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ABREVIATURAS

El contenido de esta tesis incluye una serie de abreviaturas y anglicismos que se han empleado, dada
su frecuencia de uso en la literatura cientifica consultada. Exponemos, a continuacién, las manejadas
en este trabajo:

A

AC: doxorrubicina, ciclofosfamida

AD: doxorrubicina, docetaxel

AJCC: American Joint Committee for Cancer Staging

AKT: proteina quinasa B

ASAT: aspartato amino transaminasa

ATM: gen ataxia telagiectasia

ALAT: alanina amino transferasa

AUC: area bajo la curva

B

BCAA: aminoécidos de cadena ramificada
BRCAL1: breast cancer 1

BRCA2: breast cancer 2

BSGC: biopsia selectiva del ganglio centinela

C

cADN: microarray de dcido desoxirribonucleico complementario
Ccr: Aclaramiento de creatinina

CDH1: cadherina 1

CHEK?2: serina/treonina proteina kinasa 2

CISH: hibridacién in sitfu cromogénica

CMF: ciclofosfamida, metotrexate, 5-Fluorouracilo

COX-2: ciclooxigenasa 2
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E
EC: epirrubicina, ciclofosfamida.
EGFR: epidermal growth factor receptor

ESI: fuente de ionizacién por electrospray

F

FAlc: Fosfatasa alcalina

FC: Fold change

FEC: 5 fluorouracilo, epirrubicina, ciclofosfamida
FISH: hibridacion in situ fluorescente

FTIR: Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier

G

G1: grado 1 de respuesta de la escala Miller y Payne
G2: grado 2 de respuesta de la escala Miller y Payne
G3: grado 3 de respuesta de la escala Miller y Payne
G4: grado 4 de respuesta de la escala Miller y Payne
G5: grado 5 de respuesta de la escala Miller y Payne

GC: cromatografia de gases

H

HDMB: base de datos del metaboloma humano

HER2: HER2/c-neu o c-erbB-2, factor de crecimiento epidérmico

HR-MAS: espectroscopia de RMN de alta resolucion por giro de angulo mégico

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucién

IMC: indice de masa corporal

IGF1R: Insulin like growth factor 1 receptor
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IUAPC: Interntional Union of Pure and Applied Chemistry

K

KNN: Andlisis por vecinos cercanos

L

LA: Luminal A

LB: Luminal B

LC: cromatografia liquida

LDA: Andlisis lineal discriminante

LNS: limite superior de la normalidad

M

mDa: millidalton

MS: espectroscopia de masas

MS/MS: tdindem de espectrémetros de masas
mTOR: mammalian target of rapamycin

m/z: relacion entre la masa y la carga

N

NX: vinorelbina, capecitabina.

P

PAAF: Puncidn y aspiracién por aguja fina

PAI: inhibidor 1 del activador del plasmindgeno

PALB2: Partner and localizer of BRCA2

PARP: Polimerasa ADP-Ribosa

PLS-DA: Analisis discriminante por minimos cuadrados parciales
PCA: andlisis de componentes principales

PI3K: fosfoinositol-3-quinasa




Ppm: partes por mill6n
PTEN: gen que codifica la enzima catalizadora la reaccién de hidrélisis del grupo fosfato del carbo-

no 3 del fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato.

Q

QN: quimioterapia neoadyuvante

Q-TOF: combinacion de espectémetro de cuadrupolo con espectémetro de tiempo de vuelo.

R

RB: gen del retinoblastoma

RE: receptores de estrégeno

RMN: espectroscopia de resonancia magnética nuclear
ROC: curva de rendimiento diagnéstico

RP: receptores de progesterona

RPc: respuesta patolégica completa

SG: supervivencia global

SLE: supervivencia libre de enfermedad

T
TAC: docetaxel, doxorrubicina, ciclofosfamida
TNM: Tumor, node, metastases

TOF: espectrometros de tiempo de vuelo

U
pPA: activador del plasmindgeno tipo uroquinasa

UPLC: cromatografia liquida de ultra-alta resolucién
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RESUMEN
Introducciéon

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente entre las mujeres y surge como resultado del avance
en el desarrollo de la carcinogénesis, un proceso vinculado a unos profundos cambios metabdlicos y
moleculares, mediante los cuales una célula normal se transformaré en maligna.

Por otro lado, el término metabolémica, hace referencia al estudio, identificacién y cuantificacion del
conjunto de metabolitos presentes en células, tejidos o fluidos bioldgicos productos de las reacciones
metabdlicas en los seres vivos, cuya cuantificacién proporciona un amplio conocimiento del estatus
bioquimico. Los perfiles metabolémicos permiten la identificacién de metabolitos en tejidos y en
biofluidos, cuyos niveles se ven alterados ante la existencia de una patologia neoplésica, proporcio-
nando un nexo de unién que nos facilite informacién acerca de la oncogénesis.

Por tanto, la dependencia del tumor de su huésped conforma el racional biolégico bajo el que se
sostiene nuestra investigacion metaboldmica, en este caso, centrada en el diagndstico del cancer de
mama, destacando, ademas la ventaja de haberse llevado a cabo sobre muestras de suero, lo que con-
lleva poder evitar complicaciones propias de las técnicas cldsicas invasivas para la obtencién de ma-
terial biolégico, como pueden ser las hemorragias, infecciones o, incluso, la diseminacién tumoral.
Los resultados obtenidos podran, posteriormente, aplicarse en el screening y diagndstico del cancer
de mama.

Hipdtesis

Los estudios mediante espectrometria de masas pueden permitir confirmar la existencia de un
perfil metabolémico fisiolégicopatolégico, propio del cancer, siendo éste directamente detectable a
través del andlisis del propio suero de las pacientes. Esto permitird obtener una herramienta
diagndstica no invasiva, que aportard un mejor conocimiento de esta enfermedad.

Objetivos

De tal forma, los objetivos de este estudio consisten en seleccionar y optimizar los métodos de anali-
sis metabolémicos mas avanzados para el examen de muestras procedentes de suero, y asi, integran-
do los datos obtenidos de muiltiples plataformas analiticas, podamos identificar una firma que nos
permita el diagnéstico de cancer de mama de forma no invasiva.

Material y Métodos

El disefio experimental de este estudio comprende el examen de muestras de plasma procedente
de mujeres sanas (n = 20) y pacientes con cancer de mama ya diagnosticadas (n = 91) utilizando un
andlisis metabdlomico por espectrometria de masas con técnicas de separacién de cromatografia
liquida.

Para la identificacion de metabolitos se utilizé la base de datos PCDL de Agilent (Agilent Technolo-
gies, Barcelona, Espaia). Finalmente, se realizé un anélisis multivariante y un algoritmo Random
Forest que nos permitié obtener una firma metabdlica, la cual permitird obtener un diagnéstico de
cancer de mama.

Resultados y Discusion

El estudio metabolémico realizado, ha permitido diferenciar, de una forma correcta y segura, a
las pacientes con cdncer de mama de los sujetos control sanos.

Mediante el algoritmo supervisado de prediccién Random Forest se consiguid clasificar con una
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precisiéon del 100%, tanto a las muestras de las pacientes con cancer de mama, como a aquéllas
pertenecientes a los controles sanos. Por lo tanto, el error resultante de clase y el método de me-
dida de prediccion “out-of-bag” para ambos grupos fue de 0.

Por otro lado, durante el estudio, se objetivaron distintos metabolitos en diferente concentra-
cién, al comparar el plasma de los controles sanos con el de las pacientes con cancer. De estos
metabolitos, un total de 1269, fue posible identificar 35 de ellos en base a su masa exacta, tiempo
de retencién y distribucién isotépica.

Una vez establecidos estos metabolitos, se pudo relacionar su presencia con la promocién del
crecimiento celular, ya que estos metabolitos son mediadores tanto en la transduccién de sefa-
les, como en la sintesis de biomoléculas esenciales.

Asi mismo, mediante los resultados obtenidos del algoritmo Random Forest, del tests de signi-
ficacién, asi como de la proporcién esperada de falsos positivas obtenidas mediante el “False
discovery rate’; se identificaron varios metabolitos estrechamente asociados al cancer de mama.

Conclusion general

Se han expuesto y optimizado métodos analiticos, reproducibles y eficientes basados en técnicas
de espectrometria de masas para el andlisis metabolémico de muestras bioldgicas obtenidas
mediante métodos poco invasivos. De esta forma, los resultados obtenidos, presentan unos bio-
marcadores que se posicionan como una nueva alternativa no invasiva para el diagnéstico del
céncer de mama.
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JUSTIFICACION

El cdncer de mama contintia siendo la neoplasia mas frecuente en el sexo femenino, ostentando, ade-
mads, la primera causa de muerte por cancer en la mujer. El diagndstico temprano ha demostrado un
aumento significativo en las tasas de supervivencia a largo plazo para dicha enfermedad (Stotter AT
y cols., 1989). Actualmente, la mamografia es el procedimiento de deteccién més aceptable y eficaz
en la localizaciéon del cancer de mama, y fue recomendado por el Grupo de Trabajo de Servicios Pre-
ventivos de Estados Unidos (USPSTF) para mujeres de més de 40 anos de edad (USPSTE 2002). Sin
embargo, debido a la alta tasa de falsos positivos de esta prueba, el USPSTF revisé su recomendacion,
aconsejando una disminucién en la frecuencia de su realizacion (Warner E., 2011). Otras técnicas
de anélisis de imagenes, tales como la ecografia y la resonancia magnética, también se han utilizado
para la deteccién del cancer en la mama. Desafortunadamente, ain con la inclusién de estos méto-
dos exploratorios, seguimos encontrando hasta un 20% de pacientes con cancer de mama, que no
son diagnosticadas de forma temprana (Astley SM. 2004).

Los biomarcadores en plasma o suero (tales como los antigenos y los patrones de proteinas) son pro-
metedores; sin embargo, todavia estdn lejos de un uso clinico diario. Algunos marcadores tumorales,
tales como CA15.3, CA27.29 se recomiendan sélo para el seguimiento terapéutico, pero no para el
screening (Chan DV y cols., 1997). Por tanto, la necesidad de nuevos biomarcadores mds precisos,
coste-eficientes y no invasivos, que se puedan utilizar de forma individual o en combinacién con
otros métodos existentes, sigue siendo un objetivo fundamental y urgente a alcanzar para un diag-
ndstico més rentable del cdncer de mama.

En este sentido, como un enfoque alternativo para el descubrimiento de biomarcadores, aparece la
metabolémica, la cual permite la identificacién de moléculas de pequeiio y bajo peso molecular en
tejidos y fluidos bioldgicos, productos de las reacciones metabdlicas en los seres vivos. La ausencia
o presencia de alguno de estos metabolitos, asi como la concentracion relativa entre ellos, puede ser
un indicador de estados de enfermedad (Lindon JCy cols., 2004).

Los avances en el campo de la metabolémica estan siendo utilizados actualmente en una gran varie-
dad de aplicaciones clinicas y farmacoldgicas dentro de la medicina, siendo su empleo dentro de la
oncologia una practica emergente, ya que los avances en espectrometria de masas (MS) y resonancia
magnética nuclear (RMN) han permitido el estudio, identificacién y cuantificacién de metabolitos a
una escala inimaginable, lo que ha permitido descubrir la importancia de este estatus bioquimico en
la regulacion del cancer (ZhangJ y cols., 2012).

Un numero creciente de estudios en metabolémica han contribuido a mejorar el conocimiento del
cancer de mama (Mishra P y cols., 2015). Muchos de los estudios se han centrado en identificar ni-
veles alterados de metabolitos en células o tejidos de cancer de mama, relacionando dichos cambios
con sus rutas metabolicas (Bathen TF y cols., 2007). Un estudio reciente, utilizando perfiles metaboli-
cos de numerosas lineas celulares cancerosas, encontraron una correlacién entre la proliferacion del
cancer de mama vy la via de la biosintesis de la glicina (Jain M y cols., 2012). Previamente, diferencias
entre lineas celulares epiteliales normales y células provenientes de metastasis de cdncer de mama
se objetivaron mediante diferencias en la regulacion de los acidos grasos y glicolisis, utilizando RMN
y MS (Yang y cols. 2007). De forma mads reciente, se demostrd la utilizacidn del lactato como sustrato
metabdlico actual en las células cancerosas (Kennedy KM y cols., 2013), y una disminucién de la fos-
forilacion oxidativa en la relacién con la progresion de la enfermedad (Shaw PGy cols., 2013).

En lo que se refiere a los estudios llevados a cabo en muestras de tejido tumoral, sabemos que éste
puede ser diferenciado del tejido normal circundante basandose en espectroscopia de RMN de alta
resolucion por giro de dngulo magico (HR-MAS) con una sensibilidad del 83% y una especificidad del
100%. Se encontraron algunos metabolitos sobrexpresados, como la colina y la glicina, en tumores
mayores de 2 cm. (Sitter y cols., 2006). En un estudio basado en la utilizacién de RMN, un modelo

29




estadistico multivariante basado en 67 metabolitos procedentes de la orina, consiguié identificar a
las pacientes con céncer con especificidad del 93% (Slupsky CM y cols., 2010). Factores prondsti-
cos del cancer de mama, como los receptores hormonales, pueden ser predichos en muestras de
tejidos mediante HR-MAS, pudiendo caracterizar a aquellas pacientes triple negativas (Cao MD y
cols., 2014). Al igual que la relacién entre el glutamato-glutamina se correlacion significativamente
con la condicién de expresion de receptores de estrégenos (Budzcies ] y cols., 2015). Ultimamente,
mediante la utilizaciéon de MS, se ha conseguido diferenciar dentro de las misma muestra de tumor,
distintas subpobalciones microscépicas del tumor, con las implicaciones prondsticas que esto puede
conllevar (Balluff B y cols., 2015).

En lo concerniente a la utilizacion de muestras de suero, pacientes con cdncer de mama avanzado
pueden ser diferenciados de pacientes en estadios tempranos mediante la utilizacién de RMN, hasta
con una sensibilidad del 72% (Oakman y cols., 2011). También se demostré una diferencia en el perfil
lipidico en aquellas pacientes con enfermedad avanzada (Cui M y cols., 2015). Para la identificacién
de la recurrencia en cdncer de mama, se publicé u modelo basado en 11 biomarcadores hallados
mediante la utilizacién de GC-MS y RMN con una sensibilidad del 86% y una especificidad del 84%
(Asiago VM y cols., 2010). En pacientes ya intervenidas, Tenori obtuvo un perfil metabdlico con el
que podia identificar pacientes con receptores hormonales negativos y mds riesgo de recaida (Tenori
Ly cols., 2015). En 2012 se publicé un estudio con 28 pacientes, en el cual mediante la utilizacién de
la RMN y la LC-MS, construyeron un modelo que identificé al 80% de los pacientes cuyos tumores
no respondieron a la quimioterapia neoadyuvante. Wei en 2013 publicé una firma metabolémica, en
la cual mediante la utilizacion de cuatro metabolitos, intentaba predecir la respuesta al tratamien-
to neoadyuvante (Wei S y cols., 2013). En ese mismo afo, y con un nimero pequeio de sujetos, se
publicaron diferencias en el perfil lipidico de pacientes enfermas, con una sensibilidad del 98,1% y
una especificidad del 96% (Qiu Y y cols., 2013). Més recientemente, se ha publicado un trabajo en el
cual, mediante la combinacién de espectroscopia de masa asociada a una cromatografia de gases, se
intenta discriminar un perfil de ocho metabolitos que permita diferenciar distintos subtipo molecu-
lares de cancer de mama mediante la expresiéon de HER2 y receptores hormonales, con un drea bajo
la curva de 0,83 (95% CI 0.847-0.939) (Fan Y y cols., 2016).

Por lo tanto, basandonos en los trabajos expuestos anteriormente, el andlisis metabolédmico realiza-
do en muestras de suero, se plantea como una aproximacién novedosa en el estudio del cancer de
mama, ya que el propio espectro obtenido, en si mismo, representard la huella dactilar de la enferme-
dad. De tal forma, el conjunto de datos obtenidos, servird para identificar potenciales biomarcadores
y esto permitira establecer un modelo diagnéstico.

En este sentido, la temética del proyecto requirié durante afnos de un aprendizaje y formacién espe-
cial del doctorando en aspectos bioquimicos que nada tienen que ver con su quehacer profesional
diario. Para ello se aprovechd la relacidn directa o indirecta con grupos de investigacién de referencia
en estos campos asi como la visita a centros de investigacion pioneros en el campo de la metabold-
mica, donde el doctorando recibi6 la formacién especifica del andlisis metabonémico por MSy se
realizaron los experimentos correspondientes.

De tal forma, el trabajo de Tesis Doctoral que se presenta, se concibié como una aproximacién me-
tabolémica al estudio del cancer de mama, con el fin de superar la dicotomia que predomina en la
panoramica actual entre lo alcanzado en un laboratorio y lo conseguido en el paciente, o dicho de
otra forma, reduciendo las distancias que existen entre lo logrado por la investigacion bésica y su
aplicacién clinica.
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INTRODUCCION
1. Aspectos generales del cancer de mama
1.1. Epidemiologia descriptiva del caincer de mama

El cdncer de mama femenino constituye un importante problema de salud ptblica. En Espana, es
el tumor maligno mas prevalente entre las mujeres con una prevalencia estimada a los 5 afos de
104210 casos. Esto supone, por ello, alrededor del 29% de todos los tumores incidentes en este
grupo de po-blacidn, si exceptuamos el cancer de piel no melanoma. De esta manera, el cdncer de
mama consigue posicionarse en uno de los tumores mds frecuentemente diagnosticados en la
poblacién espaiiola general, con 25.215 casos nuevos en el afio 2012 (GLOBOCAN, 2012).

Si a partir de estos datos realizamos una estimacion de su incidencia ajustada, vemos como ésta
se situaria en 93,6 casos/ 100.000 habitantes para los tres afios posteriores. Es decir, la posibilidad
actual de que una mujer espainola desarrolle un cdncer de mama antes de cumplir 75 afios se
aproxima a un 5% (en Europa un 8%) (Olier-Garate y cols., 2009). Esto se traduce en la posibilidad
que de cada veinte mujeres, habra una de ellas que padecerd un cdncer de mama antes de esa edad.

Por otro lado, si analizamos su mortalidad, el cAncer de mama es la primera causa de muerte por
can-cer en la mujer, lo que representa el 15,5% del total de muertes por cdncer femenino, y la tercera
en la poblacién global, por detrds de las neoplasias de intestino grueso y pulmén. En 2012 murieron
6.075 mujeres espanolas a consecuencia del cancer de mama (GLOBOCAN, 2012), cifra que
ascendi6 hasta 6.477 en 2013 (http://www.ine.es/prensa/np0215.htm.), lo que supone un repunte
del 3%. Sin em-bargo, hay una variacién de su incidencia en relacién a la edad; de tal forma que
ésta ha disminuido en las mujeres mayores de 45 anos y ha aumentado en las mujeres de menor
edad (Pollan M, 2010).

Con lo cual, a modo de resumen, podemos decir que, seglin las dltimas estadisticas disponibles,
en 2012 se diag nosticaron 25.215 pacientes con cdncer de mama, con una
mortalidad de 6.075 pacientes, por lo que su prevalencia en los ultimos 5 anos es de
104.210 casos.

1.2 Factores de riesgo

El cancer de mama es una enfermedad de etiologia multifactorial. Dicha complejidad dificulta
con-siderablemente el diseno de estrategias eficaces de prevencion de esta enfermedad,
particularmente porque, en la actualidad, los especialistas son incapaces de establecer un riesgo
individual objetivo para cada paciente, ya que es desconocida la interaccién entre los distintos
factores de riesgo. A conti-nuacidén exponemos los principales factores de riesgo asociados al

desargollq de yp cangerds gramp (tabla 1). « Dieta

cancer de mama

® Patron mamografico
e Historia Familiar
e Radiacion
e Historia Ginecoldgica
e Actividad fisica

Tablal. Principales factores de riesgo asociados al desarrollo del cdncer de mama.
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1.2.1 Antecedentes personales de cancer de mama.

La enfermedad mamaria benigna aumenta la probabilidad de desarrollar cincer de mama. El riesgo
es mayor para las lesiones proliferativas y aumentan atin mas si cursan con atipias (Colditz GA y cols.,
2006). Lo mismo ocurre si se ha padecido un tumor in situ o un carcinoma invasor previo (Li CLy
cols., 2006). También se ha descrito el incremento del riesgo de recaida con existencia de necrosis
tumoral (Rodrigues Ny cols., 2002). Asi mismo, la recaida local puede relacionarse con el grado his-
tolégico, el tamano tumoral y la afectacién de los margenes, lo que se conoce como “Indice de Van
Nuys” (Silverstein MJ y cols., 1996). Actualmente, se afiade la edad a estos parametros denominando-
se “Indice de Van Nuys modificado” (Di Saverio Sy cols., 2008).

1.2.2 Historia Familiar

El cdncer de mama tiene un claro componente genético. Tener un familiar de primer grado con cén-
cer de mama duplica el riesgo. La proporcion de canceres de mama, en cuyo desarrollo son decisivos
los factores hereditarios, se estima en torno a un 5-10%, (Gayther SA y cols., 1998).

