expression and the downregulation of matrix metalloproteinase-2, thereby impeding
invasion and metastasis [24]. Additionally, taurine demonstrates inhibitory effects on
proliferation and pro-apoptotic properties in A549 lung cancer cells, with its efficacy being
contingent upon dosage and exposure duration [25]. The increase in plasma concentrations
of this amino acid in patients with NSCLC could be explained by a positive feedback
mechanism attempting to counteract tumor development.

Glutamic acid assumes a pivotal role in metabolic pathways, with its involvement com-
mencing at the onset of glutaminolysis, where glutamine undergoes conversion to glutamic
acid catalyzed by glutaminase within the mitochondria. Studies have implicated glutamic
acid as a discerning inflammatory marker in pulmonary pathologies [26]. Furthermore, in
line with our results, consistent elevations in glutamic acid levels have been documented
in patients with NSCLC, juxtaposed with a reduction in glutamine levels [27-29]. In addi-
tion, a significant increase in glutamic acid levels within lung cancer tissues compared to
adjacent para-carcinomatous tissues has also been observed [¥)], suggesting a potential
association between intratumoral glucogenesis and this amino acid.

The cell utilizes glycerol to synthesize intermediate metabolites essential for pro-
ducing vital cellular components such as triglycerides and phospholipids. The observed
lower concentrations of this metabolite in NSCLC patients may be attributed to its con-
sumption by tumor tissue, where the accelerated synthesis of proteins, nucleic acids, and
membranes occurs.

Insufficient data are available to fully interpret the underlying reasons behind the ob-
served increase in d-arabinose concentrations and decreased glycolic acid and ethylmalonic
plasma concentrations in NSCLC patients. D-arabinose is a five-carbon monosaccharide
primarily found in specific plant sources, yet it is not commonly a part of human dietary
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intake. In humans, the endogenous synthesis of d-arabinose occurs in negligible quan-
tities. Glycolic acid, a simple organic acid, is derived from the metabolism of lactic acid
catalyzed by lactate dehydrogenase. However, its role in central metabolic pathways is
relatively limited compared to other compounds, and it does not play a pivotal role in
any significant metabolic pathways [31]. The decline in glycolic acid levels of LC patients
might be attributed to its utilization as an energy source. On the other hand, ethylmalonic
acid is a branched-chain fatty acid that has garnered attention in investigating neurological
diseases associated with inborn metabolic disorders. Interestingly, patients with inborn
errors of metabolism are predisposed to developing cancer [32]. However, the potential
role of ethylmalonic acid in the pathophysiology of cancer onset and development has not
been reported to date.

The observed metabolic profile in individuals with NSCLC indicates potential
metabolic adaptations associated with cancer progression. Elevated concentrations
of maltose, 3-phosphoglyceric acid, taurine, glutamic acid, and d-arabinose suggest
increased glycolytic activity, potential regulatory effects on cellular processes, and alter-
ations in glutamine metabolism, which are consistent with metabolic reprogramming
observed in cancer cells. Conversely, decreased levels of ethylmalonic acid, glycerol,
and glycolic acid may reflect altered utilization of these metabolites in cancer cells for
biosynthesis and energy production.

In recent years, some studies have explored metabolic changes in patients with
lung cancer, aiming to utilize these alterations for improved disease diagnosis and
prognosis. These investigations have identified potential biomarkers to distinguish
between patients and healthy individuals and differentiate among various types and
stages of the disease. For instance, Qi et al. [33] identified palmitic acid, heptadecanoic
acid, 4-oxoproline, tridecanoic acid, and ornithine as potential candidates for lung cancer
screening, achieving a fair discriminative ability with AUC values ranging from 0.82 to
0.86. Similarly, Zhang et al. [34] highlighted the predictive potential of phenylalanine,
phosphoethanolamine, xanthosine, dehydroepiandrosterone, glucose, fructose, and
phenylacetic, hydroxyoxoglutaric, allocolic, aminopentanoic, and uric acids in assessing
the stage and progression of lung cancer, exhibiting moderate discrimination with
AUC values between 0.70 and 0.80. More promising results were reported by Zhang
et al. [35], with the identification of lysophosphatidylcholine 20:3, phosphatidylcholine
40:6, citric acid, hydroxybutyric acid, and fumaric acid showcasing a diagnostic accuracy
of 0.90 for early stage NSCLC. Furthermore, a previous study from our group [36]
demonstrated that glutamic acid determination alone could diagnose lung cancer with
an accuracy of 0.90. Remarkably, the findings presented in our present article underscore
the exceptional discriminatory capacity of our identified panel, achieving an AUC of 1.0
and demonstrating perfect discrimination between cases and controls. This development
holds great promise for the future of NSCLC diagnosis.

The present study introduces a novel aspect by identifying the metabolic changes
induced by CFRT and SBRT in patients with NSCLC. Both modalities tend to normalize
the concentrations of some metabolites while altering others, with the affected metabolites
differing between treatments. The differences in metabolic effects between CFRT and SBRT
reflect the distinct biological responses to these therapies. Understanding these alterations
requires considering several factors, including the mechanisms of action, the biological
pathways involved, and the intensity and precision of the radiation delivered.