El estudio de familias con multiples casos de cdncer de mama y ovario mediante el anélisis de liga-
miento permitio la localizacion e identificacién de dos genes de susceptibilidad de alta penetrancia.
El primer gen caracterizado es conocido como Breast Cancer 1(BRCAL1) y se localiza en el brazo largo
del cromosoma 17 (17q21) (Miki Y y cols., 1994). El gen Breast Cancer 2 (BRCA2), localizado en el
cromosoma 13 (13q12), fue identificado en familias con cancer de mama masculino y sin ligamiento
a 17q (Wooster Ry cols., 1994). El riesgo de desarrollar un cdncer de mama a lo largo de la vida en
portadoras de mutacién en BRCALI es superior al 60% y mayor del 50% en portadoras de la mutacién
en BRCA2 (Antoniou AC y cols., 2006).

Otros genes de alta penetrancia que incrementan el riesgo de cancer de mama son p53, PTEN, ATM
(Colditz GAy cols., 2006).

1.2.3 Historia ginecolodgica

El cdncer de mama aumenta exponencialmente con la edad, como ocurre con todos los carcinomas.
Sin embargo, la pendiente de incremento se ralentiza tras la menopausia, debido a la caida de estrd-
genos circulantes. Los factores reproductivos modulan la exposiciéon hormonal a lo largo de la vida.
La menarquia temprana, la menopausia tardia y la nuliparidad o la edad tardia al primer embarazo
son los principales factores reproductivos. El embarazo tiene un doble efecto a corto y largo plazo, ya
que se asocia a un incremento del riesgo inicial, ligado al aumento de las hormonas circulantes, pero
constituye un factor de proteccién a largo plazo, debido a la maduracién del tejido mamario, que se
traduce en una tasa menor de proliferacion (Domitrescu RG y cols., 2004; Colditz GA y cols., 2006).
La lactancia materna prolongada constituye otro factor de proteccidn, al igual que la ooforectomia
temprana (Colditz GA y cols., 2006).

Con respecto al uso de anticonceptivos orales, parece incrementarse el riesgo durante la ingesta de
los mismos, sobre todo si su uso dura 10 afios o mds, aunque no influye de la misma forma en todos
los grupos poblacionales (Hou N y cols., 2013). Este incremento parece mayor en los tumores con
receptores hormonales negativos (Rosemberg y cols., 2010), en especial en las mujeres entre 25 y 64
afos con neoplasias triple negativas que habfan iniciado la toma de los mismos antes de los 18 afios
(Ma Hy cols., 2010). Se ha demostrado en estudios observacionales que la terapia hormonal sustitu-
tiva con estrogenos eleva el riesgo de cancer de mama. Este efecto parece desaparecer al abandonar
su uso y el riesgo es mayor en usuarias de estrégenos combinados con progesterona (Ravdin PM y
cols. 2007).
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1.2.4 Dieta

Como ya se ha mencionado, el cancer es causado por la interaccion entre factores genéticos y am-
bientales. Entre los dltimos, la dieta ha atraido una considerable atencion, dado que es un factor
modificable, y por lo tanto ofrece la posibilidad de disefiar estrategias preventivas.

La dieta supone la exposicién a una gran variedad de compuestos cancerigenos y anticancerigenos.
Existen datos que sugieren que un alto consumo de grasa puede incrementar el riesgo, aunque los
estudios epidemioldgicos no son concluyentes (Turner LB., 2011). Resultados en animales de expe-
rimentacion sefnalan que el exceso de riesgo estaria ligado al consumo de grasas poliinsaturadas,
mientras que los dcidos omega-3 y el aceite de oliva disminuyen la ocurrencia de tumores mamarios
(Thiebaut AC y cols., 2007).

El consumo de alcohol aumenta la frecuencia de cancer de mama (Suzuki R y cols., 2010). En un me-
tandlisis de 38 estudios epidemioldgicos se estimo el riesgo de cancer de mama en relacion propor-
cional a la ingesta etilica con respecto a las mujeres abstemias (Longnecker MP. 1994).

La soja y otros alimentos que contienen fitoestrégenos son compuestos con débil actividad estrogé-
nica que podrian interferir igualmente con la accién y el metabolismo de los estrégenos endégenos.
Por el momento, los estudios experimentales y epidemioldgicos existentes arrojan resultados contra-
dictorios que no permiten extraer conclusiones (Hilakivi-Clarke Ly cols., 2010; DongJY'y cols., 2011).

Se ha propuesto que el consumo de frutas, verduras y alto consumo de fibra podria jugar un papel
protector, ya que la fibra inhibe la reabsorcién de estrégenos en el tracto digestivo. Algunos estudios
de casos y controles corroboran dicho efecto, aunque los estudios prospectivos no han demostrado
su papel protector (Colditz GA. y cols 2006).

1.2.5 Patrén mamografico

A diferencia de la mayoria de factores de riesgo en la neoplasia de mama, la densidad mamaria es va-
riable segtin la influencia de otros factores y ademas, este cambio puede ser monitorizado mediante
la mamografia o la resonancia. En cuanto a dicho factor de riesgo existe un componente hereditario
de elevada importancia como demuestran los resultados de los estudios llevados a cabo con gemelos
monocigéticos y dicigéticos, que estiman que la heredabilidad es responsable del 63% de las varia-
ciones en la densidad mamaria entre individuos. También pueden modificar la densidad mamaria
factores externos como la terapia hormonal sustitutiva combinada, que aumenta la densidad ma-
maria y también el riesgo de cdncer de mama, o la obesidad que se correlaciona inversamente con
la densidad mamogréfica y con el riesgo de cancer de mama. Estos datos se restringen a las mujeres
premenopausicas ya que, una vez maés, la edad sobredimensiona el efecto de estos dos factores (Yaffe
My cols., 2005).

A pesar de todo, hoy en dia, se considera que las mujeres, con un patréon denso en la mamografia,
tienen un riesgo de 4 a 6 veces mayor que aquellas con mamas de predominio graso (Pettersson A'y
cols., 2011)

1.2.6 Radiacidn.

La exposicion a radiaciones ionizantes, principalmente en los primeros anos de vida y en la adoles-
cencia, cuando la glandula mamaria esta desarrollandose, es un importante factor de riesgo (Colditz
GA. y cols 2006). De tal forma, las pacientes que han recibido durante la infancia un tratamiento con
radioterapia en la region toracica, especialmente para el linfoma de Hodgkin, tienen un riesgo relati-
vo de 7 a 17 veces mayor (Moskowitz CS y cols., 2014).
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La proporcion de presentaciéon es mayor a menor edad en el momento de la exposicion, existiendo
una latencia para el desarrollo del cancer de mama, y una relacion con la dosis de radiacidn recibida
(Ng AK y cols., 2009). Sin embargo, la asociacién de irradiacion a dosis reducidas (como la recibida
en las pruebas de imagen diagndsticas) con la aparicién de un cancer de mama es mucho maés con-
trovertida (Nelson HD y cols., 2009).

1.2.7 Actividad fisica

El ejercicio fisico es un factor protector (Colditz GA. y cols., 2006). Durante la adolescencia, la activi-
dad fisica contribuye a reducir el riesgo retrasando la menarquia y retrasando el nivel de hormonas
biodisponibles (Domitrescu RG y cols., 2004). En mujeres adultas, la actividad fisica actuaria dismi-
nuyendo el nimero de ciclos ovulatorios, los niveles de estrégenos y previniendo la obesidad (Fried-
enreich CM y cols., 2010).

1.3 Factores prondsticos y predictivos

Entendemos como factor prondstico aquél que determina o se correlaciona con la historia natural de
la enfermedad, sin intervencién del tratamiento adyuvante sistémico, siendo, por tanto, reflejo de la
agresividad del propio céncer. Su valor relativo es mejor determinado en los pacientes no tratados.

En cambio, factor predictivo es cualquier valor asociado al grado de respuesta de un tratamiento
especifico. Su utilidad clinica suele mayor que la de los factores prondstico, dada su importancia a la
hora de decidir un tratamiento. Algunos factores comparten el caracter pronéstico y predictivo, como
es el caso de la expresion de HER2, que confiere peor prondstico clinicos en los pacientes tratados de
modo convencional, aunque su amplificacion es predictiva de respuesta a trastuzumab, con lo cual
los casos que reciben este tratamiento mejoran su pronéstico (Rojo Ay cols., 2008) (tabla 2).

FACTORES PRONOSTICOS

FACTORES PRONOSTICOS FACTORES PREDICITIVOS

MOLECULARES
Estado ganglionar Estado hormonal Subtipo Luminal (A, B)
Tamafio HER2 Subtipo HER2
Tipo histoldgico UPA/PAI Subtipo triple negativo
Grado histoldgico Susceptibilidad genética y/o Basal Like
Invasion vascular y Otros perfiles de
linfatica expresion génica
Metdstasis en médula
Osea
Células tumorales
circulantes
Edad
Embarazo
Proliferacion
p53

Tabla 2. Factores prondsticos y predictivos.
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1.3.1 Factores prondsticos

1.3.1.1 Estado ganglionar

La presencia o ausencia de metdstasis ganglionar axilar es el factor prondstico independiente mas
importante en el cancer de mama operado. Esta importancia ha sido confirmada por el metanalisis
del EBCTCG (Early Breast Cancer Trialist’s Collaborative Group). La supervivencia libre de recafda a
los 10 afos y la supervivencia global fue peor en pacientes con afectacion axilar frente a los que no la
tenfan: 29.5 % versus 54.5 % y 39.8 % versus 63.2 %, respectivamente (Lonning PE y cols., 2007).

La evaluacion rutinaria de la linfadenenctomia precisa de la diseccién y examen patoldgico de al me-
nos seis ganglios del nivel IT de la axila (Blancas I y cols., 2006). Conocida la morbilidad asociada a la
linfadenectomia axilar, debemos recordar el papel de la técnica del ganglio centinela como alternati-
va a las linfadenectomias completas. Actualmente la biopsia selectiva de ganglio centinela (BSGC) es
un procedimiento aceptado para la adecuada estadificacién axilar del cdncer de mama que permite
seleccionar un subgrupo de pacientes susceptible de cirugia conservadora en la axila (Pinero A y
cols., 2007). Asimismo, la identificacién de metéstasis ganglionares por esta técnica ya se recoge en
el actual sistema de estadificacion TNM (Edge SB y cols., 2010; Veronesi U y cols., 2009) y diversos
estudios prospectivos (Veronesi U y cols., 2010; Giuliano AE y cols., 2010) y meta-analisis (Pepels MJ
y cols., 2011) han confirmado su seguridad.

1.3.1.2 Tamaiio

Después del estado ganglionar, el didmetro del tumor primario puede considerarse el factor pronds-
tico mdas importante, con muy buena correlacidn con la incidencia de metastasis ganglionares y tasa
de supervivencia (Seidman JD y cols., 1995). Las pacientes cuyo tumor mide 2 cm. o menos tienen un
prondstico y una supervivencia significativamente mayor comparada con las pacientes con tumores
mas grandes (Chia SK y cols., 2004). Sin embargo, este patrén no se cumple en todos los subtipos
de cancer de mama y hay neoplasias de pequefio tamano con afectacion axilar extensa cuya tasa de
mortalidad es mayor que la de tumores de tamaio superior, lo que se relaciona con una enfermedad
con un comportamiento biolégico més agresivo (Wo NY y cols., 2011).

No obstante, la correcta medicién del tumor es esencial y debe ser muy precisa, puesto que va a
modificar el estadio tumoral. Las asociaciones de pat6logos europeos y americanos recomiendan
la medicién microscépica total y del componente infiltrante para el estadio. La medicién exacta del
tamano tumoral debe de ser considerada obligatoria en los informes de anatomo-patolégicos (Beh-
jatnia By cols., 2010).

1.3.1.3 Tipo histolégico

La mayoria de las neoplasias mamarias se originan en el epitelio de los conductos galact6foros, por
ello se denominan carcinomas ductales. El resto se desarrollan en las estructuras acinares de los lo-
bulillos mamarios, recibiendo la denominacién de carcinomas lobulillares. Alrededor del 80% de los
tumores invasivos de mama pertenecen a la variedad ductal, suponiendo el carcinoma lobulillar en-
tre el 5-15% segun las series. La tasa de recaida y el pronéstico de ambos se considera similar (Rakha
EAy cols., 2009), pero el grado de diferenciacion parece no ser importante en este dltimo (Sinha PS
y cols., 2000).

Existen otros subgrupos reconocidos con prondéstico particular. Los carcinomas pobremente diferen-
ciados, en anillo de sello, carcinoma inflamatorio (Tai P y cols., 2005), asi como los carcinosarcomas,

son considerados como neoplasias agresivas y de baja frecuencia de presentacion (Li Cly cols., 2005).
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Dentro de los de mejor prondstico estdn el carcinoma tubular, cribiforme invasivo, mucinoso, ade-
noide quistico y papilar duro. Algunos de estos tipos como los mucinosos, lobulares o tubulares pre-
sentan mayormente expresion de receptores estrogénicos, mientras que otros como los medulares y
el comedocarcinoma, rara vez. Algunas publicaciones han intentado relacionar determinadas his-
tologias con subtipos moleculares, como por ejemplo el carcinoma lobular y el subtipo molecular
Luminal A (Jung SY y cols., 2010) y el carcinoma medular con el subtipo Triple negativo (Marginean
Fy cols., 2010) y la mutacién del gen BRCA-1 (Mangia A y cols., 2011).

1.3.1.4 Grado histoldgico

La determinacion del grado histolégico es una herramienta que ha demostrado una buena correla-
cién con el pronostico clinico (Henson DE y cols., 1991). El sistema de gradacién més utilizado es el
de Scarff-Bloom-Richardson, que combina criterios arquitecturales (formacién de tdmulos) con cito-
l6gicos (pleomorfismo nuclear y contaje mit6tico). A cada uno de los tres factores anteriormente se-
nialados se les asignaba una puntuacién de 1 a 3, correspondiendo a su presencia en leve, moderado o
marcado grado. Por tanto, podia ser alcanzada una calificacién total de 3 a 9 para un determinado tu-
mor. Una calificaciéon de 3 a 5 etiquetaba a los carcinomas como un tumor de grado I (bien diferencia-
do), 6 6 7 como grado II (moderadamente diferenciado), y 8 6 9 como grado III (poco diferenciado).

A pesar de haber sido disefiado, en principio, para el carcinoma ductal infiltrante, este sistema esta
recomendado emplearlo en cualquier subtipo histolégico de carcinoma de mama infiltrante, excep-
tuando el carcinoma medular (Rosai ] 2004).

1.3.1.5 Invasidén vascular y linfatica

En los pacientes sin afectacién ganglionar linfética, la invasidn vascular linfética es un predictor de
mal pronéstico, de recurrencia precoz y metdastasis a distancia (Lee AH y cols., 2006). En aquellos
con afectacion adenopdtica, la invasién vascular linfética es un marcador de alto riesgo de muerte
indicando mayor probabilidad de fracaso terapéutico (Lauria Ry cols., 1995). La invasién vascular
linfatica por células tumorales, de forma histoldgica, es objetivable en, aproximadamente, el 15% de
los carcinomas ductales infiltrantes de mama y en casi el 10% de los tumores sin afectacién ganglio-
nar. Indica un prondstico desfavorable en términos de recaida local y reduccién de la supervivencia
global, por eso se recomienda su evaluacion en el estudio andtomo-patoldgico de la pieza tumoral
(Hoda SAy cols., 2006).

Se ha intentado comparar la invasién vascular venosa e invasion vascular linfatica y determinar cuél
de las dos representa un indicador de mal prondstico. Para ello se han utilizado técnicas inmunohis-
toquimicas para comprobar la expresién de CD34 y CD31 para invasion vascular venosa y de podo-
planina/D2-40 (marcadores de vasos linfaticos) para la invasién vascular linfatica. Se ha confirmado
la asociacion, estadisticamente significativa en el andlisis multivariante, de invasién vascular linfatica
con metéstasis ganglionares axilares, mayor tamafo tumoral, desarrollo de metéstasis a distancia,
recurrencia loco-regional y peor supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global (Moham-
med RA y cols., 2007; Mohammed RA y cols., 2011).

En pacientes con cdncer de mama triple negativo no se vieron cambios en invasién vascular linfatica
y/o invasion vascular venosa con respecto a otros subtipos tumorales. Sin embargo, se observo una
mayor frecuencia de metdéstasis viscerales en este subgrupo, lo que ratifica un diferente comporta-
miento biolégico Kuroda H y cols., 2010).
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1.3.1.6 Metastasis en médula dsea

Basdndose en diferentes estudios hay autores que la definen como un predictor independiente de
mal prondstico (Wiedswang G y cols., 2003). Sin embargo todos reconocen la heterogeneidad en el
diagndstico y la necesidad de estudios prospectivos para evaluar si la erradicacién de las microme-
tastasis en esta localizacién se correlaciona con una mayor supervivencia libre de recaida y supervi-
vencia global (Fehm T y cols., 2008).

Dado que su uso no estd estandarizado, no se recomienda adn su valoracidn rutinaria protocolizada
(Goldhirsch A y cols., 2007).

1.3.1.7 Células tumorales circulantes

La determinacién de células tumorales circulantes (definido como 5 6 mas células en 75 ml de sangre
periférica) se ha visto til en el grupo de pacientes con cancer de mama metastatico, dado que su
valor predictor de supervivencia global (SG) y supervivencia libre de enfermedad (SLE) es mayor que
el de las pruebas de imagen convencionales (Cristofanelli M y cols., 2006). Seria, por tanto, de gran
utilidad para la estratificacion del riesgo y la monitorizacién temprana de la respuesta al tratamiento
(Andreopoulou E y cols., 2010).

En cambio en pacientes con cdncer de mama precoz su significado es desconocido. En un estudio del
MD Anderson Cancer Center, de casi 100 pacientes con tumores T1y T2, se objetivaron células tumo-
rales circulantes en el 31%, pero no hubo correlacion ni con el tamafio tumoral, ni con la afectacién
ganglionar, ni con el grado histolégico, ni con la expresidn de receptores hormonales y tampoco con
la expresion de HER2 (Krishnamurthy S y cols., 2010).

1.3.1.8 Edad

El significado prondstico de la edad y del estado menopéusico ha sido tan estudiado como controver-
tido. Casi todos los estudios sugieren que las mujeres jévenes con cancer de mama, particularmente
aquéllas menores de 35 afos, presentan una mayor asociacion con otros factores prondsticos nega-
tivos, condicionando por ello unos resultados peores (Dubsky PC y cols., 2002). Incluso en mujeres
entre 39 y 41 afios sometidas a screening mamogréfico no se observé disminucién de mortalidad
por cancer a los 10 anos con respecto a las que no participaban en él (Moss SM y cols., 2006). Se ha
evidenciado en pacientes jévenes con tumores sin expresion de receptores hormonales ni de HER2
(aunque el tamafio tumoral sea subcentimétrico) un mayor riesgo de recurrencia, demostrandose
estadisticamente la independencia de la edad como factor prondstico (Kwon JH Y Cols., 2010).

1.3.1.9 Embarazo

En general, el cincer de mama que debuta durante el embarazo es considerado mas agresivo, pues
posee menor expresion de receptores hormonales y mayor de HER2. Hay que tener en cuenta que
su valor estd influido, ademas, por otros factores, como que afecta al grupo de mujeres jévenes (peor
prondstico) y que suele realizarse un diagndstico més tardio por quedar oculto en los cambios gesta-
cionales/puerperales (Rojo Ay cols., 2008).

1.3.1.10 Proliferacion

La capacidad de la célula para dividirse es la que determina su potencial de crecimiento y disemina-
cion del tumor. Existen numerosos marcadores de proliferacion, y destacamos:
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Indice mitético: consiste en calcular el promedio de figuras mitéticas aparecidas por campo de gran
aumento. Su valor prondstico ha sido determinante para ser incluido dentro de los sistemas de gra-
dacidn histolégica.

Indice de captacién de timidina: se calcula mediante el contaje de ntimeros de ntcleos que captan
timidina tritiada tras un periodo de incubacién con la misma. Se estima, asi, el niimero de células que
sintetizan ADN y las células que se encuentran en fase Sy G2M.

Fraccion de células en fase S: mediante la citometria de flujo es posible evaluar la proporcién de cé-
lulas de un tumor que se encuentran en fase de sintesis de ADN, y, por lo tanto, mayor contenido de
ADN.

Ki-67: E1 Ki-67 es un anticuerpo especifico dirigido frente a un antigeno nuclear expresado en células
en fase proliferativa G1, S, M y G2 del ciclo celular. La sobreexpresion de este antigeno nuclear se
asocia con un prondéstico menos favorable, sobre todo, para el cidncer de mama precoz (Yerushalmi
Ry cols., 2010). En la actualidad las investigaciones sobre su posible papel como indicador pronds-
tico aumentan. Desde que Perou identificé por primera vez diversos subtipos de cancer de mama
con diferentes patrones de expresion génica basados en agrupaciones de genes (Perou CM y cols.,
2000) y que la expresion de las agrupaciones de genes de alta proliferacion se correlacionaban con
las variables inmunohistoquimicas de proliferacién del tumor, como Ki-67, y con el prondstico, se
establecieron subtipos tumorales diferentes dentro del grupo con expresion de receptores hormo-
nales. El subtipo Luminal A expresa con mayor intensidad los genes de la agrupacién de receptores
hormonales y presenta baja expresiéon de genes asociados a proliferacién como Ki-67 (Hu Z y cols.,
2006) y, como consecuencia, mejor prondstico que el subtipo Luminal B. En una publicacién de Soti-
riou, utilizando variables clinico-patoldgicas del tumor, inmunohistoquimica y perfiles de expresion
génica, se establece ya la diferenciacién entre subtipos Luminal A y Luminal B segtn el nivel de Ki-
67 (Sotiriou C y cols., 2009). Esta observacion se confirmé en otra publicacién en la cual se median
receptores de estrégeno (RE), receptores de progesterona (RP), expresiéon de Her2-neu y Ki-67 por
inmunohistoquimica (comunmente realizado en nuestra préctica clinica diaria en las muestras ana-
tomo-patoldgicas), distinguiendo subtipos Luminal A y Luminal B y relacionando a este dltimo con
peor supervivencia libre de recaida y peor supervivencia especifica por cancer de mama, a pesar de
recibir tratamiento complementario. En particular, en las mujeres que sélo habian recibido tamoxife-
no, existia una diferencia de alrededor del 20% en la supervivencia especifica por cancer de mama a
los 10 afios entre subtipos luminales (Cheang MC y cols., 2009).

1.3.1.11 p53 y otros genes mutados

El gen p53 se localiza en el cromosoma 17p13 y codifica la sintesis de una proteina implicada en el
control del ciclo celular, la apoptosis y el mantenimiento de la estabilidad génica. La mutacién de este
gen, se considera un factor de mal pronéstico por determinar pérdida de la funcién supresora, y es la
alteracion génica més comun y descrita en mayor numero de tumores.

En un articulo sobre pacientes sin afectacion ganglionar en lo referente a la expresion de p53 muta-
da como indicador prondstico, estratificando por subtipos tumorales y teniendo en cuenta los sub-
grupos pronosticos de riesgo establecidos en el Consenso de Saint Gallen, se confirmé su potencia
independiente, junto a la negatividad de la expresion de receptor de progesterona, en el andlisis mul-
tivariante. En el subandlisis por subtipos tumorales intrinsecos (Luminal A, Luminal B, HER2 y Triple
negativo) y grupos de riesgo del Consenso de Saint Gallen, hubo diferencias significativas en supervi-
vencia libre de enfermedad a los cinco afnos segun el nivel de p53 (Jung SY y cols., 2011).

Otras mutaciones menos comunes identificadas en relacién con el cancer de mama, ocurren en los
genes serina/treonina proteina kinasa (CHEK2), ataxia telangiectasia (ATM), cadherina 1 (CDH1),

fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) o Partner and localizer of BRCA2 (PALB2). En
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concreto, las mujeres con sindrome de Cowden, que se debe a una mutacion en el gen PTEN, tienen
un 50% de probabilidades de padecer cancer de mama a lo largo de la vida, asf como de desarrollar
neoplasias malignas en otras localizaciones como el tiroides o endometrio (Hobert JA y cols., 2009).

1.3.2 Factores prondsticos moleculares: perfiles genémicos

A pesar de todos los criterios que hemos expuesto anteriormente, quedan atin dilemas importantes
por aclarar. Uno de los mas importantes afecta al grupo de pacientes ya intervenidas con ganglios
libres, colectivo que serd sometido en un alto porcentaje de casos a tratamiento sistémico sin nece-
sidad real de él. En este grupo no se puede calcular con certeza el riesgo real de recidiva, siendo, por
tanto, necesario desarrollar nuevos factores de supervivencia y recaida que eviten el sobretratamien-
toy efectos téxicos innecesarios.

En este contexto es donde los perfiles génicos tendrdn su principal relevancia. El problema de los
pacientes que con caracteristicas clinicopatoldgicas similares tienen evoluciones completamente
distintas, sugiere que deben existir caracteristicas moleculares subyacentes que determinan su com-
portamiento.

Los primeros estudios sobre el heterogéneo perfil genético, molecular y clinico del cancer de mama
se lo debemos a dos patdlogos: Charles Perou (Universidad de Stanford-California) y Therese Sorlie
(Hospital Montebello-Oslo) (Perou CM y cols., 2000; Sorlie T y cols., 2001). Utilizando técnicas de
microarrays de DNA descubrieron distintos patrones de expresion génica que asimilaron a diferentes
subtipos tumorales con diferente prondstico. Variaciones en el crecimiento celular, en la actividad
especifica de vias de sefalizacién intracelular y en la composicion celular de los tumores se refleja-
ban en correspondientes variaciones en la expresion de diferentes grupos de genes. Se desarrollé,
entonces, una clasificacién genética que permitia clasificar a los tumores segtin su comportamiento
biolégico y pronéstico en: Luminal A (LA), Luminal B (LB), HER2 y Triple negativo (TN). Este dltimo
se puede subdividir en Basal y Normal (o no “Basal-Like”) segtin la expresién de EGFR y/o citoque-
ratinas 5y 6 (CK 5/6). La clasificacién inmunohistoquimica se ha ido perfilando progresivamente por
lo que diversos estudios, realizados a lo largo de los afios, han utilizado definiciones variables en el
subgrupo Luminal B y no han diferenciado a los tumores Triple Negativo de los “Basal-Like”.

1.3.2.1 Subtipo Luminal (A, B)

Este subtipo tiene un patrén de expresion génica similar al epitelio luminal de la mama. Se caracteri-
za por la expresion de receptores de estrogeno y de progesteronay de genes asociados a la activacion
de receptores de estrégeno como LIV1, TFF1/ pS2y ciclina D1, ademads de citoqueratinas luminales
(CK 8/18).

Diferenciamos dos subtipos: Luminal A (LA) y B (LB). Los LA generalmente tienen alta expresion
de receptor de estrégeno y de genes que regulan su expresién, muy baja o ausencia de expresién
de c-erbB2 y, baja expresion de genes de proliferacién, incluyendo Ki-67. Representan el 40% de los
canceres de mama (Millikan RCy cols., 2008). Segtin Jung los carcinomas lobulillares invasivos serian
el prototipo de este subtipo molecular (Jung SY y cols., 2010). Por el contrario los tumores Luminales
B tienden a ser de alta proliferacion (alta expresion de Ki-67), suelen tener p53 mutada y, en general
baja expresion de receptor de estrégeno y de genes relacionados con su expresion (Sotiriou C y cols.,
2009). Representan en torno al 10% de los canceres de mama luminales (Millikan RC y cols., 2008).
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1.3.2.2 Subtipo Her 2

Supone entre un 6 y un 20% del global (Blows FM y cols., 2010; Del Casar JM y cols., 2008). Sin em-
bargo, no todos los tumores con expresion de este gen o de la proteina Her2-neu detectada por in-
munohistoquimica pertenecen a este subtipo, ya que los tumores Luminales B también lo expresan.

Este subtipo se caracteriza, ademads, por expresar otros genes proximos a c-erbB2 en el genoma, como
GRB7, ademds de altos niveles de expresion de activadores de la transcripcién como GATA4 (Bertucci
Fy cols., 2004). Por otro lado, muestran baja expresién de genes luminales y, por tanto de CK8y 18y
de genes reguladores de la expresion de receptores de estrégeno y de genes “basal-like” (Perou CM y
cols., 2000).

El 75% de los tumores presentan un alto grado de diferenciacién y més del 40% mutaciones de p53.
Desde su denominacién todos los estudios han confirmado repetidamente su mal prondstico y su
agresividad bioldgica (Carey LA y cols., 2006). Sin embargo, gracias al demostrado beneficio de las
terapias anti-HER2 su pronéstico ha mejorado (Salmén DJ y cols., 2001; Piccart-Gebhart MJ y cols.,
2005; Geyer CE y cols., 2006). Muestran, ademads, alta sensibilidad a quimioterapia neoadyuvante
basada en antraciclinas y taxanos, encontrando mayores tasas de respuesta patolégica completa que
los subtipos luminales (Bhargava R y cols., 2010); sin embargo, si hay una disminucién de la supervi-
vencia libre de recaida y de supervivencia global con respecto a los tumores luminales (Voduc KD y
cols., 2010).

Por otra parte, se ha observado también mayor riesgo de diseminacién en SNC con respecto a los
subtipos luminales y Triple Negativo (Bertos NR y cols., 2011) y mayor proporcién de recaidas visce-
rales y loco-regionales que los luminales (Voduc KD y cols., 2010).

1.3.2.3 Subtipo triple negativo y/o basal like

Definimos como subtipo triple negativos a aquellos tumores que no expresan receptores ni de estro-
genos, ni de progesterona, ni de HER22. En un paso maés all4, denominamos Basal-Like a los tumores
triple Negativo que, ademads, expresan CK 5/6 y/o EGFR (Dawson SJ y cols., 2009), lo que supone
alrededor del 80% de los tumores triple negativos (Perou CM 2011). Las neoplasias que no expre-
san ninguno de los cinco marcadores se denominan “Normal-Like” o “no Basal-Like” y parecen ser
discretamente menos agresivas que las Basal-Like (Dawson SJ y cols., 2009). Presenta una estrecha
relacién con el carcinoma medular y metapldsico, pero, también, con otros subtipos histoldgicos in-
frecuentes mas favorables, como el adenoide quistico y secretor (Cadoo KA y cols., 2012).

Los tumores Basal-Like expresan un patron semejante al de las células epiteliales basales con cito-
queratinas basales de alto peso molecular como CK 5/6, 14 y 17, y EGFR, c-kit, vimentina, P-cadhe-
rina, fascina, caveolinas 1y 2, y p63. Se ha observado un incremento de la actividad mitdtica con alta
expresion de Ki-67, mutaciones de p53 hasta en la mitad de los casos, marcado pleomorfismo nuclear
y atipia, alto grado nuclear (Parise CA'y cols., 2009), necrosis central, multiples células en apoptosis e
infiltracion linfocitica estromal (Carey LA y cols., 2007). Se ha evidenciado también la falta de funcién
de la proteina RB1, la cual es critica en la regulacién del ciclo celular. Estas células son deficitarias
en actividad del gen del retinoblastoma (RB) y p53, por lo que tienden a un crecimiento rapido al no
funcionar el mecanismo de supresién tumoral (Perou CM 2011).

Se han encontrado, también, asociacién de este subtipo con mutaciones de BRCA 1 (Mangia y cols.,
2011). Especificamente en mujeres portadoras de la mutacién que desarrollan un cancer de mama,
hasta en el 80% de los casos es Basal-Like (Perou CM 2011). La asociacién con la via BRCA tiene im-
portantes implicaciones terapéuticas con la introduccion de los inhibidores de la Polimerasa ADP-Ri-
bosa (PARP). Estos impiden la reparacién de la via alterada en las células deficientes de BRCA, produ-
ciendo un efecto sintético letal en las células alteradas (Tutt Ay cols., 2010).
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1.3.2.4 Otros perfiles de expresion génica

El reciente desarrollo de nuevas tecnologias y, en particular, el uso de microarrays de acido desoxirri-
bonucleico complementario (CADN) permiten el andlisis simultdneo de miles de genes y el estable-
cimiento de una clasificacién més refinada del cdncer de mama basada en la expresién génica que
persiguen una mayor exactitud en la prediccion de riesgo de recaida y muerte por cdncer de mama.

El Netherlands Cancer Institute de Amsterdam definié un método de clasificacién genético consis-
tente en 70 genes relacionados con la proliferacidn, invasién, metdstasis, integridad del estroma y
angiogénesis. La determinacién de su expresion precisa muestra en fresco de tejido tumoral (Mam-
maprint). Este perfil predecia la recaida en mujeres con cdncer de mama sin afectacion ganglionar en
menores de 55 afnos (van de Vijver MJ y cols., 2002). Se validé en pacientes de varios centros europeos,
discriminando entre bajo y alto riesgo de recaida y, resultando un factor prondéstico independiente
(Buyse My cols., 2006).

Wangy sus colaboradores seleccionaron un conjunto de 76 genes, denominado “firma de Rotterdam’,
capaz de predecir la recaida en un pequenio grupo de enfermas de diferente edad, grado, tamaro tu-
moral y estado de receptores hormonales, sin afectacidn ganglionar. Esta firma también fue validada
en una muestra independiente de 180 casos de cdncer de mama sin afectacion ganglionar, demos-
trando valor prondstico en tiempo a la recaida y supervivencia global (Wang Y y cols., 2005).

Otra aproximacion posible es la clasificaciéon por agrupaciones de genes segin el “modelo de res-
puesta cicatricial’; separando grupos de riesgo seguin la correlacion entre la respuesta cicatricial y el
comportamiento biolégico del tumor (Chang HY y cols., 2005).

El “Genomic Grade Index” (GGI) estd basado en un grupo de 97 genes, expresados diferencialmente
entre los canceres de mama de alto y bajo grado que estén asociados a la progresion del ciclo celular
y ala proliferacién tumoral (Sotiriou C y cols., 2006).

Paik y su equipo, en un estudio publicado en 2004, identificaron una escala de recurrencia basada en
21 genes estudiados en muestras parafinadas (Oncotype DxR) segtin la cual, las pacientes con expre-
sién de receptores de estrogeno y sin afectacion ganglionar, fueron clasificadas en bajo, intermedio y
alto riesgo de recurrencia (Paik Sy cols., 2004). Se ha sugerido que pudiera complementarse con el
programa Adjuvant online! (Olivotto IA y cols., 2005) para decidir de forma més precisa la necesidad o
no de quimioterapia complementaria (Paik S y cols., 2008). En un estudio con inclusién de pacientes
cony sin afectacion ganglionar se demostré como mayor predictor de recaida que las variables clini-
cas estandar incluidas en el programa Adjuvant online! (Goldstein L] y cols., 2008).

Otros grupos de genes estudiados con capacidad pronostica han sido: la ratio

HOXB13 versus IL17BR en pacientes tratadas con tamoxifeno (Ma XJ y cols., 2004), genes relaciona-
dos con la secuenciacién de la mutacion de p53 (Miller LD y cols., 2005) y genes relacionados con la
activacion del estroma (Farmer Py cols., 2009).

De tal forma, hoy en dia, a la hora de tomar una decisién en una paciente con unas caracteristicas
fenotipicas concretas, ademads de las particularidades clinico-patolégicas, también podemos ayudar-
nos de algunas de estas plataformas ya disponibles comercialmente (Coates AS 'y cols., 2015).

1.3.3 Factores predictivos

1.3.3.1 Estado hormonal

La expresion de receptores de estrogenos (RE) y progesterona (RP) tiene como principal utilidad su
valor predictivo de respuesta al tratamiento hormonal. De todas formas, también es conocido su sig-
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nificado prondstico, pues el grupo de RE positivo posee a corto plazo mayores tasas de supervivencia
libre de enfermedad (SLE) que el grupo RE negativo, desapareciendo estas diferencias en seguimien-
tos a largo plazo.

En la actualidad, la determinacién de receptores de estrégeno y progesterona es imprescindible por
su indiscutible preponderancia a la hora de tomar decisiones terapéuticas. A dia de hoy las técnicas
inmunohistoquimicas son las més utilizadas en nuestros hospitales, a raiz de que progresivas publi-
caciones hayan avalado su sensibilidad, especificidad y reproducibilidad (Allred DCy cols., 2009). La
Sociedad Americana de Oncologifa (ASCO) también ha realizado sus recomendaciones sobre dicha
evaluaciéon (Hammond MEy cols., 2010).

Sobre lo que no hay discusidn es sobre su capacidad de prediccion de respuesta a la terapia hormo-
nal. La reduccidn de los niveles de receptor estrogénico, la negatividad o baja expresién de receptor
de progesterona y la positividad del receptor HER2 se asocian con una menor probabilidad de res-
puesta a cualquier tipo de terapia endocrina (Rastelli F y cols., 2008). Los tumores que sobreexpresan
HER?2 son resistentes al tratamiento hormonal y requieren el bloqueo de la via de HER2, ademads de la
deprivacién estrogénica (Parise CA y cols., 2009).

Estudios moleculares han demostrado que la capacidad de respuesta endocrina estd influenciada en
gran medida por los receptores interrelacionados con las vias estrogénicas intracelulares. El didlogo
entre el receptor HER2 y el receptor de estrégeno se ha puesto de manifiesto en diferentes publica-
ciones (Osborne CKy cols., 2005). La interacciéon entre ambos podria explicar la resistencia a Tamoxi-
feno (Lipton Ay cols., 2002) y el beneficio de los inhibidores de la aromatasa o de la adicién de Tras-
tuzumab al tratamiento hormonal en algunas pacientes hormonosensibles (Kaufman By cols., 2009).

1.3.3.2 HER2

El encogen c-erbB2 forma parte de la familia de EGFR y se encuentra amplificada en el 18-20% de los
carcinomas de mama. Estd ubicado en el cromosoma 17 y se encarga de la sintesis de una proteina
con actividad tironsinquinasa (Her 2-neu) que se sobreexpresa en este tipo de tumores.

Se ha demostrado su valor tanto pronéstico (mayores tasas de recurrencia y mortalidad) como pre-
dictivo, ya que ademds de predecir la respuesta a trastuzumab en enfermedad metastésica, adyu-
vancia y neoadyuvancia (Slamon D] y cols., 1987; Piccart-Gebhart MJ y cols., 2005; Pérez E. 2007)
al igual que lapatinib (Geyer y cols. 2006), podemos considerar que pudiera predecir parcialmente
la respuesta a regimenes de quimioterapia que contengan antraciclinas. Asi, la proximidad entre el
receptor HER2 y el de la topoisomerasa II ha llevado a postular que la amplificacion del gen de la
topoisomerasa, en pacientes con expresion de Her2-neu, seria el responsable de la sensibilidad a las
antraciclinas, pudiendo utilizarse como biomarcador (Larsimont D y cols., 2008). Sin embargo este
punto deberia validarse en estudios prospectivos. Por otro lado, también ha comunicado que dentro
de estos pacientes, aquéllos que ademds son hormonosensibles, pudieran presentar cierta resisten-
cia al tratamiento con tamoxifeno. (Gago FEy cols., 2006).

Se considera que esta sobreexpresado si se observa positividad de 3 cruces (3+) en la determinacién
por inmunohistoquimica de la expresion de la proteina HER2 en las células tumorales o, en casos de
menor positividad (2+), si el FISH es positivo, es decir, si se observan amplificacién de las copias del
gen c-erbB2 en las células tumorales. Se han utilizado en su medicién tanto técnicas morfoldgicas
como la técnica inmunohistoquimica en las muestras de tejido tumoral mamario (Masood S y cols.
2002). La hibridacién in situ cromogénica (CISH) es el método mas moderno utilizado para su deter-
minacion (Ross JSy cols. 2009) y se ha validado comparativamente con hibridacién in situ fluorescen-
te (FISH) e inmunohistoquimica (Shah S y cols., 2009).
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Su determinacion estd universalmente aceptada en la practica clinica y se reconoce imprescindible
para la aproximacion terapéutica (Flores YN y cols. 2011).

Otro punto de extraordinario interés es la discordancia en la expresiéon de c-erbB2 o HER2 entre el
tumor primario y la metdastasis. Ya en 1997 se observ6 una discrepancia del 31% en la expresion de
receptores de estrégeno, de progesterona y de Her2-neu, entre tumor primario y metéstasis (Kuukas-
jarvi Ty cols., 1997). Diferentes publicaciones han observado esta diferencia en diversa proporcion,
recomendando la realizacion de biopsia en la localizacién metastésica, siempre que sea factible (Idi-
risinghe PKy cols., 2010).

1.3.3.3 pPA/PAI

El activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) y su inhibidor, PAI-1, han demostrado poder
predictivo significativo, con especial utilidad en el grupo de ganglios negativos. Los niveles altos (me-
didos sobre extractos titulares usando técnicas de ELISA) indican un alto riesgo de recidiva y necesi-
dad de adyuvancia, mientras que si permanecen bajos el prondstico es excelente y podrd ahorrarse el
tratamiento sistémico (Harbeck y cols., 2004).

En un estudio retrospectivo francés, con 169 mujeres sin afectacién ganglionar seguidas durante siete
afos, se vio que el 57 % presentaban niveles altos de uPA /PAI-1. Se encontro correlacion de este pa-
rdmetro con la supervivencia libre de recaida y la recaida a distancia, pero no con la recaida loco-re-
gional (De Cremoux P y cols., 2009).

Aunque se reconoce su importancia, la gran limitacién de este marcador es la necesidad de disponer
de una sustancial cantidad de tejido congelado para realizar su determinacion, pues a dia de hoy to-
davia no disponemos de técnicas inmunohistoquimicas para su evaluacion (Harbeck Ny cols., 2011).

1.3.3.4 Susceptibilidad genética

De forma global, la susceptibilidad genética heredada supone alrededor del 10% de casos de céancer
de mama. Los genes implicados en mayor niimero de casos son BRCA1 (responsable del 20-40% de
casos hereditarios) y BRCA2 (10-30%).

La implicacién prondstica y predictiva de este grupo de tumores se basa en que los tumores con mu-
tacién de BRCALI suelen ser pobremente diferenciados, RE/RP/Her2 negativos, con fenotipo basal,
EGFR negativos, con escaso componente de carcinoma in situ, e hipersensibles a esquemas de trata-
miento basados en platino e inhibidores de PARP-1 (de Soto JA'y cols., 2006)

1.4 Clinica y diagnéstico del cancer de mama

Gracias a los programas de cribado precoz, cada vez son mas las mujeres diagnosticadas en estadios
iniciales y asintomaticos (Miller AB y cols., 2014), pero en el resto de casos, el hallazgo mas frecuen-
te es una tumoracién en la mama que puede o no ir acompanada de dolor. Ademas, este grupo de
mujeres sintomadticas pueden presentar alteraciones en el pezén como una retracciéon del mismo o
alteraciones en la epidermis de la mama.