CFRT brought about a partial normalization of plasma levels of maltose, methion-
ine, serine, and isoleucine while elevating the concentrations of glycine, fumaric, and
a-ketoglutaric acids beyond the median levels observed in healthy controls. Partial nor-
malization of circulating levels of maltose and amino acids such as methionine, serine,
and isoleucine after CFRT may reflect a decrease in carbohydrate metabolism and protein
synthesis due to tumor mass reduction [36,37]. This observation suggests that CFRT might
help restore normal cellular functions or reduce tumor-related disruptions in these path-
ways. On the other hand, increases in fumaric acid and a-ketoglutaric acid may indicate
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heightened oxidative stress and metabolic activity in response to radiation. These metabo-
lites are tricarboxylic acid cycle components, suggesting enhanced mitochondrial activity
or a stress response [ 385,39].

In contrast, SBRT significantly reduced the plasma concentrations of maltose3-
phosphoglyceric acid, taurine, d-arabinose, sedoheptulose, malic acid, d-xylitol, and d-
threitol toward normalization. Furthermore, SBRT induced decreases in lactic acid and
ornithine concentrations, as well as an increase in o-tocopherol, thereby further distinguish-
ing the metabolite profiles of LC patients from those of healthy controls.

The reduction of circulating levels of maltose, 3-phosphoghyceric acid, taurine, se-
doheptulose, malic acid, and omithine produced by SBRT could indicate a restoration of
critical metabolic pathways such as the tricarboxylic acid cycle, the pentose cycle, and
amino acid metabolism [40—43]. Changes in the levels of molecules generally foreign to
the human body, such as d-arabinose, d-xylitol, and d-threitol, are challenging to interpret.
However, one could speculate that they indicate alterations in the microbiome [5,44]. The
decrease in lactic acid and omithine may suggest a reduction in aerobic glyoolysis (Warburg
effect) and altered amino acid metabolism. Indeed, lactic acid is a byproduct of glycolysis,
commonly elevated in tumors due to rapid cell proliferation [45]. A decrease in lactic acid
suggests more efficient targeting of tumor cells and possibly better oxcygenation of tissues
post-treatment. Furthermore, an increase in a-tocopherol suggests an enhancement of
antioxidant defenses. o-Tocopherol is a potent antioxidant, and its increase might be a
protective response to mitigate radiation-induced oxidative damage [46].

The metabolic effects of CFRT and SBRT may differ significantly due to the distinct
characteristics of each treatment and the cancer stage they target. CFRT administers lower
doses of radiation per fraction over an extended period, causing sustained but less intense
metabolic stress. This approach is tvpically applied to inoperable locally advanced tumors
larger than 5 cm with involved lymph nodes. As a result, it may lead to gradual metabolic
normalization and a steady stress response. In contrast, SBRT targets early stage tumors
smaller than 5 cm with negative lymph nodes, delivering higher doses in fewer fractions,
which results in acute and intense metabolic stress [47]. Moreover, CFRT affects a broader
area, including surrounding healthy tissue, leading to extensive metabolic alterations as
both tumor and normal cells respond to the radiation. Conversely, the high precision of
SBRT targets the tumor maore accurately, sparing healthy tissue and focusing the metabolic
changes on tumor cell death, thereby reducing systemic metabolic disruption. In addition,
SBRT activates the immune system more intensely than CFRT, potentially underlying
the abscopal effect, which refers to effects observed at sites distant from the radiation
administration [4#-50]. This phenomenon presents a new avenue of research on the impact
of these therapies on the immunometabolism of patients with lung cancer [51].

This study has its limitations. The sample size and demographics of the population
studied may not fully represent the broader population affected by NSCLC, potentially
limiting the generalizability of the findings. Variations in cancer stage among patients
treated with SERT or CFRT complicate attributing the abserved metabolic changes solely
to the type of radiotherapy administered. The cross-sectional design also hinders the
establishment of causality or assessment of temporal relationships between biomarker
levels and disease progression. Furthermore, interpreting metabolic changes in tu-
mor tissue based on the measurement of circulating metabolites remains challenging.
Addressing these limitations through more extensive multicenter, prospective studies,
leveraging the vast amount of information provided by multi-omics approaches and
artificial intelligence, could enable radiotherapy dose adjustments based on biomarkers
related to tumor characteristics and radioresistance, thereby significantly improving the
accuracy of NSCLC diagnosis and prognosis.

5. Conclusions

Owur study identified significant metabolic alterations in NSCLC patients compared to
healthy controls, highlighting specific metabolites which exhibited potential as biomark-
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ers for early diagnosis. Both CFRT and SBRT induced distinct changes in the plasma
metabolome, reflecting different metabolic responses to these treatments. Our findings
underscore the potential of metabolomic profiling in improving lung cancer diagnosis,
monitoring therapeutic responses, and guiding personalized treatment strategies.

Suppl tary Materials: The following supporting inf tion can be downloaded at: hitps:/ /www.
mdpi.com /article / 10.3390/biom 1 4030898 /51, Table S1: Plasma metabolite profiles of the control
group and non-small cell lung cancer (NSCLC) patients pre-radiation therapy; Figure S1: Receiver
Operating Characteristic (ROC) curve and confusion matrix generated using the training set of the
data and a 5-fold cross validated Support Vector Machine model based on the 8 selected metabolites.
The model distinguishes between non-small cell lung cancer patients (NSCLC) and the control group;
Table S2: Plasma metabolite profiles of non-small cell lung cancer (NSCLC) patients pre- and post-
SBRT); Table S3: Plasma metabolite profiles of non-small cell lung cancer (NSCLC) patients pre- and
post- CFRT).
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