Los sintomas deben ser evaluados a través de una triple aproximacién que consiste en la exploracién
fisica, el diagndstico por imageny, finalmente, la biopsia. La técnica recomendada para la realizaciéon
de la biopsia es la puncién con aguja gruesa, que permite extraer una muestra del tumor que debe ser
analizado y caracterizado por un anatomopatélogo para la caracterizacion definitiva. Cuando dicho
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andlisis da resultados no concluyentes con respecto a los sintomas, es recomendable llevar a cabo
una biopsia escisional en el drea en la que la tumoracidn es palpable (DeVita VT y cols., 2011).

Actualmente existe un elevado grado de consenso en cuanto a las caracteristicas de las unidades
clinicas en las que la patologia mamaria debe ser controlada y tratada. Dichas unidades deben ser
multidisciplinarias y estardn formadas por cirujanos, cirujanos plésticos, especialistas en diagnéstico
por imagen, oncélogos clinicos, especialistas en consejo genético, anatomopatdlogos, ginecélogos y
profesionales de salud mental.

1.5 Tratamiento

El tratamiento del cincer de mama consiste en la integraciéon de una serie de actuaciones que invo-
lucran a varios especialistas y servicios médicos, entre ellos, los servicios de Cirugia, Anatomia Pa-
tolégica, Radioterapia Oncolégica, Medicina Nuclear y Oncologia Médica (Wilson ARy cols., 2013).

Desde el punto de vista de las opciones terapéuticas, podemos dividirlas, de una forma didactica, en
un tratamiento local/locorregional o un tratamiento sistémico.

1.5.1 Tratamiento local/locorregional

1.5.1.1 Cirugia

Dentro de la esfera del tratamiento locorregional se encuentra la cirugia, siendo la escisién tumoral
amplia o lumpectomia con bordes quirudrgicos libres, el tratamiento de eleccién para la mayoria de
las mujeres con cancer de mama en estadios I y IT (Schnitt S] y cols., 2015). En pacientes con tumores
de mayor tamano, en las que la escision tumoral con bordes quirtrgicos libres no garantiza un buen
resultado estético, carcinomas mamarios multicéntricos o en pacientes que no toleran suficiente-
mente la radioterapia, la mastectomia radical modificada es la técnica quirtrgica indicada. Ambas
estrategias registran similares tasas de supervivencia a largo plazo (Schwartz GE, 2006).

En cuanto a la afectacién ganglionar axilar, la diseccién de los ganglios linfaticos axilares esté indi-
cada en las mujeres que presentan afectacion regional en esta zona. Sin embargo, el desarrollo y la
préctica de la inspeccidén de los ganglios linfaticos centinela, junto con las técnicas de biopsia, estan
permitiendo la reduccion de la linfadenectomia, més atin teniendo en cuenta que, la mayoria de los
canceres de mama, son diagnosticados en estadios precoces (Gebruers Ny cols., 2015).

1.5.1.2 Radioterapia

Otra modalidad de tratamiento para el control locorregional es la radioterapia, la cual se basa en
la utilizacién de radiaciones ionizantes. Esta modalidad de tratamiento administrada tras un trata-
miento quirtrgico conservador de la mama, reduce el riesgo de recidiva local en un 15% durante los
10 anos siguientes y el de muerte en un 4% en 15 anos (Bartelink Hy cols., 2015).

Por otro lado, el grupo de trabajo EBCTCG (Early Breast Cancer Trialists” Collaborative Group) publicd
en el ano 2014 un metanalisis de 22 ensayos clinicos randomizados relacionados con la radioterapia
después de la mastectomia y la cirugia axilar, obteniendo unos resultados similares a los previos, de
tal forma, habia una reduccion del riesgo de recidiva local del 10% a los 10 afios, y de muerte en un 8%
alos 10 anos (Mcgale Py cols., 2014).
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En lo que se refiere a pacientes con carcinoma no invasivo, la radioterapia ha demostrado disminuir
el riesgo de recurrencia local, después de una tumorectomia, ofreciendo tasa de supervivencia simi-
lares a la mastectomfa (Morrow M y cols., 2015).

1.5.2 Tratamiento sistémico

Después del tratamiento local, la terapia sistémica, segiin su orden de administracidn, se clasificard
en:

Terapia adyuvante. La terapia adyuvante se define como la administracién de tratamiento sistémico
después de haber sido eliminado el tumor primario mediante un tratamiento local radical. Se ofrece
con intencidn curativa, y su objetivo es el de eliminar la enfermedad residual microscépica, reducien-
do, de esta manera, el riesgo de recurrencia y aumentando la supervivencia de las pacientes.

Terapia neoadyuvante. Es aquélla que se administra antes del tratamiento local con cirugia o radiote-
rapia. Entre sus objetivos se encuentra la eliminacién de la enfermedad micrometastdsica, y la dismi-
nucién de la masa del tumor primario, permitiendo, asi, un tratamiento local conservador.

Sinos encontramos en el contexto de una enfermedad avanzada, la cual es tratable, pero no curable,
el tratamiento sistémico se presenta como el enfoque primordial.

1.5.2.1 Hormonoterapia

La hormonoterapia representa la primera y mas exitosa terapia molecular especifica desarrollada
hasta el momento. El efecto de esta estrategia terapéutica es claramente dependiente de las caracte-
risticas moleculares de las células ya que, en mujeres con tumores mamarios que no sobre-expresan
receptores hormonales, la hormonoterapia es ineficaz. La utilizacién de un agente u otro, vendra
marcado por el estado menopausico de la paciente.

Como terapia adyuvante, en las pacientes premenopausicas, el utilizacion de tamoxifeno, a dosis de
20 mg por dia durante un periodo de 5-10 afios, es el tratamiento estdndar; pudiendo realizar un cam-
bio a letrozol, un inhibidor de la aromatasa en las pacientes que comienzan a ser postmenopausicas
durante los primeros 5 anos del tamoxifeno (Goss PE y cols., 2003). El valor de afiadir una supresiéon
ovdrica, no queda tan claro, debiendo considerarlo en conjunto con la paciente, tras evaluar los bene-
ficios y los posibles efectos secundarios (Francis PA y cols. 2015). En las enfermas postmenopdusicas,
tanto el tamoxifeno como los inhibidores de la aromatasa son opciones validas, permitiendo éstos
altimos aumentar el intervalo libre de enfermedad, pero sin un impacto significativo en la supervi-
vencia global (Bliss JM y cols., 2012).

La experiencia con hormonoterapia como tratamiento neoadyuvante es menor que con la quimiote-
rapia, siendo también las tasas de respuestas patoldgicas completas menores. Esta opcion se puede
convertir en una alternativa 6ptima a la quimioterapia neoadyuvante; sobre todo, en aquellas pacien-
tes postmenopdusicas con receptores hormonales positivos. Parece claro que los inhibidores de la
aromatasa son superiores o, al menos, tan eficaces, como el tamoxifeno en reducir el tamaro clinico
del tumor, pero evitando los efectos secundarios del antiestrégeno. Se desconoce la duracién 6ptima
del tratamiento hormonal neoadyuvante; no obstante, parece recomendable no utilizar el tratamien-
to menos de seis meses para poder obtener la respuesta maxima (Ellis MJ y cols., 2001; Smith IE y
cols., 2005).

En el escenario de las pacientes metastasicas, en el caso de que sean premenopausicas, la ablacién
ovdrica junto con tamoxifeno, es el tratamiento de eleccidn. En las mujeres postmenopdusicas hay
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datos que apoyan el uso de fulvestrant, tamoxifeno e inhibidores de la aromatasa (Johnston SRy cols.,
2013). Igualmente, la combinacion de everolimus con exemestano, tras progresiéon a un inhibidor de
la aromatasa no esteroideo, en pacientes HER2 negativas, ha conseguido demostrar un aumento de
la supervivencia libre de progresién de 5 meses (Piccart M y cols., 2014).

1.5.2.2 Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento sistémico basado en el empleo de drogas que interfieren en di-
versos procesos celulares relacionados con la divisién celular, por tanto, estas drogas poseen una
actividad citotoxica.

Dentro de la terapia adyuvante, este tipo de tratamiento se recomienda, como norma general, en
las pacientes triples negativas, HER2 y luminal A de alto riesgo, siendo los regimenes mas utilizados
aquéllos que contienen taxanos y/o antraciclinas. Ademas, habria que afadir que hay autores que
sugieren que la secuencia taxanos-antraciclinas puede ser mds efectiva (Earl HM y cols., 2014). La
duracién recomendada varia entre 12 y 24 semanas, dependiendo del riesgo individual y el esquema
elegido.

En el contexto de la neoadyuvancia, dentro de los estudios aleatorizados con los regimenes mas 6p-
timos, destacamos el de Smith (Smith IC y cols., 2002), en el cual se demostré que la administracién
con docetaxel secuencial obtenia el doble de respuestas completas patolégicas. En el estudio del Na-
cional Surgical adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP B27) (Bear HD y cols., 2003) se objetivd
un aumento de la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global con la incorporacién
docetaxel a los esquemas de neoadyuvancia. En el estudio fase Il De Gianni (Gianni Ly cols., 2002) y
en el estudio de la MD Anderson (Green MCy cols., 2005) se evidencio la utilidad de anadir paclitaxel
alos esquema de tratamiento utilizados en este contexto. En el estudio Geparduo (Von Minckwitz Gy
cols., 2005) y Gepartrio (Von Minckwitz Gy cols., 2008), se compard la eficacia en la incorporacién de
antraciclinas y docetaxel, obteniendo en el primero de los estudios unas tasas de respuestas patoldgi-
cas completas del 14,3% y, en el segundo, del 17%. Estas combinaciones se han venido conformando
en posteriores estudios (Toi M y cols., 2008; Iwata H y cols., 2011).

En lo que se refiere a los estudios de dosis densas e intensificacion, fuera del contexto de ensayos
clinicos, no se recomiendan de forma actual, debido al modesto impacto en la supervivencia global y
recurrencia (Gampenrieder SP y cols., 2013).

En el escenario metastatico, las recomendaciones generales, siguen manteniendo el uso de trata-
miento secuencial con agentes Unicos, reservando la combinacién de quimioterapia para aquellos
casos con afectacion visceral, enfermedad altamente sintomética o rapidamente progresiva (Dear RF
y cols., 2013). Igualmente, aunque los taxanos pueden ser los agentes utilizados en primera linea, no
han conseguido demostrar un beneficio superior a las antraciclinas, por lo que las preferencias del
paciente y la toxicidad provocada, deben ser tenidos en cuenta a la hora de utilizar uno u otro agente
(Piccart-Gebhart MJ y cols., 2008). Por otro lado, la capecitabina, también, ha mostrado resultados
consistentes en primeray segunda linea (Blum JLy cols., 2012). En lo que se refiere a la vinorelbina,
ésta ha demostrado resultados iguales o superiores a paclitaxel o docetaxel en las pacientes HER2,
cuando se combina con trastuzumab (Andersson M y cols., 2010). La eribulina, por su parte, ha de-
mostrado un aumento de la supervivencia global en aquellas pacientes muy pretratadas (Kaufman
PAy cols., 2012).

1.5.2.3 Terapia anti-HER2

Dentro del campo de la adyuvancia, la combinacién de trastuzumab y quimioterapia en pacientes
con sobreexpresion de HER2 produce un aumento del 9% en la supervivencia global a los 10 afios, y
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un aumento de la supervivencia libre de enfermedad del 10% a largo plazo (Pérez EAy cols., 2014),
habiéndose convertido el afio de duracién en el tiempo estdndar de tratamiento (Pivot X y cols.,
2013).

Dentro del tratamiento neoadyuvante, tenemos estudios con trastuzumab, lapatinib y pertuzumab.
En lo que se refiere al trastuzumab, el primero de los estudios, es el realizado en la MD Anderson
Cancer Center (Buzdar AU y cols., 2005). Dicho estudio finaliz6 con 42 pacientes debido a la alta tasa
de respuestas completas patolégicas encontrada en la rama con trastuzumab: 26.3%, frente a 65.2%
(p=0.016). Otro ensayo es el estudio Nohah (Gianni Ly cols., 2007), en el cual se mostré un aumento
significativo de la tasa de respuesta completa patoldgica en el grupo que recibié trastuzumab (38%
versus 20%; p=0.003%). El ensayo fase III Geparquattro (Uncht M y cols., 2008), demostr6 unas ta-
sas incrementadas de la tasa de respuesta completa patoldgica en las pacientes con trastuzumab de
45.5% versus 19.5%.

Enlo que se refiere al lapatinib, los siguientes estudios (Neo-Allto, Cherlob, Nsabp-41y el Geparquin-
to) compararon la eficacia de trastuzumab con lapatinib. Excepto el Geparquinto, ninguno de ellos
mostr6 diferencias en la tasa de respuesta completa patoldgica entre ambos agentes. Lapatinib, de
todas formas present6 mads toxicidad debido a la diarrea (grado 3- grado 4 en el 12-36%). En los pa-
cientes Her2 positivos, el estudio Geparquinto mostré mayores tasas de tasa de respuestas completas
patoldgicas de trastuzumab en comparacion con lapatinib (30% vs 23% con una p<0.04) (Untch y
cols., 2012). Neo-Allto, Cherlob y el Nsabp-41 demostraron que la combinacién de trastuzumab y la-
patinib mejoraban los resultados de eficacia, aunque los resultados del Nsabp no fueron estadistica-
mente significativos. La combinacién alcanzé unas tasas de respuesta completa patolégicas entorno
aun 50%, sin asociar efectos cardiacos adversos relevantes (Baselga J y cols., 2012; Guarnieri Vy cols.,
2012; Robidoux A y cols., 2012).

Pertuzumab es un anticuerpo monoclonal que bloquea la dimerizacién de HER2 con otros miembros
de la familia Erb. En el fase II NeoSphere, 417 pacientes con tumores Her2 positivo y tumores >2cm
fueron randomizadas en cuatro brazos de tratamiento: docetaxel mas trastuzumab (A), docetaxel
mads trastuzumab mds pertuzumab (B), trastuzumab mds pertuzumab sin quimioterapia (C) y doce-
taxel més pertuzumab (D). El brazo que obtuvo la mayor tasa de respuesta completa patolégica fue
el brazo B con un 46% (Gianni Ly cols., 2012). En el estudio Tryphaena, otro fase II, la combinacién
de pertuzumab y trastuzumab se dio en los tres brazos, obteniendo en todos los brazos unas tasas
de respuesta completa patoldgica en torno al 60%, segtin la quimioterapia recibida (Schneeweiss A y
cols., 2011).

Por lo tanto, actualmente, ya disponemos de, minimo, cuatro drogas para inhibir la via de HER2 (tras-
tuzumab, lapatinib, pertuzumab y trastuzumab emtansina). Nuevas sustancias estan investigacion,
como el ertumaxomab, un anticuerpo monoclonal biespecifico cuyas dianas son el HER2 y CD3 y el
Neratinib, el cual es un inhibidor tirosin Kinasa que bloquea HER1 y HER2 de forma irreversible. A
su vez, aparecen también, tratamientos dirigidos a HER 2 y al receptor de insulina 1, e inhibidores de
HSP-90 (Gampenrieder SPy cols., 2013).

En las pacientes metastdsicas, el estudio Ma.31 demostré un aumento de la supervivencia libre de
progresion de 11.4 meses versus 8.8 meses al comparar un taxano con trastuzumab, respecto a la mis-
ma combinacién con lapatinib (Gelmon KA y cols., 2012). El estudio Cerebel compar6 trastuzumab
y lapatinib en combinacién, ambos, con capecitabina, objetivando un menor nimero de eventos en
el sistema nervioso central y una mejor supervivencia libre de progresién en el brazo de trastuzumab
(Pivot Xy cols., 2012). Por otra parte tenemos el estudio Cleopatra (Swain SM y cols., 2013). En este es-
tudio se evidencié un aumento de la supervivencia libre de progresion y, a un ano, con la combinacién
trastuzumab + pertuzumab + docetaxel comparado con docetaxel + trastuzumab en primera linea.

Conrespecto al TD-M1, éste ha conseguido demostrar, en segunda linea, un aumento de superviven-
cia, tanto global como libre de progresiéon (Wildiers Hy cols. 2013).
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1.5.2.4 Terapias dirigidas a VEGF

En el contexto de la neoadyuvancia con bevacizumab se han publicado, de forma simultanea, dos
estudios, el del GeparQuinto (pacientes Her2 negativas) (Bear H.D. y cols., 2012) y el del Nsabp B-40
(Von Minckwitz G y cols., 2012). Ambos fase III demostraron una mejora en la tasa de respuesta
completa patolégica al anadir bevacizumab (18% versus 15% y 35% versus 28%). Estas diferencias
se pueden explicar por los diferentes nimeros de ciclos recibidos, las diferencias en la dosis de qui-
mioterapia y las diferencias en los criterios de inclusion de las pacientes con receptores hormonales
positivos.

En las pacientes metastasicas, bevacizumab en combinacion con quimioterapia, como terapia de
primera o de segunda linea, parece ofrecer, inicamente, un beneficio moderado en supervivencia
libre de progresién, y ningtin beneficio en la supervivencia global. Esto puede ser debido a que la
ausencia de factores predictivos conocidos para la eficacia de bevacizumab, hace dificil su uso. Por
tanto, bevacizumab sélo se deberia considerar como una opcién en casos seleccionados, no reco-
mendédndose después de una primera o segunda linea de tratamiento (Cardoso Fy cols. 2014).

2. Ciencias “-6micas”
2.1 Potencialidad de las ciencias “~6micas” en el cancer: Pronéstico y diagnéstico

Elinterés suscitado en la biomedicina por comprender y poder anticipar los cambios en los fenotipos
de una enfermedad, ha contribuido en los tltimos anos, al desarrollo de instrumentos de deteccién
analitica que se caracterizan por su habilidad para identificar y/o cuantificar miles de moléculas bio-
légicas, abriendo, asi, la posibilidad de obtener la informacién de todo el genoma de un individuo
en un corto periodo de tiempo. Sin embargo, si nos conforméasemos sélo con este tipo de andlisis,
Unicamente se nos permitiria entender las enfermedades de caracter genético. Esto ha obligado a
que las investigaciones biomédicas hayan seguido descendiendo en la cascada de informacién (ge-
némica - transcriptémica - proteémica > metabonémica - fenotipo) con el fin de poder anticiparse
a todas las causas de una enfermedad. De tal forma, se ha posibilitado la oportunidad de conseguir
una cantidad significante de informacién en lo concerniente a las proteinas y metabolitos que se
pueden hallar en los tejidos o en los biofluidos. Este conocimiento nos proporciona las bases para
el entendimiento y asimilamiento de los mecanismos que subyacen en gran cantidad de patologias,
enfermedades y otro tipo de alteraciones.

De tal forma, el termino “~émicas”, es un neologismo que hace referencia a una visién holistica del
conjunto de moléculas en la biologia. Por ello, en la oncologia, asi como en otro tipo de enfermeda-
des, las tecnologias “~-dmicas” abren la posibilidad a la identificacién de genes, proteinas o metaboli-
tos que pueden servir de biomarcadores para la deteccion del comienzo de una enfermedad, es decir,
su diagnéstico; o bien, para la monitorizacién de la evolucién de la misma. Una vez conocido un
biomarcador, o0 una combinacién de ellos, y quedando establecidos los métodos para su detecciény
seguimiento, se nos abre una puerta ala mejora en el diagndstico, prondstico y manejo de los pacien-
tes, de tal forma que el descubrimiento de los biomarcadores, y sus rutas de sefalizacion, nos pueden
permitir sentar las bases para el desarrollo de nuevos tratamientos; o bien, permitirnos un uso mas
racional del arsenal terapéutico actual, bien sea la quimioterapia estandar, o las nuevas terapias bio-
légicas y agentes antidiana (figura 1).
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Figura 1. Ciencias “~6micas’

2.2 Limitaciones de las ciencias -6micas

No obstante, estas herramientas no estdn exentas de impedimentos que entorpecen su inclusién en
la practica clinica habitual. Asi, la complejidad en término de nimero de moléculas estudiadas, la
falta de consenso en la terminologia utilizada, y la dificultad para el manejo de la gran cantidad de
informacién que proporcionan las nuevas técnicas de deteccion, hacen que la aplicacion de estos
conocimientos tedricos no sea tan rdpida como cabria esperar.

En lo que se refiere al estudio de moléculas, la gendmica se encarga de todas las secuencias de nu-
cledtidos, incluyendo genes estructurales, secuencias reguladoras y DNA no codificante en los cro-
mosomas de un organismo. La proteémica se ocupa de la identificacién de las proteinas, con la
combinacién de 20 aminoécidos, y la determinacién de sus papeles en las funciones fisioldgicas y
fisiopatoldgicas. Por tltimo, la metabolémica se centra en el estudio de las pequeiias moléculas como
los lipidos, azicares, hormonas, metabolitos secundarios, etc, siendo el nimero de metabolitos en el
ser humano desconocido, y estando estimado un minimo de 2000 6 3000, y un maximo de alrededor
20.000, todo esto en comparacion con los 23.000 genes 6 las 60.000 proteinas conocidas.

En lo que respecta a la falta de consenso, un ejemplo claro lo tenemos a nivel de la genémica, en la
cual el gen que codifica a la colin -Kinasa, es presentada por tres simbolos diferentes (CHKA, CHK
y CKI), siendo todos ellos aceptados y utilizados de forma arbitraria en la literatura (Www.uniprot.
org/uniprot/P35790). El mismo problema ocurre con las proteinas, ya que la misma puede tener
varios accesos numéricos en las bases de datos (Casado Vela ] y cols., 2011); e igual ocurre con la no-
menclatura designada para las pequefias moléculas, en la cual coexisten tanto los términos de la qui-
mica orgénica tradicional como los de la Interntional Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC).
Por ello, para intentar combinar toda la informacién obtenida por las distintas ciencias “~émicas;
serd necesario la estandarizacién de términos y el desarrollo de herramientas bioinformaticas que
puedan ayudar a integrar la informacion y facilitar la interpretacién; de tal forma que la integracién
funcional de la gendmica, transcriptémica, protedmica y metabolémica en estudios comparativos de
sujetos sanos y enfermos, facilitardn el conocimiento de la enfermedad oncolégica desde una pers-
pectiva global. Esto incluird no sélo alteraciones genéticas, sino también modulaciones enzimaticas
y su conversion en alteraciones metabdlicas, que no son tan obvias cuando sélo se estudian los cam-
bios genéticos. Como consecuencia, esta mejora en el entendimiento de estas nuevas y fundamen-
tales diferencias entre la célula sana y la tumoral, podrédn ser trasladadas a la mejora de la practica
clinica y al manejo del paciente (Nicholson JKy cols., 1999).
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3. Metabolomica
3.1 Definicion

El término metabolémica (Fiehn O. 2001), como rama de las ciencias -dmicas, hace referencia al
estudio, identificacion y cuantificacion del conjunto de metabolitos presentes en células, tejidos o
fluidos bioldgicos, productos de las reacciones metabdlicas en los seres vivos, cuya cuantificacién
proporciona un amplio panorama del estatus bioquimico. La ausencia o presencia de alguno de es-
tos metabolitos, asi como la concentracién relativa entre ellos, puede ser un indicador de estados de
enfermedad o de factores de predisposicion a ella.

Los metabolitos, por tanto, son moléculas de bajo y medio peso molecular (<1500 Dalton) que in-
tervienen en los procesos celulares y nos revelan cdmo esta funcionando el metabolismo en un or-
ganismo determinado en un ser vivo. Nos referimos a los lipidos, azicares, aminodcidos, hormonas,
metabolitos secundarios, etc, siendo, por tanto, el término “metaboloma” (Oliver SG y cols., 1998),
el utilizado para referirse al conjunto completo de moléculas que se puede encontrar en un sistema
biolégico.

Por otro lado, también hay que diferenciar el término “metabolémica” del de “metabonémica’; los
cuales se utilizan en la literatura de forma intercambiable (tabla 3). Nicholson and Lindon (Nicholson
JKy cols., 1999) definieron hace unos afnos estos conceptos:

Mientras que la metaboldmica se centra en la descripcidn analitica, caracterizando y cuantificando
todas las moléculas de bajo peso molecular de un sistema bioldgico; la metabondmica es més gene-
ral, y se centra en el conocimiento global de la respuesta metabdlica de los seres vivos para mantener
su homeostasis ante un estimulo fisiopatolégico o a una modificacion genética. A pesar de las dife-
rencias en los conceptos iniciales, la metodologia y filosofia de ambas ciencias son muy similares,
convirtiéndolas en disciplinas convergentes muy dificiles de distinguir. Esto ha hecho que los térmi-
nos “metabolémica” y “metabonémica” sean usados intercambiablemente en el mundo cientifico
marcado principalmente por razones histéricas.

CONCEPTO ‘ DESCRIPCION ‘ AUTOR

Metabolémica Analisis completo del Fiehn O, 2001
metaboloma de un sistema
bioldgico que se encuentra
en unas condiciones
determinadas.

Metaboloma Conjunto de moléculas Oliver SG y cols., 1998
de bajo peso molecular
(metabolitos) que se
encuentran en el interior
0 son secretadas por una
célula o tejido.

Metabondmica Medida cuantitativa Nicholson JK 'y cols., 1999
multiparamétrica de las
respuestas metabdlicas de
los sistemas vivos
multicelulares a lo largo del
tiempo, tras la aplicaciéon
de estimulos
fisiopatoldgicos o
modificaciones genéticas.

Tabla 3. Conceptos aplicados en metabolomica.
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La metabolémica se ha convertido en los tltimos afos en una de las ramas mas importante de la bio-
quimica y de la biologia molecular, ya que, mientras la gendmica y la proteémica nos indican “lo que
podria haber pasado’; la metabolémica nos indica “lo que realmente ha pasado y esta pasando” La
razon es que no tiene necesariamente que existir una relacién cuantitativa directa entre la concentra-
cién de RNA mensajero y la funcién enzimética. Esto hace que el impacto que puedan tener estas dos
variables sobre la concentracién de metabolitos sea inexacto. Sin embargo, en el caso contrario, al
ser final de las vias de senalizacion, la metabolémica puede probar més que los clasicos desérdenes
metabdlicos, y aparece como el mejor indicador de la monitorizaciéon de cambios en el genoma y de
la disregularizacion de genes transcriptores especificos, siendo por tanto, la ciencia que mejor puede
caracterizar los fenotipos de los seres vivos (Bathen TF y cols., 2007).

3.2 Andlisis metaboléomico

Este desarrollo viene emparejado a la evolucion de las técnicas espectroscopicas de alta resolucion,
junto a los métodos de reconocimiento de patrones que serdn necesarios para poder interpretar la
informacién metabdlica contenida en las muestras bioldgicas. En los casos de muestras obtenidas de
individuos sanos y afectados por alguna enfermedad, el objetivo del andlisis es identificar las diferen-
cias entre las dos clases, mediante el andlisis de los metabolitos endégenos encontrados en tejidos o
fluidos biolédgicos. Para ello, a través de técnicas espectroscopicas de alta resolucidn, se obtendra una
matriz de datos metabdlicos que contendré toda la informacién bioquimica de una muestra biol6-
gica. Debido a su complejidad, la interpretacion de esta matriz de datos requerira del uso de herra-
mientas estadisticas multivariantes que destacaran aquellas diferencias que sean realmente signifi-
cativas entre las clases y por consiguiente biomarcadores del proceso estudiado.

El origen del campo de la identificacién metabdlica puede marcarse a principio de los afios 70, cuan-
do el desarrollo de las técnicas de separacidon cromatogréficas permitieron la cuantificaciéon de pe-
quenias moléculas en biofluidos como la orina (Pauling Ly cols., 1971).

Poco después, la espectroscopia RMN de protén fue usada por vez primera como herramienta ana-
litica en estudios metabdlicos, donde un conjunto de compuestos entre los que se encontraban el
lactato, la creatina o la alanina, fue detectado en una suspensién de glébulos rojos (Brown FF y cols.,
1977. Durante los anos 80, el analisis de los numerosos metabolitos detectados en los espectros de
resonancia magnética impulsé el desarrollo de nuevas técnicas para clasificar las muestras en fun-
cién de su estatus bioldgico (Bales JR y cols., 1984; Gartland KP y cols., 1940; Nicholson JK y cols.,
1989). De esta forma, el concepto de huella metabélica (Fiehn O. 2002) nace al aplicar técnicas esta-
disticas multivariantes en la interpretacion de los cada vez mas complejos datos espectroscopicos de
muestras bioldgicas (tabla 4). Por lo tanto, lo que se busca es comparar los distintos espectros de las
distintas muestras, aplicando métodos de reconocimiento de patrones, sin necesidad de conocer la
naturaleza de los picos de los espectros, y por lo tanto, de los metabolitos involucrados. De esta forma
se veria cdmo se agrupan las muestras, y nos permitiria separar individuos sanos de enfermos, y, al
mismo tiempo, podriamos definir grupos a los que asignamos diversos factores de riesgo, en relacion
ala enfermedad estudiada (Ryan Dy cols., 2006).

Otra aproximacion es el perfil metabolémico (Fiehn O. 2001), que consiste en seleccionar el conjunto
de metabolitos con los que queremos trabajar, en general, los relacionados con una determinada
ruta, y analizar cémo evoluciona. Normalmente es posible identificarlos y cuantificarlos de forma
relativa. En el caso en que conozcamos qué metabolitos son clave en el proceso, podremos particula-
rizar el tratamiento de muestra y utilizar la técnica de medida més conveniente para identificarlos y
cuantificarlos de forma absoluta (Dunn WB y cols., 2005).
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CONCEPTO ‘ DESCRIPCION ‘ AUTOR

Huella Metabdlica Medida global de los Fiehn 0. 2002
metabolitos presentes

en un sistema bioldgico
(“metabolic fingerprint”) o
consumidos o secretados
por el mismo con el
objetivo de detectar
diferencias entre muestras.

Perfil Metabolémico Identificacién y Fiehn 0. 2001
cuantificacidn de un
numero limitado
predeterminado de
metabolitos relacionados
entre si (por presentar
similitudes fisico-quimicas
0 por participar en una ruta
metabdlica concreta).

Tabla 4. Conceptos aplicados en andlisis metabolémico

Los datos metabdlicos son obtenidos principalmente a través de RMN y MS. Si comparamos ambos
meétodos, MS presenta una mayor sensibilidad en comparacién con la RMN. Ademds, esta técnica
suele llevar acoplada otros métodos de pre-separacion de las muestras como cromatografia gaseosa
(Morris My cols., 2005; Yang J y cols., 2004), cromatograffa liquida (Wilson ID y cols., 2005), electro-
foresis capilar (Soga T y cols., 2003) o movilidad idnica. Asi mismo, otros métodos analiticos como
la Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (FTIR) o la HPLC, que como herramientas
metabolémicas presentan la desventaja de proporcionar un nivel de detalle insuficiente para la iden-
tificacién molecular, pueden acoplarse al MS como métodos de pre-separacion (Gamache PHy cols.,
2004; Kaderbhai NNy cols., 2003). Por el contrario, la RMN por medio de la espectroscopia de d4ngulo
magico (HR-MAS) es la tinica técnica capaz de realizar andlisis sobre tejidos intactos. Asi mismo, la
espectroscopia bidimensional de RMN es muy ttil en la identificacion de las sustancias bioquimicas
a través de la conectividad entre senales.

Por otro lado, como dijimos antes, los datos espectrales resultan de una enorme complejidad como
para ser analizados manualmente. La interpretacion de los datos obtenidos requerira el uso de una
serie de herramientas estadisticas multivariantes supervisadas y no supervisadas. Tras la adquisiciéon
de los espectros por RMN o MS, serd necesario realizar un pretratamiento de las seniales con el fin
de evitar varianzas propias de la adquisicién y hacer los andlisis posteriores més robustos. Una vez
preprocesados los datos espectrales, se podra comenzar el andlisis estadistico. Como primer paso,
generalmente se ejecuta un andlisis multivariante no supervisado; principalmente un andlisis de
componentes principales (PCA). El PCA destacara las regiones espectrales que estdn sometidas a
una mayor variabilidad (posibles biomarcadores) o que presenten senales no reproducibles (posi-
bles contaminaciones), e identificara las muestras que se diferencian en exceso del conjunto general
(posibles “outliers”). El andlisis no supervisado permitiré filtrar los datos, mejorando su robustez y a
través de él se podréd identificar los posibles biomarcadores, que seran validados a través de un anali-
sis multivariante supervisado o un modelado posterior (Figura 2)
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[ CAPTURA DEL ESPECTRO |

[ PREPROCESADO |

| ANALISIS MULTIVARIANTE NO SUPERVISADO |

[ FILTRO DE DATOS |

| MODELADO POR ANALISIS MULTIVARIANTE SUPERVISADO |

[ VALIDACION |

|
v
| RECONOCIMIENTO DE BIOMARCADORES |

Figura 2. Diagrama del andlisis metabolémico.

Asi pues, estos métodos han contribuido de forma muy significativa al incremento de estudios en
metabolémica. La verdadera razén de este suceso, es que estas tecnologias han permitido la iden-
tificaciéon y la cuantificacion de cientos de metabolitos en cortos periodos de tiempo; sin embargo,
como se comentd anteriormente, atin hoy, contindan existiendo varias limitaciones que enlentecen
el desarrollo. Asi, sabemos que s6lo un bajo porcentaje de los metabolitos pueden ser identificados
y monitorizados con la tecnologia disponible hoy en dia. A esto hay que anadir que la metabolémica
no sélo se centra en el conocimiento de los metabolitos naturales del ser humano, sino que también
se centra en la identificacion de farmacos y sustancias. Por tltimo, hay que tener en cuenta, que, al
contrario que en la protedmica, la identificacién de metabolitos no estd unida a la informacién gené-
tica, lo cual, no contribuye al esclarecimiento de los mismos. A pesar de que todas estas limitaciones
dificultan la creacion de bases de datos, en la actualidad ya se disponen de alguitas de ellas. Algunas
de las mas empleadas se destacan en la Tabla 5. En dichas bases de datos se confronta la masa obte-
nida a partir de los valores proporcionados por el espectrémetro de masas y las masas teéricas de los
metabolitos contenidos en dichas bases de datos.
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NOMBRE
KEGG

INFORMACION

La Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto recopila
datos sobre sustancias quimicas y reactividad de
compuestos relacionados con los seres vivos de cinco
bases de datos distintas:

Compound, Glycan, Reaction, Rpair, y Enzyme. Permite
enlazar con mas de 20 bases de datos.
(www.genome.jp/ligand/)

AUTOR

Kanehisa M,
1997

METLIN

Contiene informacion sobre la formula molecular y
estructural de los metabolitos (espectros de masas y
espectros de fragmentacién), ademas del enlace a otras
bases de datos (KEGG, HMDB, PubChem, LipidMaps).
(metlin.scripps.edu/).

Smith CA vy
cols., 2005

LipidMaps

Se enfoca a sustancias de caracter lipidico. Ofrece
informacidn sobre su clasificacion, nomenclatura y
estructura. Contiene dos bases de datos primarias,

una con informacién estructural (LMSD) y la otra con
asociacion de los lipidos a proteinas (LMPD).

Contiene enlaces con otras bases de datos relacionadas
(Cell Migration Gateway, Functional Glycomics Gateway,
Omics Gateway, Pathway

Interaction Database, RNAi Gateway, Signaling Gateway,
Structural Genomics Knowledgebase).
(www.lipidmaps.org).

Sud My
cols.,
2007.

HMDB

Es una base de datos que contiene informacién
detallada sobre los metabolitos del cuerpo humano. A
través de ella se puede obtener informacién quimica,
clinica y bioquimica del compuesto seleccionado, de
forma directa o por medio de enlaces con otras bases
de datos (KEGG, PubChem, MetaCyc, ChEBI, PDB, Swiss-
Prot, y GenBank). (www.hmdb.ca).

Wishart DSy
cols., 2007

PubMed

Contiene la descripcion e informacion estructural de
millones de compuestos quimicos. Dentro de esta base
de datos se encuentran tres bases de datos primarias:
de compuestos (puros y mezclas), de sustancias
(mezclas, extractos y sustancias no caracterizadas) y
bioensayos (articulos referentes a bioactividades de
moléculas investigadas). Contiene enlaces a mas de 20
bases de datos adicionales.
(pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Bolton Ey
cols., 2008

MassBank

Es una base de datos focalizada en el espectro de
masas de alta resolucion de metabolitos. Entre las
bases de datos a las que se puede acceder a través de
ella se encuentran KEGG, KNapSAcK y LipidBank.
(www.massbank.jp)

HoraiHy
cols.,
2010

Tabla 5. Principales bases de datos para la identificacion de metabolitos.

3.2.1 Espectroscopia de RMN

La Resonancia Magnética Nuclear (Lindon JC y cols., 2007) es un fenémeno basado en la existencia
de nicleos con momento dipolar magnético no nulo. La espectroscopia de RMN se basa en que no
todos los nicleos de un mismo isdtopo resuenan a la misma frecuencia debido a que estos ntcleos
estan rodeados por una nube de electrones diamagnéticos la cual generard un campo magnético
local opuesto al campo magnético principal. Esta modificacién dependerd de la distribuciéon de elec-
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trones alrededor del ntcleo y, por tanto, de la estructura quimica molecular. Esta pequefna modifica-
cion de la senal de resonancia de los nticleos se conoce como desplazamiento quimico del spin. Las
senales de ntcleos individuales pueden mostrar desdoblamientos debidos al acoplamiento indirecto
espin-espin. Para dos nucleos con espin % como es el caso de los protones, las lineas de resonancia
de cada prot6n se desdoblardan en un doblete, dos lineas correspondientes a las dos posibles orienta-
ciones del protén adyacente respecto al campo magnético. Extendiendo la cadena de acoplamientos,
cada componente de un doblete puede desdoblarse, a su vez, en otro doblete, formando tripletes,
dobles dobletes, etc. De esta forma, el acoplamiento indirecto espin-espin es un pardmetro evaluable
para la distincion entre isémeros y para las medidas de conformaciéon molecular.

Es, por tanto, un procedimiento muy robusto y versatil que permite la medida de un gran niimero de
metabolitos de forma fiable y repetitiva, partiendo de un proceso de acondicionamiento de muestra
muy sencillo, y con un nivel de automatizacién muy alto. El campo magnético de los equipos de RMN
utilizados en metabolémica es, en general, muy alto (superior a 10 teslas), y existen sondas que per-
miten la medida en flujos, asi como en materiales semisélidos.

3.2.1.1 Espectroscopia bidimensional

En la RMN unidimensional una molécula esta caracterizada por la amplitud espectral representada
en un eje de frecuencias. Este método permite la determinacion de la composicién de una muestra
solamente si no se observan solapamiento de sefiales en el espectro. Como solucién al solapamien-
to de senales, a mediados de los afios 70 se desarrollé un método de espectroscopia de RMN bidi-
mensional (Aue Wp y cols., 1976). El espectro bidimensional obtenido dard un mapa bidimensional,
donde las sefiales espectrales serdn representadas en funcién de dos dimensiones de frecuencia. Una
senal cruzada en este mapa indicard que durante la secuencia de pulsos se ha producido una trans-
ferencia de magnetizacién entre un par de espines. El anélisis de este mapa bidimensional ayudara a
identificar los metabolitos presentes en las muestras estudiadas.

3.2.1.2 Espectroscopia de alta resolucion por dngulo magico

La espectroscopia de RMN de alta resolucién por giro de dngulo mdagico (HR-MAS) es una técni-
ca que permite la adquisicién de espectros de alta resolucion de tejidos y células al compensar los
mecanismos de ensanchamiento de senal, de tal forma que en el tratamiento tedrico de muestras
liquidas homogéneas, estos efectos se incluyen como pequenas modificaciones, pero cuando nos
encontramos con células o tejidos, implican una consideracién especial al ser dependientes de la
posicién de la muestra. El campo magnético local creado por el acoplamiento dipolar y la susceptibi-
lidad heterogénea variara segun la posicién de la muestra.

3.2.2 Espectroscopia de masas

La espectroscopia de masa (MS) (Watson JT y cols., 2007; Wilson ID y cols., 2007) es una técnica mi-
croanalitica que puede ser usada selectivamente para detectar y determinar la cantidad de un deter-
minado analito en una muestra. Esta técnica se basa en identificar las particulas ionizadas en estado
gaseoso a través de su relaciéon masa/carga, la masa del i6n dividido por el nimero de cargas que
posee. De esta forma, los espectrémetros de masas, haciendo uso de campos magnéticos o de una
combinaciéon de campos eléctricos y magnéticos, podran modificar la posicién de estas particulas,
obteniendo un espectro de la relacién masa/carga. Normalmente la separacién iénica se lleva a cabo
mediante cuatro métodos: sector magnético, transformada de Fourier de la resonancia del ciclotrén
del i6n, cuadrupolo y tiempo de vuelo, siendo estas dos tltimas las més utilizadas en aplicaciones
metabdlicas.
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Los espectrometros de tiempo de vuelo (TOF) miden el tiempo requerido por un ién para viajar des-
de la fuente de iones al detector. Como todos los iones recibirdn la misma energia cinética durante
la aceleracion, las diferentes velocidades corresponderan a diferentes valores de su relacion masa/
carga.

Los espectrémetros de cuadrupolo (Q) hacen uso de campos eléctricos oscilantes para selectivamen-
te estabilizar o desestabilizar los iones que pasan a través de un campo cuadrupolar de radiofrecuen-
cia creado por cuatro placas paralelas. De esta forma, solamente se permite pasar en un determinado
tiempo a los iones con un determinado valor de la relacién masa/carga.

Uno o mds de uno de estos analizadores (del mismo o diferente tipo) pueden ser acoplados para
crear un tindem de espectrometros de masas (MS/MS). Estas asociaciones proporcionan mdltiples
posibilidades en el disefio de experimentos. Por ejemplo, una de las combinaciones méds comunes
es el Q-TOF, donde utilizamos un cuadrupolo, que nos permitira pasar inicamente los iones con un
valor de la relacién masa/carga determinado, y un espectrémetro de tiempo de vuelo que analizaré
los fragmentos de dicho i6n.

La sensibilidad y selectividad de la espectroscopia de masas la convierten en una técnica ideal parala
deteccion de metabolitos. No obstante, el anélisis metabolémico requerird de un fraccionamiento de
las muestras previo a la MS. Por lo tanto, cuando hablamos de andlisis metab6lomico por espectros-
copia de masas, realmente nos estamos refiriendo a la combinacion de la espectroscopia de masas
con técnicas de separacién como son la cromatografia de gases (GC) o cromatografia liquida (LC).
Las técnicas de GC-MS y LC-MS permiten analizar una gran cantidad de metabolitos a sensibilidades
muy superiores a las de la RMN y, ademads, eligiendo el método de separacion adecuado, se consigue
una gran selectividad, proporcionando una comprensiéon mayor del metaboloma. GC-MS es ttil para
metabolitos volatiles o aquellos que se hacen voldtiles por derivacién quimica como aminoacidos,
acidos grasos y otros acidos orgdnicos, mientras que la LC-MS es mads ttil para el andlisis de metabo-
litos no voléatiles como los compuestos fosforilados (Wen T y cols., 2013). Dentro de esta tltima esta
la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) o la cromatografia liquida de ultra-alta resolucién
(UPLC). El uso de HPLC-MS en estudios metabolémicos ha experimentado un gran desarrollo en
los ultimos afios frente a otras técnicas como la cromatografia gaseosa, al requerir una preparacion
menos compleja de muestras. Muestras bioldgicas acuosas como la orina requerirdn una minima
preparacién. El andlisis de muestras mas complejas como el plasma requerird métodos de prepa-
raciéon més exhaustivos para prevenir la degradacién de la columna del cromatégrafo. Las muestras
retenidas por el HPLC pasaran al espectrometro ionizadas mediante un electrospray. Dado que algu-
nos analitos ionizardn mejor en modo positivo y otros en modo negativo, un estudio metabdlomico
completo requerirdel  andlisis por ambos métodos de ionizacidn. No obstante, la generalizacidon
del HPLC-MS para anélisis metabolémicos atin guarda una serie de cuestiones por resolver. Uno de
los problemas es que no todas las moléculas se ionizardan de la misma manera, provocando diferen-
cias de sensibilidad atin cuando los componentes estén presentes en la misma concentracién molar.
Esto complica el andlisis de muestras complejas como la orina o el plasma, donde no todos los com-
ponentes son conocidos.

No obstante, mediante un andlisis metabolémico por HPLC-MS detectaremos de una forma rapida
biomarcadores discriminantes entre las muestras, lo complicado serd determinar qué moléculas son
estos biomarcadores. En la tabla 6 se presentan ventahas e inconvenientes de la MS en el uso de la
metabolémica.
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VENTAJAS | INCONVENIENTES

e Alta sensibilidad y selectividad en e |a sensibilidad depende de la eficiencia de
cualquiera de sus métodos utilizados. la ionizacion.

e Adecuado para la obtencion de huellas y ®Mas eficaz cuando se acopla a técnicas de
perfiles metaboldmicos. se paracion.

® Medidas seguras de masa/carga ideales e Protocolo de preparacién de muestras mas
para la identificacion de metabolitos. laboriosos.

Tabla 6. Ventajas e inconvenientes de la MS para su uso en metabolémica.

3.2.3 Reconocimiento de patrones

Los métodos quimiométricos o de reconocimiento de patrones nos permiten extraer la informacién
relevante de la compleja matriz de datos metabdlicos. Estos métodos podemos dividirlos en dos ver-
tientes, métodos no-supervisados y métodos supervisados. Los métodos no supervisados se encargan
de reducir la complejidad de una manera robusta, produciendo representaciones gréficas facilmente
interpretables. En los métodos supervisados, un conjunto de muestras de clase conocida son utilizadas
para construir y entrenar un modelo matemadtico que serd evaluado con un conjunto independiente de
muestras. Entre los métodos no supervisados destaca el Anélisis de Componentes Principales (PCA),
mientras que entre los supervisados diversas técnicas como el Andlisis Discriminante por Minimos
Cuadrados Parciales (PLS-DA), el Andlisis Lineal Discriminante (LDA), el Andlisis por Vecinos Cerca-
nos (KNN) o las redes neuronales han sido utilizados con éxito en los estudios metabolémicos.

3.2.3.1 Analisis de Componentes Principales

PCA es una de las técnicas exploratorias mas comunes en el andlisis metabolémico (TryggJ y cols.,
2007; Eriksson Ly cols., 2005) al poder representar datos espectrales en un espacio de baja dimen-
sionalidad. Los componentes principales son autovectores de la diagonalizacién de la matriz de co-
varianza de la matriz de datos original. De esta forma, el primer componente principal consistird en
una combinacioén lineal de todas las variables espaciales ponderadas para explicar el maximo de la
varianza total del espacio original; el segundo componente principal serd ortogonal al primero y ex-
plicard el méximo de la varianza residual, y asi con el resto hasta que la varianza total esté explicada.

3.2.3.2 Analisis discriminante por minimos cuadrados parciales

El Andlisis Discriminante por Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA) es un método de regresién
lineal supervisada basado en la combinacién de una matriz de observables (datos espectrales) y una
matriz de valores cualitativos. El objetivo del PLS-DA es encontrar variaciones relevantes en la matriz
de observables que presenten un méaximo de covarianza con el vector de informacién. PLS-DA pro-
porciona un método gréfico de facil comprension para identificar las regiones espectrales que mar-
can una separacion entre clases, mostrando la bondad de la separacién y la significancia estadistica
del resultado (Berenton RG, 2007).

3.2.3.3 Analisis lineal discriminante

El Anélisis Lineal Discriminante (LDA) se trata de otra técnica comun en la interpretaciéon de datos
metabolémicos (Hewer R y cols., 2006). A través del LDA se obtendrdn funciones discriminantes,
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combinaciones lineales de las variables originales seleccionadas para maximizar las diferencias entre
los grupos de muestras analizadas. De esta forma, si las muestras analizadas estan divididas en dos
grupos, la funcién discriminante serd una linea. Si tenemos tres grupos obtendremos un plano y para
mads de tres clases obtendremos hiperplanos de dimensién n-1, siendo n el nimero de grupos.

El LDA al tratarse de un método estadistico supervisado, donde el usuario proporciona al algoritmo
informacién sobre la clase de cada muestra, es necesario que el modelo construido se valide con uno
conjunto externo de muestras con el fin de demostrar su robustez.

3.2.3.4 Analisis por vecinos cercanos

La regla de los vecinos cercanos (KNN) (Fix E y cols., 1989) es uno de los métodos supervisados mas
bésicos para la clasificacidn de muestras. Para calificar un objeto de clase desconocida se computa
la distancia al resto de los objetos. La clase del objeto a una distancia mas corta es seleccionada asig-
nando esa misma clase al objeto desconocido. Primeramente se construird el modelo con una parte
de las muestras, y finalmente serd validado con el resto de muestras.

3.2.3.5 Redes neuronales

La aplicacion de redes neuronales artificiales para el procesamiento de datos esté caracterizada por
una analogia con la neurona biolégica. Una red estd formada por una red de capas de nodos, en cada
uno de los cuales se realiza una operacion sencilla con varias entradas para producir una tinica salida
(Venables Wy cols., 2008).

3.3 Metabolémica y medicina

Los avances en el campo de la metabolémica estdn siendo utilizados actualmente en una gran va-
riedad de aplicaciones clinicas y farmacolégicas dentro de la medicina. Asi, se han venido aplicando
con éxito en las distintas etapas del desarrollo de nuevos farmacos, ya sea en la deteccion y selecciéon
de nuevas sustancias activas; en la medida de los cambios metabdlicos generados por ellas; en la
toxicidad del principio activo o en la comprobacién de los efectos sobre la salud del medicamento en
poblaciones (Wishart DS y cols., 2008).

También tiene un enorme potencial en la monitorizacién de intervenciones nutricionales, a partir
de la medida del cambio provocado por un determinado alimento sobre determinados grupos de
metabolitos, especialmente los triglicéridos y el colesterol.

La metabolémica se ha revelado, también, muy eficaz en la monitorizacién de los transplantes de
organos soélidos, ya que a partir de una muestra de orina o suero, permiten analizar la evolucién de
un conjunto de metabolitos que indican en estadios incipientes, si se producird o no el rechazo del
organo implantado.

Otro ambito de aplicacién es en la medicina personalizada. Actualmente, cuando se elige un trata-
miento para una persona enferma, se conoce muy poco sobre su fenotipo y sobre las probables reac-
ciones frente al tratamiento elegido. El conocimiento de las variables metaboldmicas deberia servir
para predecir la reaccion de un ser vivo a la administracién de medicamentos, de tal manera que el
tratamiento podria particularizarse para cada individuo.

Una de las contribuciones més importantes de la metabolémica estaria dirigida a la deteccién de facto-
res de riesgo poblacionales. A partir de un andlisis de orina o suero, se pretenderia conocer para un de-

terminado individuo, qué factores de riesgo presenta, y a qué tipo de enfermedades estd predispuesto.
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Y, finalmente, otro ambito de aplicacién emergente es en lo referente al diagnéstico y tratamiento de
enfermedades metabdlicas, neurolégicas, y especialmente oncoldgicas.

3.4 Metabolémica aplicada a la oncologia

De los principales papeles que intervienen en la cancerinogénesis, uno de los mds importantes recae
sobre los cambios en el RNA y los niveles de expresion y regulacién de las proteinas (Chari Ry cols.,
2010). Sin embargo, los recientes avances en MS han permitido el estudio, identificacién y cuantifica-
cién de compuestos de bajo y medio peso molecular a una escala inimaginable, lo que ha permitido
descubrir la importancia de este estatus bioquimico en la regulacién del cancer. Y es que, aunque la
reprogramacion del metabolismo energético como una de las caracteristicas emergentes del cancer
(Hanahan Dy cols., 2011) se conoce desde hace relativamente poco, Warburg identific el metabo-
lismo alterado del cancer, descubriendo que las células neoplasicas utilizan la glicolisis anaerobia
en lugar de la fosforilacidn oxidativa para producir la energia que necesitan, incluso en presencia de
oxigeno, un fenémeno conocido como el efecto Warburg (Warburg O y cols., 1924). Otras vias impor-
tantes alteradas en el metabolismo del cancer seran la glutaminolisis, como fuente clave de precur-
sores del 4cido tricarboxilico; y las implicaciones de la piruvato kynasa mediante la canalizacién de la
conversién de fosfenolpiruvato en piruvato (Vermeersch KA y cols., 2013).

Se sabe, por tanto, que las células neoplésicas sufren unos cambios significativos en su metabolismo
que conllevan a una transformacién total de su medio ambiente (Boros LG y cols., 2013). Esto per-
mite que la evaluacién metabolémica se pueda realizar in vitro e in vivo, utilizando células, fluidos
o tejidos. Los biofluidos constituyen las muestras mas sencillas para trabajar, y se han publicado es-
tudios con suero, plasma, orina, liquido ascitico, saliva, lavado bronquioalveolar, bilis, secreciones
prostaticas y liquido cefalorraquideo. La gran mayoria de investigaciones se llevan a cabo con suero,
plasma u orina (Lindon JC y cols., 2003), quizas porque estos fluidos poseen el mayor potencial para
proveer de informacién relacionada con el estado de salud del organismo. Los metabolitos de la san-
gre y de la orina reflejan el resultado del estado de la enfermedad asi como la respuesta del huésped
a dicha agresidn. Se requieren pequenos volimenes de muestra, y cuando son almacenados a bajas
temperaturas, ambos tipos de muestra, orina y suero, pueden permanecer inalterables durante largos
periodos de tiempo; de tal forma, que los analisis posteriores no se veran alterados por esta condi-
cion; encontrandose, incluso, menos variaciones diurnas y entre sujetos en las muestras de suero.
Por tanto, los perfiles metaboldmicos basados en muestras de suero y orina se han utilizado con fines
diagndsticos en una gran variedad de tumores, incluyendo vejiga, renal, hepético, colon, mama, prés-
tata y ovario (Davis VW y cols., 2011).

Por otro lado, la utilizaciéon de muestras de tejido tumoral, siempre que se consiga material suficien-
te, conlleva mas dificultad y es mds costoso debido a su gran heterogeneicidad. A esto se une que
las células estromales y las células epiteliales que rodean a las células tumorales pueden contami-
nar el perfil metabolémico, sesgando asi los resultados si se comparan con muestras puras de tejido
tumoral. Las técnicas de microdiseccién pueden solucionar este problema, purificando la muestra,
pero esto requiere un incremento significativo del equipo utilizado y de la experiencia. Debido a la
alta susceptibilidad que presentan las rutas metabdlicas a influencias exdgenas, hay que ser muy
cuidadoso en la metodologia de extraccién de las muestras, y en su posterior conservacion a bajas
temperaturas.

En cuanto a las técnicas analiticas, como se ha comentado anteriormente, se cuenta con la MS y la
RMN, siendo éstas las dos técnicas mds usadas en el andlisis metabolémico. El espectro de datos de
la RMN y de la MS proveniente tanto de los tejidos tumorales como de los biofluidos, contiene cien-
tos de senales de metabolitos enddgenos y son altamente redundantes. Para ello los sets de datos
los reducen a entre 100 y 500 segmentos espectrales, y sus respectivas intensidades de sefales son
introducidas directamente en programas estadisticos (Dettmer K y cols., 2007). El primer paso del
andlisis metabolémico facilita el reconocimiento de modelos, o la categorizacién dentro de grupos,
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como “normal” vs “cdncer” o “respondedores” vs “no respondedores’, basdndose en la diferencia de
espectros. La interpretacién de los marcadores nos muestra informacién sobre las relaciones entre
las muestras, e ilustra tendencias y agrupamientos. En el siguiente paso, las regiones especificas que
son responsables de la formacién de grupos en el primer paso, son identificadas y unidas a metaboli-
tos especificos basados en sus caracteristicas quimicas por RMN. El tltimo paso del analisis consiste
en la cuantificacién y asociaciéon de biomarcadores con respecto a caracteristicas particulares como
el grado del tumor o la respuesta a terapias. Segun el tamano del grupo, se podran utilizar métodos
estadisticos como la t de Student o ANOVA.

3.4.1 Metabolémica como biomarcador en la oncologia

Los biomarcadores son ampliamente utilizados en la medicina clinica como factores prondsticos o
predictivos. Como ejemplos en la oncologia estdn los receptores hormonales y el Her2 en el cancer
de mama. De forma general, los biomarcadores metabolémicos en oncologia se utilizan, bien para
la deteccién de la propia enfermedad, o bien para evaluar la respuesta a los tratamientos, lo cual, se
suele hacer de forma preclinica utilizando animales o cultivos celulares, seguido de una posterior
validacién en biofluidos o tejidos tumorales (Nagrath D y cols., 2011)

3.4.1.1 El metaboloma del cancer.

Lainformacién disponible enlo que respecta al metaboloma tumoral es cada vez mas amplia. Usando
una metodologia estdndar, la metabol6mica del cdncer muestra niveles elevados de fosfolipidos (ca-
racterizados por una elevaciéon de los componentes que contienen colina y fosfocolina), incremento
de la capacidad glicolitica, incremento de la funcién glutaminolitica y sobreexpresion de isoenzimas
de la glucolisis, como la piruvato-quinasa tipo 2 (Glunde Ky cols., 2006).

Igualmente, el perfil metabolémico lipidico estd documentado con hasta un 83% de sensibilidad para
discernir entre pacientes con cancer y controles, utilizando para ello la RMN en muestras sanguineas
(Bathen TFy cols., 2000).

Sin embargo, a pesar de lo comentado, contintian existiendo grandes lagunas en lo que al conoci-
miento del metaboloma del tumor se refiere. Asi, entre los distintos tipos de tumores, los perfiles
pueden variar con respecto a muchos metabolitos, incluyendo alanina, citrato, glicina, nucleétidos
y lipidos, haciendo muy dificil el poder extrapolar conocimientos de un tipo de tumor a otro (Griffin
JLy cols., 2004).

3.4.1.2 Diagnéstico de cancer

Todas las ciencias “~dmicas” han utilizado una gran variedad de plataformas experimentales de
reconocimiento de patrones para el diagndstico de diferentes tipos de tumores. Quizds la mejor
aplicacion hasta ahora de la metabolémica en el diagnéstico del céncer, sea en el de la mama.
Varios estudios con RMN, analizando biopsias de mama, han identificado hasta 30 metabolitos
endégenos en el tejido mamario. Se han encontrado niveles altos de fosfocolina, y bajos de glice-
rofosfocolina y glucosa, en comparacién con tumores benignos o tejido sano. De tal forma, cuando
91 muestras de tumores de mama fueron comparados con 48 muestras de tejidos sanos adyacentes
mediante RMN, se detect6 un fenotipo maligno con una sensibilidad del 83% y una especificidad
del 100% para el tamafo tumoral, la afectacién ganglionar, el estado hormonal y la histologia (Ba-
then TF y cols., 2007). Esto demostraria in vivo que ante una imagen sospechosa de céncer de
mama en una paciente, el 68% de las biopsias podrian ahorrarse detectando los niveles de colina
(Jacobs MA y cols., 2004).
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De forma muy similar al cdncer de mama, el cdncer de préstata se caracteriza por un perfil metaboli-
co con altos niveles de compuestos de colina y fosfocolina y un incremento de lactato y alanina como
productos de glucolisis (Swanson MG y cols., 2006). El fluido prostatico de los pacientes con cancer
de prostata se caracteriza por mostrar bajos niveles de citrato y elevados de fosfato de espermina,
comparado con sujetos sanos. De hecho, en un estudio con 28 pacientes con cancer y 33 controles, se
objetivé que la deteccidn en el fluido prostético de citrato y fosfato de espermina, se correlacionaban
con el grado de diferenciacion descrito por Gleason, ademds de superar al PSA en el diagndstico de
cancer (Kline EE y cols., 2006).

Con respecto a los tumores cerebrales, células in vitro procedentes de meningiomas, neuroblastomas
y glioblastomas han mostrado patrones metabolémicos que reflejan diferencias en alanina, glutama-
to, creatina, foforilcolina y treonina entre los distintos subtipos histoldgicos. Estas diferencias meta-
bolicas podrian ser de utilidad a la hora de localizar los lugares de biopsias mas rentables, constitu-
yendo, asi, un mapa metabdlico para procedimientos ablativos (Dowling C y cols., 2008).

Se han investigado también diferencias metabolémicas entre mujeres sanas y aquellas con cédncer
epitelial de ovario, llegando a obtener perfiles metabdlicos que diferencian mujeres con céncer de
mujeres premenopausicas o de mujeres con enfermedades benignas de ovario en el 100% de los ca-
sos. Estas diferencias se corresponden con vias responsables de la regulacidon del metabolismo de la
pirimidina (Fujwaki Ry cols., 2000).

Estosy otros resultados muestran, pues, el potencial de la metabolémica en el campo del diagndstico
del cancer, con una mayor sensibilidad y menos agresividad que las técnica hasta ahora utilizadas.

3.4.1.3 Evaluacién de respuesta al tratamiento

El uso de la metabolémica para evaluar el efecto de los tratamientos, tanto como marcador predic-
tivo de eficacia como marcador farmacodindmico, se ha demostrado in vitro en la quimioterapia y
en la hormonoterapia. El uso de la RMN en cultivos celulares de glioma humano consiguié predecir
la respuesta al tratamiento previo al mismo utilizando la 1-(2- cloroetilo)-3-ciclohexyl-1-nitrosurea
(El-Deredy W y cols., 1997). Igualmente, la respuesta de las células endometriales a la exposicion
hormonal, en este caso, tamoxifeno, objetivé un cambio en los nucledtidos dosis dependiente, sugi-
riendo que el tamoxifeno podria modificar la trascripcién del RNA (Griffin JL y cols., 2003).

También se han realizado investigaciones in vivo como por ejemplo los cambios metabdlicos pro-
ducidos por las nitrosureas en células de melanoma y céancer de pulmén en ratones (Morvan D y
cols., 2007). Durante la fase de inhibicién del crecimiento, las muestras tumorales mostraron un
incremento significativo de glucosa, glutamina, aspartato, y metabolitos derivados de la serina, al
igual que un descenso en succinato, lo que sugeria un reduccion de la sintesis de nucledtidos y de las
vias de reparacién del DNA. La recuperacidn del crecimiento reflejé una adaptacién del metabolis-
mo que incluia la activacion de los sistemas de produccién de energia y el incremento en la sintesis
de nucledtidos.

Igualmente, en el cdncer de prostata, el citrato se ha posicionado como un buen marcador de sensi-
bilidad. Una alta puntuacién segtin un perfil metabdlico obtenido y el tamafo tumoral, fue predictivo
de recaida en 15 de los 16 pacientes reclutados para el estudio (Pucar D y cols., 2004).

Por lo tanto, hay un esfuerzo por todos los profesionales implicados en el tratamiento del cédncer
en conseguir afianzar el uso de la metabolémica en la evaluacion de la respuesta al tratamiento en
oncologia. Los intermediarios del metabolismo de la fosforilcolina han demostrado ser un potencial
biomarcador para la monitorizacién de la eficacia del tratamiento en una gran variedad de cénceres
humanos. Asi, por lo general, un descenso en los compuestos de colina suele ir correlacionado con
una respuesta a la quimioterapia o a la radioterapia, y puede constituirse en marcador temprano de
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eficacia, detectdndose, antes, incluso, que las tradicionales respuestas por imagen del cdncer de prés-
tata, mama, cerebrales y linfomas no Hodgkin.

3.4.1.4 Novedades terapéuticas

El esfuerzo en el desarrollo de los tratamientos oncoldgicos de los dltimos afios se ha encaminado
hacia el desarrollo de drogas que medien especificamente en rutas aberrantes que intervengan en
el proceso de crecimiento, proliferacion y metastatizacion. Los biomarcadores se han venido utili-
zando de forma progresiva para el desarrollo de dicho agentes, de tal forma que nos han ayudado a
identificar, validar y optimizar dianas y agentes terapéuticos; determinar y confirmar mecanismos
de accion y, por supuesto, predecir y monitorizar respuestas al tratamiento, toxicidad y resistencias.
Ejemplos actuales de este uso de la metabolémica, lo tenemos en el desarrollo de los inhibidores de
tirosin-kinasa, agentes proapoptdticos y los inhibidores de las proteinas de choque térmico.

Una hipétesis explorada ha sido el tratamiento con agentes diana como inhibidores de sefiales de
transduccidn, lo que resultd en distintos perfiles metaboélicos entre células sensibles y resistentes. Asi,
el imatinib, un inhibidor tirosin-kinasa del encogen BCR-ABL, demostré una disminucién de la proli-
feracién celular y una induccion a la apoptosis en la leucemia mieloide crénica (Fan Gy cols., 2000).
Metabdlicamente, imatinib inhibe la sintesis de macromoléculas requeridas para la supervivencia de
la célula mediante la supresién de sustratos bésicos (Serkova N y cols., 2005). Utilizando la RMN, se
ha investigado el metabolismo de la glucosa de las leucemias mieloides crénicas BCR-ABL positivas
tratadas con imatinib, demostrando un descenso de la glucosa por inhibicién de la glucolisis, al igual
que se ha objetivado una disminucién significativa de los niveles de fosfocolina, lo que se ha relacio-
nado con una disminucién en la proliferacién celular (Gottschalk S y cols., 2004). También se han
comunicado resistencias metabolémicas a imatinib, de tal forma que un descenso en la oxidacion de
la glucosa mitocondrial y unos niveles altos de fosfocolina fueron indicativos de resistencia al firma-
coy progresion (Serkova Ny cols., 2005). Estos datos indican que los perfiles metabolémicos pueden
proveer de un método para monitorizar los cambios en el metabolismo celular que reflejen de forma
temprana una resistencia a los agentes antidiana.

La apoptosis tiene un papel fundamental en los tratamientos de quimioterapia y radioterapia, y su au-
sencia estd bien correlacionada con mecanismos de resistencia (Schmitt CA y cols., 1999). Multiples
nuevos agentes antidiana relacionados con la apoptosis estan en desarrollo hoy en dia. Un agente ya
conocido es el FK866. Los efectos metabélicos observados consisten en un aumento del bifosfonato
de fructosa, con el consiguiente descenso del pH como resultado de ciclo glucolitico incompleto.
Otras alteraciones son compatibles con cambios en la sinstesis de guanilato, los niveles de pirimidina
y metabolismo de fosfolipidos, etc. Todos estos cambios conducen a vias de sefalizacion aberrantes
que finalmente dan como resultado la apoptosis (Muruganandham My cols., 2005).

Otra aplicacion de la metabdlica es en el area de los inhibidores de las proteinas de choque térmico.
Aunque los mecanismos de accién no estdn bien dilucidados, los datos sugieren esta familia de agen-
tes podrian inducir la destruccién celular relacionados con los oncogenes (Neckers L. 2007). En un
estudio de pacientes con cancer de colon tratados con inhibidores de Hsp90, se observé un aumento
de fosfocolina y de la razén fosfomonoester/fosfodiester, valina y fosfoetanolamina, todo ello compa-
tible con alteraciones fosfolipidicas. A la vista de estos resultados, se podrian utilizar los cambios me-
tabdlicos como biomarcadores farmacodindmicos de los inhibidores Hsp 90 (Chung YLy cols., 2003).

3.4.2 El futuro de la metabol6mica en la oncologia
La metabolémica es una nueva disciplina que abarca la evaluacién de los metabolitos de forma com-
prensiva, reconociendo sus patrones y realizando andlisis estadisticos. Los biomarcadores son am-

pliamente utilizados en la clinica habitual para pronosticar o predecir el estado de la enfermedad. La
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metabolémica deberia ser utilizada para identificar biomarcadores, incluyendo huellas metabdlicas,
perfiles o firmas que caractericen la evolucion del cancer. Utilizando esta tecnologia, se podria, even-
tualmente, ser capaz de diagnosticar la enfermedad de forma temprana, que es cuando, realmente,
puede llegar a ser curable; determinando, asi, la agresividad del cancer para ayudarnos a determinar
el prondstico, la terapia y predecir la eficacia de las drogas.

El uso de la metabdlica como herramienta diagndstica ha sido validado en el caso del cdncer de prés-
tata (Huan T y cols., 2016). El precedente de esta tecnologia émica incluye el dianéstico y el pro-
ndstico del cancer de colon, utilizando los microarrays, y el diagnéstico del cancer de ovario con
perfiles séricos de proteinas (Buckhaults Py cols., 2001; Petricoin EF y cols., 2002). Por otro lado, otras
publicaciones demuestran ya la utilizacién de perfiles metabélicos en el cancer de ovario analizando
muestras de tejido, e incluso plasma (Gaul DA y cols., 2015).

El diagnéstico del cancer de pancreas también ha sido posible in vivo analizando el ciclo de la glu-
cosa (Boros LG y cols., 2005). Estudios actuales ya estan evaluando el uso de los biofluidos, como por
ejemplo, saliva en el cancer oral (Ishikawa S y cols., 2016); las secreciones pancreaticas y plasma en
el cancer de pancreas (Di Gangi y cols., 2016); orina en cancer gastrico (Chan AW y cols 2016) y el
liquido pleural, el lavado bronquioalveolar o incluos el esputo, en el cdncer de pulmén (Cameron SJy
cols., 2016). Si se pueden encontrar patrones patognomonicos y se pueden validar en estos fluidos, la
metabolémica puede ahorrar tiempo, costes y esfuerzo a la hora de obtener un diagnéstico definitivo
en situaciones en la que otras pruebas diagndsticas no son concluyentes. Ademas, la metabolémi-
ca tomara un papel destacado en el campo del screening poblacional, particularmente en aquellos
tumores cuyos metabolitos se secretan o se producen en biofluidos accesibles (Pasikanti KK y cols.,
2010; Qiu Yy cols., 2010; Wei J y cols., 2010).

De forma similar a otras estrategias, como la individualizacion en el tratamiento, la metabolémica
también se esta aplicando en la investigacion preclinica y clinica y a la evaluacién de valores predic-
tivos. Asi, una forma in vivo de metabolémica, es el PET, con el uso de la glucosa radioactiva, colina,
o la timidina como metabolito activo. Por ejemplo, en los tumores del estroma recurrentes, el PET
con fluorodesoxiglucosa fue superior respecto a la tomografia convencional a la hora de evaluar la
respuesta a imatinib (Holdsworth CH y cols., 2007). También se ha visto que cambios en el PET con
fluorodesoxiglucosa han sido predictores de respuesta a tratamientos citotdxicos estindar en cancer
de mama, cancer de pulmdn, cancer de ovario, tumores germinales y de cuello de ttero (Bokemeyer
Cy cols., 2002; Avril N y cols., 2005; Pio BS y cols., 2006; de Geus-Oei LF y cols., 2007; Kidd Ea y cols.,
2007). En hematologia, las patologias malignas en la cuales las pruebas de imagen PET con fluoro-
desoxyglucosa son ttiles; en cambio, si son subsidiarias de anélisis con células tumorales circulantes
con glucosa marcada con "*C Esta manera de evaluar los tratamientos, también puede ser aplicada a
las células tumorales de los tumores sélidos.

Por lo tanto, la metabdlica estd ya preparada para servir de marcador farmacodindmico de nuevos
agentes, y también puede ayudar a caracterizar efectos secundarios. Por ejemplo, puede utilizarse
como biomarcador de toxicidad renal, hepética y pulmonar utilizando varios metabolitos como la
glucosa, el lactato, lipoproteinas y aminoéacidos, los cuales pueden aumentar o disminuir, proveyen-
do asi, de un patrén asociado a una disfuncién orgénica (Serkova NJ y cols., 2006).

Con lo cual, aunque la metabolémica ha experimentado un gran desarrollo, y se ha empezado a uti-
lizar en la toma de decisiones clinicas, le queda todavia un largo camino por recorrer, junto con la
necesidad de conseguir integrarla junto a las demds ciencias émicas para conseguir caracterizar el
espectro total de la patologia oncoldgica.

3.5 Metabolémica y cincer de mama

El cdncer de mama es el la neoplasia més frecuente entre las mujeres, y surge como resultado del
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avance en el desarrollo de la carcinogénesis, un proceso vinculado a unos profundos cambios meta-
bdlicos mediante los cuales una célula normal se transformara en maligna.

A pesar de los multiples avances en el screening, diagndéstico, seguimiento y tratamientos, muchas
pacientes falleceran de forma secundaria a la enfermedad avanzada. Es verdad que el desarrollo de
nuevas técnicas quirdrgicas, radioterdpicas y tratamientos sistémicos, bien sean agentes diana, en-
docrinos o quimioterdapicos, han mejorado la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia
global (EBCTCG, 2005); sin embargo, atin se siguen requiriendo muchas mejoras que se puedan apli-
car a la clinica habitual.

Un punto critico para el desarrollo consiste en la busqueda de nuevas estrategias que se focalicen en
la biologia del tumor més que en la carga tumoral, reconociendo asi el cdncer como una enfermedad
heterogénea con distintos subgrupos e individualizando las evaluaciones clinicas y los tratamientos,
y es que la existencia de un cancer de mama especifico en un individuo determinado conlleva una
interaccién compleja y dinamica entre tumor y huésped. Un ejemplo claro lo tenemos en el estudio
de Borgan (Borgan E y cols., 2010), el cual mediante la combinacién de los DNA microarrays y el es-
tudio metabolémico mediante la RMN demostré, cémo incluso dentro de un mismo subgrupo, como
eran pacientes Luminal A, habia diferencias en términos de menores niveles menores de glucosay
mayores de alanina, lo que sugeria disparidad en la actividad glicolitica, y contribuiria asi una clasi-
ficacién mas refinada.

Por tanto, el fenotipo metabdlico maligno y la dependencia del tumor de su huésped, conforman el
racional biolégico bajo el que se sostiene la investigacién metabolémica en el cdncer. Esto va a poder
permitir una aproximacion clinica al cdncer de mama, particularmente en el screening, diagndstico,
estadiaje, asi como marcador para predecir resultados, respuestas a terapias y toxicidades.

3.5.1 Implicaciones clinicas
3.5.1.1 Diagnéstico y estadiaje

En términos de diagndstico de cancer de mama, el principal problema continda siendo la depen-
dencia de disponibilidad de tejido procedente de la paciente, lo cual lleva vinculado la supeditaciéon
de habilitar distintas técnicas como son la puncién con aguja fina, la biopsia, o bien, la extirpacién
completa del tumor. A esto habria que sumarle un personal experimentado que ejecutara dichos
procedimientos, asi como el riesgo derivado de la realizacién de dichas técnicas. No se debe olvidar
que posteriormente hay que realizar una labor morfoldgica e inmunohistoquimica, la cual se desa-
rrolla por un patélogo. Este estudio consume mucho tiempo y recursos, y no deja de ser dependiente
del profesional que manipula y estudia la muestra.

Otro de los principales problemas reside en la diferenciacion exacta de los tejidos malignos respecto
alos tejidos normales y benignos (tabla 7), seguido de intentar discriminar las caracteristicas que van
a representar a las células tumorales, como son el estado de los receptores hormonales (receptores
de estrégenos y progesterona), HER2, invasion linfovascular, grado de diferenciacién o afectacion
ganglionar (tabla 8). Estos rasgos, junto con otros datos como la edad de la paciente y el tamano del
tumor, van a ayudar en el cancer de mama temprano a estimar el riesgo de recaida de la enfermedad;
al igual que aportardn, tanto en la enfermedad temprana como avanzada, a definir una estrategia de
tratamiento y predecir el beneficio de dicho tratamiento.
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ESTUDIO TEJIDO MALIGNO BENIGNO METABOLITOS

Sitter et al (2006) Biopsia 85 18 Glicerofosfocolina
(2010) Fosfocolina
Colina
Gribbestad et al Biopsia 16 16 Colina
(1997) Glucosa
Lactato
Taurina
Succinato
Mackinnon et al Puncidn 82 106 Colina
(1997) Creatina
Cheng et al (1998) Biopsia 19 20 Colina

Fosfatidilcolina

Bathen et al (2007) Biopsia 91 48 Glicerofosfocolina
Fosfocolina
Colina

Glucosa

Lactato

Taurina
Mioinositol
Creatina
Myo-inositol

Mountford et al Puncion 83 57 Colina
(2001) Creatina

Tabla 7. Distincion entre tejidos benignos y malignos mediante el estudio metabolomico.

ESTUDIO | FACTORES

Lean et al. (2004) Receptores de estrogeno
Receptores de progesterona
Grado tumoral

Bathen et al. (2007) Receptores de estrogeno
Receptores de progesterona
Grado tumoral

Afectacidn ganglionar axilar

Sitter et al. (2006) Afectacion ganglionar axilar
Mountford et al. (2001) Invasién vascular

Budzcies et al. (2013) Receptores de estrogeno
Xiaohu et al. (2014) Receptores de estrégeno

Tabla 8. Determinacion de factores prondsticos y predictivos mediante el estudio metabolémico.
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3.5.1.2 Diferencias entre normal, benigno o maligno

Sitter (Sitter B y cols., 2006) utilizando glicerofosfocolina, fosfocolina y colina consiguié discriminar
entre diferentes muestras de tumor con una sensibilidad del 82% y una especificidad del 100%. A
continuacién, compar6 un panel de metabolitos (colina, creatinina, beta-glucosa, mio-inositol, fo-
sofocolina y taurina), con tipo de tumor, tamano y afectacién ganglionar. Hubo pocas diferencias en
las concentraciones de metabolitos, no obstante, los niveles de colina y glicina fueron mayores en los
tumores mayores de 2 cm. En un articulo posterior, los autores comunicaron la relacion entre bajas
concentraciones de glicina con pacientes de buen prondstico y altas concentraciones en pacientes de
mal prondstico. En pacientes metastaticos o en aquellos tuvieron una recaida se encontraron bajos
niveles de taurina/glicina y glicerofosfocolina/glicina comparando con aquellas enfermas que per-
manecian sanas 5 afnos después de la cirugia. Estos resultados mostraron el papel que pueden jugar
estos metabolitos en el prondéstico y la recaida (Sitter B y cols., 2010).

Gribbestead (Gribbestead IS y cols., 1999) observo en el tejido tumoral presentaba alteraciones con
bajos niveles de glucosa y latos de colina. Otros cambios observados fueron incrementos de los nive-
les de lactato, taurina y succinato, y reduccidn de los niveles de fosfocreatina.

Mackinnon (Mackinnon WBYy cols., 1997) examiné 218 muestras por PAAF de 191 pacientes con cdn-
cer invasivo, in situ o con patologia benigna. Utilizando los picos espectrales atribuibles a la colina'y
la creatina, consiguieron distinguir entre los tejidos benignos y los malignos con una sensibilidad del
95% y una especificidad del 96%.

Cheng (Cheng LL y cols., 1996) utilizando patrones de fosfocolina consigui6, también, distinguir el
tejido tumoral del tejido sano circundante en el cancer de mama. Bathen (Bathen TF y cols., 2007)
basdndose en distintos metabolitos como la glucosa, lactato, creatinina, myo-inositol, taurina, glice-
rofosfocolina, fosfocolina y colina consigui6 distinguir entre tejido tumoral y sano. Este mismo autor
en un estudio posterior (Bathen TF y cols., 2013) con pacientes intervenidas, demostr6, mediante el
estudio en muestras de tejidos, un perfil metabdlico basado en la fosfocolina que diferencia al tejido
tumoral del tejido sano circundante. Este descubrimiento tendria aplicaciéon durante las cirugias de
cancer de mama, para reducir el nimero de reintervenciones, ademds de disminuir el nimero de
ocurrencias locales. Mountford (Mountford CE y cols. 2001) utilizando la RMN en muestras de PAAF,
distingui6 tejido maligno del benigno con una exactitud del 93%.

Mas recientemente, Qiu (Qiu Yy cols., 2013) presentd los resultados de un estudio en el que mediante
tres metabolitos estudiado en el plasma de pacientes con cdncer de mama, dos glicerofosfocolinas y
una lisofosfatidilcolina (lysoPC a C16:0, PC ae C42:5y PC aa34:2), establecié una ecuacion diagnds-
tica con la que diferenciaba con éxito las pacientes enfermas de las sanas con una sensibilidad del
98,1% y una especificidad del 96%.

3.5.1.3 Factores pronosticos y predictivos

Lean (Lean C y cols., 2004), a partir de muestras de tejidos obtenidas por PAAF de cancer de mama,
predijo el estado de los receptores de estrégeno, progesteronay grado de diferenciacién con una sen-
sibilidad del 91.1%, 90.9% y 96.2% respectivamente; al igual que con una especificidad del 89.5%,
86.3% y 95.2%.

Bathen (Bathen TF y cols., 2007) compar6 resultados histopatol6gicos con resultados obtenidos de
modelos de prediccion por RMN. El modelo se verificé en un nimero limitados de pacientes, con una
clasificacién correcta en 11/12 para receptores hormonales, 8/12 para afectacién ganglionar y 9/12
para el grado.

Sitter (Sitter By cols., 2006) mostr6 que podia predecirse la afectacién ganglionar a partir de los datos
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obtenidos por RMN de la muestra de tumor primario. Mountford (Mountford CE y cols., 2001), tam-
bién, consiguié predecir la afectaciéon ganglionar con una sensibilidad del 96% y especificidad del
97%. Igualmente consigui6 con la invasidn vascular: sensibilidad del 82% y especificidad del 100%.
Cheng (Chen LE y cols., 1996) desarroll6 un modelo preclinico de afectacién ganglionar, utilizando
incrementos de metabolitos como el lactato, creatinina/lisina, glutamato/glutamina en tejido tumo-
ral. Esta rdpida evaluacion anadiria eficiencia y podria eliminar los errores a la hora de manipulacién
de los tejidos dependientes de los técnicos y pat6logos.

Budzcies (Budzcies J y cols., 2013), estudiando el tejido tumoral de pacientes con receptores de es-
trégeno positivos y negativos mediante GC, obtuvo cambios en 19 metabolitos, que incluyeron el in-
cremento de beta-alanina, 2-hidroxiglutarato glutamato y xantina; y el descenso de glutamina en los
tejidos de pacientes con RE negativos. La beta-alanina demostrd la diferencia mds significativa para
diferenciar entre RE negativos y RE positivos.

Tangy cols (Tang X y cols., 2014) publicaron diferencias metabolémicas entre las pacientes con can-
cer de mama y receptores de estrégenos positivos respecto a aquéllas que los presentaban negativos.
De tal forma, las pacientes con receptores de estrogenos negativos presentaron notables diferencias
en las necesidades energéticas, potencial redox y catabolismo de las proteinas, que se correlacionaba
con un incremento en la biosintesis de glutatién, produccién de NAD+ y sefiales de proliferacion.

3.5.2 Eficacia del tratamiento y nuevos farmacos diana

El progresivo conocimiento y asimilacion de las distintas rutas metabdlicas en cdncer de mama no
s6lo han permitido un avance en el campo del diagndstico, sino que también han permitido un im-
portante desarrollo en la terapéutica.

Sterin (Sterin M y cols., 2001) evalud los niveles de fosfolipidos en canceres de mama tratados con
farmacos como el paclitaxel, vincristina, doxorrubicina y metotrexato. Se encontré una correlacién
entre los efectos citotéxicos de los agentes antimit6ticos y los cambios metabélicos. Los agentes an-
timicrotibulos (paclitaxel, vincristina y colchicina) causaron incrementos intracelulares de glicero-
fosfocolina que no estaban relacionados con cambios en la composicién de la membrana celular de
fosfolipidos. Este efecto se amplificaba si el tratamiento se sincronizaba con la fase G2 del ciclo celu-
lar. Estos resultados apuntan a la existencia e una interaccién entre el metabolismo de los fosfolipidos
y los microtubulos.

Belouche-Babari (Belouche-Babari M y cols., 2005) utilizando un inhibidor de de MAPK quinasa, de-
mostré en lineas celulares de cdncer de mama y colon, una disminucion de los niveles de fosfocolina.
Muruganandham (Muruanandham My cols., 2005) utilizando inhibidores de la sintesis de NAD, ob-
jetivé cambios en la via apoptética, incluyendo incrementos de la fructosa-bi-fosofonato y descenso
del pH y NAD, resultantes del ciclo incompleto de la glicolisis.

Glunde (Glunde Ky cols., 2004) demostré que la fosfolipasa y la lisofosfolipasa cumplen un papel
fundamental en el metabolismo aberrante de la fosfolipidocolina, detectado en las células del cancer
de mama. Estas enzimas se convierten asi en potenciales diana para la terapia antineoplésica del
cancer de mama, porque la fosfocolina y el total de metabolitos que contiene colina se correlacionan
con la malignidad que se le da a un cadncer de mama. De tal forma, inhibidores de la colina kinasa se
han utilizado como terapéutica (Ramirez de la Molina A y cols., 2002).

Por otro lado, recientemente, Cao (Cao By cols., 2013) ha demostrado la importancia que tienen los
cambios metabolémicos en el papel de la resistencia que las células tumorales del cancer de mama
desarrollan frente a un agente antineopldsico, como es la adriamicina. De tal forma, el tratamiento
con adriamicina conlleva un lento descenso en la glicolisis y en las vias metabdlicas de la biosintesis
de proteinas, purinas, pirimidinasy glutation. Se sugiere que este enlentecimiento del metabolismoy
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el agravamiento del estrés oxidativo se relacionan con la resistencia a la adriamicina. Utilizando esta
informacion, se podrian descubrir marcadores metabdlicos medibles que nos informarian de forma
temprana de la resistencia a firmacos.

3.5.3 Prediccidn y deteccion de toxicidad

La metabolémica también puede utilizarse como una herramienta para el estudio de la toxicologia
clinica, complementado, asi, a la farmacogendmica en su papel de predecir la eficacia y la toxicidad
de los agentes quimioterdpicos, endocrinos y diana. Mismos agentes quimioterapicos pueden indu-
cir diferentes toxicidades en pacientes con cdncer de mama incluso con misma densidad de dosis. Si
se pudiese predecir esta toxicidad, se podria hacer una mejor seleccién de estos agentes. Asi las dosis
podrian ser individualizadas, y los pacientes podrian evitar tratamientos inefectivos para ellos y to-
xicidades excesivas. Evaluaciones basales pretratamiento podrian predecir la toxicidad. Medidas se-
riadas durante el tratamiento podrian poner de manifiesto una toxicidad temprana, pudiendo llegar
a evitar la aparicién de los signos y sintomas secundarios a dicha toxicidad (Oakman Cy cols., 2011).

3.5.4 Biofluidos

Clasicamente, el andlisis metabolémico del cdncer de mama se ha realizado a través de muestras de
tejido o citologias. El gran reto consiste en confirmar si los perfiles metabdlicos son detectables en
biofluidos més faciles de obtener como el suero, la saliva (Sugimoto M y cols., 2010) o la orina, tal y
como refleja el estudio de Slupsky (Slupsky CM y cols., 2010), en el cual mediante RMN, obtiene un
modelo estadistico multivariante basado en 67 metabolitos obtenidos de la orina parala deteccién de
cancer de cdncer de mama en estadios tempranos con una especificidad del 93%.

Actualmente, la relacion existente entre el tumor y el huésped tanto en las fases iniciales de la enfer-
medad como en el diagnéstico y el pronédstico vienen dados por caracteristicas del tumor como son
el tamano, grado de diferenciacidn, estado hormonal, afectacién ganglionar etc. Sin embargo, en
la practica clinica se hallan individuos que con particularidades similares evolucionaran de forma
diferente después de la intervencién. El huésped puede jugar un papel principal en estos aconteci-
mientos. Esto se basa en los estudios de enfermedad micrometastdsica, mas especificamente, en las
células tumorales circulantes y en la infiltracién medular, demostrando que no todos los pacientes
con enfermedad medible desarrollardn enfermedad clinicamente evidente (Braun Sy cols., 2005; Xe-
nidis N y cols., 2003). La interacci6n critica entre tumor y huésped es dindmica y multifactorial, con
dependencia de la inmunidad del huésped y de las caracteristicas del estroma. Esta interaccién pue-
de ser capturada en una senal metabdlica.

3.6 Metabolémica y cancer de mama con muestras de suero

El entendimiento del cdncer de mama ha mejorado de forma sustancial debido al creciente nime-
ro de estudios de metaboldmica publicados hasta la fecha; sin embargo, la mayoria de ellos se han
centrado en identificar alteraciones metabolémicas en células o tejidos (Yang Cy cols., 2007), lo cual
suele conllevar técnicas invasivas que llevan aparejadas complicaciones propias como el sangrado,
infecciones o la diseminacién tumoral. En cambio, el anélisis de biofluidos, en este caso muestras
de suero, puede llegar a resultar mucho més atractivo desde el punto de vista que el clinico, que esté
mads acostumbrado a trabajar con este tipo de elementos, ofreciendo facilidad para su obtencién con
una minima preparacion. Otro aspecto importante a la hora de decantarse por el suero en vez del
tejido tumoral es porque la senal metabolémica capturada deriva tanto del tejido tumoral como del
individuo, detalle fundamental, si se considera que en el marco de la oncologia el comportamiento
dela enfermedad yla eficacia del tratamiento van a variar debido tanto a las caracteristicas del propio
tumor, como por las peculiaridades del anfitrién.
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En la deteccion de la enfermedad de forma temprana hay resultados publicados mediante la combi-
nacién de la RMN y MS (Gu Hy cols., 2011).

En enfermas ya diagnosticadas, Oakman y cols. han publicado datos en las que las pacientes con
cancer de mama metastatico pueden ser diferenciadas de las enfermas con estadios tempranos con
una sensibilidad del 72% utilizando muestras de suero estudiadas por RMN (Oakman Cy cols., 2013).
Posteriormente, este mismo grupo de investigadores han publicado un nuevo estudio en 2014 (Te-
nori L., 2014), en el que de forma retrospectiva comparaban el espectro metabolémico de pacientes
metastasicas con aquellas con la enfermedad en un estadio inicial e intervenidas, y que, ademads,
fueran RE negativos. De tal forma obtienen un modelo predictivo con una sensibilidad del 90% y una
especificidad del 67%. Ademas, se objetiva que las posibilidades de recaida se correlacionan con ba-
jos niveles de histidina y altos niveles de glucosa.

También se ha comparado el perfil metabdlico de las pacientes con el riesgo de recaida obtenido
por el Adjuvantonline!, objetivando que la metabolémica identificé mas pacientes con bajo riesgo de
recaida que dicha plataforma informadtica: de una n 44 pacientes, 23 fueron de bajo riesgo segiin Ad-
Jjuvantonline!'y 31 mediante metabolémica. Esto demuestra el papel de la metabolémica en la evalua-
cién de la enfermedad micrometastésica en el cincer de mama temprano (Oakman Cy cols., 2011).

Recientemente Jobard ha publicado un estudio en el que demuestra las diferencias en un perfil me-
tabdlico realizado mediante RMN, segtn el cual utilizando 9 metabolitos (histidina, acetoacetato, gli-
cerol, piruvato, glicoproteinas, manosa, glutamato y fenilalanina) permite distinguir perfiles metabé-
licos en suero en pacientes con cancer de mama metastatico de pacientes con enfermedad temprana,
con una sensibilidad del 89,8% y una especificidad del 79,3% (Jobard Ey cols., 2014).

Por otro lado, se ha obtenido un modelo predictivo para la identificacién de la recurrencia del cancer
de mama utilizando la deteccion de 11 biomarcadores, incluyendo tirosina y colina, mediante RMN y
GC-MS obteniendo una sensibilidad del 86% y una especificidad del 84% (Asiago VM y cols., 2010), lo
cual permite predecir a un 55% de las pacientes que recaeran, trece meses antes de que la recurrencia
sea diagnosticada clinicamente, ademds de permitir la deteccién del cdncer de mama metastético
antes que la deteccion por el marcador tumoral sérico Ca 27,29.

La metabolémica también se ha aplicado a muestras de suero en pacientes con cancer de mama me-
tastatico para explorar la respuesta al tratamiento. De tal forma, Tenori y cols. (Tenori L y cols., 2012)
analizaron las muestras de suero de 500 pacientes antes y durante el tratamiento con paclitaxel y un
agente anti-HER?2, en este caso lapatinib, contra un placebo. Utilizando el anélisis mediante RMN, el
estudio demostré que en el subgrupo de pacientes con enfermedad HER-2 tratadas con paclitaxel-la-
patinib mostraron diferencias significativas en los perfiles metabolémicos en cuanto el tiempo hasta
la progresion y supervivencia global.

Finalmente, se han publicado también perfiles metabdlicos en pacientes con cdncer de mama ancia-
nas, de tal forma, que se ha visto que aquellas consideradas fragiles en funcion de escalas geriétricas,
presentan un perfil basado en alteraciones de aminoécidos como la serina, triptéfano, hidroxiprolina
e histidina y sus derivados (Corona Gy cols., 2014).

3.6.1 Metabolémica y cincer de mama con muestras de suero como método diagnéstico

De todos es conocido que, en los ultimos afos, los avances tecnolégicos han permitido profundizar
en el conocimiento de la biologia de muchas enfermedades oncolégicas, no siendo una excepcién
el caso del cancer de mama. Sin embargo, dicho progreso no se ha traducido, en la mayoria de las
ocasiones, en un cambio en el tratamiento, en la prevencién o, centrdndonos ya en nuestro estudio,
en el diagnéstico.
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De tal forma, cuando actualmente se realiza el diagndéstico clinico de los tumores de mama, éstos
suelen presentar ya un tamano medio de 2 a 2,5 cm (Singletary SE y cols., 2002), lo que les hace ser
propenso a clasificarlos dentro del estadio III, convirtiéndolos ya en tumores que pueden mostrar
metastasis en los ganglios linfaticos axilares. Esto demuestra la carencia que existe, en este momento,
en la disponibilidad de una prueba diagndstica de alta precision. Asi, el estudio estdndar del que se
dispone, la mamografia, tiene una sensibilidad de un 54% a un 77% (Guth Uy cols., 2008). Otras he-
rramientas de diagndstico como la ecografia, la tomografia computarizada y la resonancia magnética
son ligeramente mads sensibles, pero no son coste-eficientes.

Por tanto, nuevos métodos diagndsticos que puedan ser utilizados, bien individualmente, o bien,
en combinacién con otras modalidades de diagnéstico existentes, se precisan con urgencia para
conseguir una deteccidn rentable del cdncer de mama. En este sentido, la metabolémica es capaz
de proveer de biomarcadores diagnésticos méds precisos, coste-fectivos y que ademds, en el caso de
muestras de suero, sean obtenidos de forma menos invasiva.

En este sentido, se han publicado algunos estudios con muestras poblacionales pequenas y con mas
0 menos éxito. De tal forma, en 2011, mediante la combinacién de la MS y RMN ya se intenté una se-
paracidn entre sujetos sanos y enfermos (Gu Hy cols., 2011). En los resultados comunicados por Qiu
(QiuY cols., 2013) se analiz6 un panel de lipidos en plasma de 55 pacientes con cancer de mamay 25
controles sanos, lo cual le permitié obtener una ecuacién diagndstica, segun la cual, se distinguian
los pacientes sanos de los enfermos con una sensibilidad del 98,1% y una especificidad del 96%.

Otra aplicacién ha sido la demostrada por Shen J y cols. (Shen J y cols., 2013), los cuales utilizando
la MS en muestras de suero de 60 pacientes con cancer de mama y 60 controles sanas, objetivaron
mas de 300 metabolitos, de los cuales 117 eran diferentes segtn las pacientes fueran de raza afroame-
ricana o de raza caucdsica, y 78 segun fueran casos con enfermedad o sanas. La mayoria de estos
metabolitos fueron aminodcidos, acidos grasos y lisolipidos. Se observé, ademas, que muchos de los
aminodcidos presentaban, de forma estadisticamente significativa, niveles menores en plasma en las
pacientes con cancer de mama, especialmente en aquéllas triple negativas. También se pudo verificar
que los niveles plasmaéticos de 4cidos grasos relacionados con la beta-oxidacién fueron estadistica-
mente superiores en las pacientes con cancer de mama, indicando, por tanto, una sobreexpresion de
esta reaccion.

Rasmus, mediante cientos de metabolitos analizados por RMN, comunicé un modelo diagndstico
capaz de predecir un mayor riesgo de desarrollo del cincer de mama en un sujeto, con un intervalo
comprendido entre los 2-5 afios posteriores al haber recogido la muestra, mostrando unos niveles de
sensibilidad y especificidad, por encima de 80% (Bro Ry cols., 2015).

Mas recientemente, se ha publicado un modelo basado en 5 metabolitos, que incluyen la taurina,
hipotaurina, alanina, aspartato y glutamato, mediante el cual se pueden diagnosticar pacientes con
cancer de mama en estadio temprano con un AUC de 0.934, y para todos los estadios, con un AUC de
0.968 (Huang Sy cols., 2016).

De tal forma, se constata que la mayor parte de la produccidn bibliografica en relacién al uso del plas-
ma como recurso para el estudio del cancer de mama, ha perseverado en aspectos muy dispares de
la enfermedad como es el estudio de sus diferentes subtipos, qué procesos se llevan a cabo durante
el desarrollo de la metastizacidn o, incluso, en la evaluacion de diferentes terapias empleadas. Per-
manece mucho mas reducido el aspecto enfocado al diagnéstico de la enfermedad. Atn asi, incluso
dentro de las publicaciones dirigidas en este sentido, destaca como todos los estudios estdn reali-
zados con poblaciones pequenas, en los que, ademads, no se consideran como factor de influencia,
variables clinicas habituales en la practica clinica diaria (edad, comorbilidad asociada, mediacién
conocmitante, etc) o mucho menos estudio alguno basado en poblacién espanola.
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HIPOTESIS

La hipétesis de este trabajo es la siguiente:

Los estudios mediante espectrometria de masas pueden permitir confirmar la existencia de un
perfil metabolémico patofisiolégico, propio del céncer, siendo éste directamente detectable a

través del andlisis del propio suero de las pacientes. Esto permitird obtener una herramienta
diagnéstica no invasiva, que aportard un mejor conocimiento de esta enfermedad.
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OBJETIVOS

Los objetivos de esta Tesis Doctoral son los siguientes:

1. Exponer y optimizar los métodos de andlisis metabolémicos mds avanzados para el anélisis de
muestras procedentes de suero, de tal forma que, integrando los datos obtenidos de multiples plata-
formas analiticas, se pueda conocer el espectro de los metabolitos detectados.

2. Seleccionar las herramientas bioinformaticas mas adecuadas para conseguir un adecuado proce-
sado de la informacién, en funcién de la técnica analitica utilizada y la muestra bioldgica estudiada,
para poder disenar y aplicar el analisis estadistico més apropiado en funcién de los datos metabol6-
micos obtenidos.

3. Utilizar la informacién obtenida para probar que existe una firma metabdlica del cancer, y que,

ademads, ésta puede ser detectada en el plasma. Esto permitira diferenciar a pacientes con cancer de
mama de sujetos sanos, de manera estadisticamente significativa.
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MATERIAL Y METODOS

1. Disefio experimental

Se trata de un estudio observacional y analitico, que pretende establecer una potencial firma
meta-bolémica, a través de la identificacion de metabolitos circulantes, con el objetivo de obtener
una he-rramienta que nos permita diferenciar sujetos sanos, de sujetos con cancer de mama,
siendo obvias las implicaciones diagndsticas que de esta situacién derivarian.

El disefio de este estudio comprende una cohorte de sujetos sanos y otra de pacientes enfermas,
con cancer de mama, pertenecientes al Complejo Hospitalario de Jaén.

Para el andlisis de los metabolitos circulantes se extrajeron muestras de sangre total, tanto de
los controles sanos, como de las pacientes con ciancer de mama, siendo el momento de la
extraccién, en éstas ultimas, el previo al inicio del tratamiento quimioterdpico. Posteriormente, se
recopild y analiz6 la informacién relevante disponible en cada caso, dando lugar a una base de
datos que incluy6 la in-formacién relativa a la evolucién de la enfermedad oncolégica y los
pardametros clinicos de cada una de las participantes del estudio (figura 3).

N (enfermos) = 91
N (sanos) = 20

|Extracci()n de muestras de sangre|

IAdquisici(')n del espectr0|

|Identiﬁcaci()n de biomarcadores|

|Firma metabolc’)mica|

|Diferencias entre sujetos sanos y enfermos|

Figura 3. Esquema del disefio experimental del estudio
2. Poblacién a estudio

Dada la complejidad de los datos obtenidos a partir de un anélisis metabolémico con reconocimien-
to de patrones, no existe hasta el momento ningtin método estadistico estandarizado para el calculo
del tamafio muestral, por lo que nos remitimos a estudios previos llevados a cabo (Wei Sy cols., 2012).

Las pacientes participantes en el estudio fueron reclutadas en las consultas externas del Servicio de
Oncologia del Hospital Médico-Quirtrgico de Jaén, después de su valoracién previa en el comité
de tumores de cancer de mama. Asi mismo, los controles sanos fueron escogidos entre el personal
sanitario voluntario del Complejo Hospitalario. De tal forma, definimos los sujetos controles como
aquellas mujeres que no presentaban, en el momento del estudio, ningin de tipo de neoplasia gine-
coldgica, tras examen clinico y mamografico, siendo, ademds, del mismo rango de edad, zona geogra-
ficay actividad hormonal que los casos reclutados.

2.1 Criterio de inclusién de las pacientes

En el caso de las pacientes, los criterios de inclusion y exclusion aplicados para su seleccion fueron
los siguientes:
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1.- Mujeres diagnosticadas de cancer de mama invasivo confirmado mediante biopsia incisional o
con trucut.

2.- Estadio funcional de 0 a 2 en la escala de ECOG.

3.- Presentar, como minimo, una lesién medible segin se define en los criterios para la evaluacién
de larespuesta de los tumores s6lidos: al menos, 20 mm, si se realiza la medida con técnicas conven-
cionales (mamografia o resonancia magnética); o bien, con diagnostico histoldgico documentado de
cancer de mama invasivo operable.

4.- Ausencia de tratamiento previo para cdncer de mama.

5.- Edad minima de 18 afios y sin edad maxima de participacién.

6.- Esperanza de vida de al menos 6 meses.

7.- Funcién organica adecuada, que abarca los indices siguientes:

7.1- Reserva medular adecuada: RAN (recuento absoluto de neutréfilos) 1,5 mil/mm3 plaque-
tas 2100 mil/mm3 y hemoglobina 29 g/dl.

7.2.- Funcién hepatica: bilirrubina, FAlc (fosfatasa alcalina), ASAT (aspartato amino transamina-
sa) y ALAT (alanina amino transferasa) < LNS (limite superior de la normalidad).

7.3.- Funcién renal: Aclaramiento de creatinina (Ccr) =45 ml/minuto.
8.- Funcién cardiaca normal, a juzgar por la exploracion fisica y el electrocardiograma. La fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo debera ser > 55%, de acuerdo con las técnicas de medicina nuclear
o el ecocardiograma.
9.- Cumplimiento terapéutico y proximidad geografica que faciliten un seguimiento adecuado.
10.- Las mujeres en edad fértil deberdn seguir un método anticonceptivo fiable durante y hasta 3

meses después del tratamiento; se exigird una prueba negativa de embarazo en suero y no estar en
periodo de lactancia materna.

2.2 Criterios de exclusion de las pacientes
Fueron excluidas del estudio aquellas pacientes que cumplieron alguno de los siguientes criterios:
1.- Tratamiento previo, de cualquier naturaleza, para el cincer de mama.

2.- Enfermedad general grave asociada (p. €j., infeccién activa, incluyendo VIH, o enfermedad car-

diaca) que, en opinién del oncélogo médico responsable, ponga en peligro la salud de la paciente
o su capacidad para completar el estudio o cualquier otra enfermedad que pueda empeorar con la

quimioterapia o los posibles tratamientos de apoyo.

3.- Antecedentes de arritmias auriculo-ventriculares y/o insuficiencia cardiaca congestiva, o de am-
bas, aun cuando se hallen bajo control médico, o bloqueo cardiaco activo de segundo o de tercer
grado. Antecedentes de infarto de miocardio en los seis meses anteriores al reclutamiento o hiperten-
si6n arterial no controlada o maligna.
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4.- Antecedentes de hipersensibilidad a los farmacos quimioterdpicos o de reacciones alérgicas a
alguno de sus componentes.

5.- Neuropatia sensorial o motora de severidad > grado 1.
6.- Pacientes gestantes.

7.- Segunda neoplasia maligna primaria, a excepcién de carcinoma in situ del cuello uterino o de
un cancer de piel no melanoma, tratado correctamente. Slo se permitirian los casos de neoplasias
malignas previas si hubiera sido diagnosticada y tratada definitivamente como minimo 5 afios antes
y no hubiera ningtn indicio posterior de recidiva.

2.3 Pérdidas durante el seguimiento

La pérdida en el seguimiento se produjo en cuatro pacientes por traslado a diferentes centros sa-
nitarios. Sin embargo, dado el cardcter transversal de nuestro trabajo, este hecho no tuvo ninguna
incidencia en los resultados aqui expuestos.

3. Consideraciones éticas

Tanto el disefio del estudio, como el modelo de consentimiento informado entregados tanto a pacien-
tes como controles, fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica e Investigacién del Complejo
Hospitalario de Jaén. Asi mismo, se siguieron y respetaron los principios y recomendaciones para la
investigacion biomédica con sujetos humanos, establecidos en la declaracion de Helsinki (Asamblea
General de la Asociacién Medica Mundial, Helsinki, Finlandia 1964).

Las sujetos participantes en el estudio fueron informadas previamente de las caracteristicas del estu-
dio y se les entregd una hoja informativa, explicdndoles la voluntariedad del mismo, el uso confiden-
cial delos datos y la posibilidad de revocar su consentimiento en cualquier momento. Antes de entrar
a formar parte del estudio las pacientes firmaron un consentimiento informado (Anexo II)

4.Variables clinicas e histopatoldgicas

La inclusion de cada sujeto incluida en el estudio llevé implicita, ademas de la recogida de muestras
bioldgicas, la recopilacion de toda aquella informacion clinico-histopatolégica relevante para el es-
tudio.

Todos estos datos fueron extraidos, bajo la supervisién de un oncélogo experto, de los informes médi-
cos recogidos en las historias clinicas que a tal efecto el personal administrativo y auxiliar del Hospital
Médico-Quirurgico de Jaén archiva.

4.1 Variables Clinicas

Entre las variables clinicas recogidas, se consensud recopilar pardmetros relativos a la edad, indice
de masa corporal (IMC), historia ginecoldgica, comorbilidad y tratamientos farmacol4gicos conco-
mitantes.

Conrespecto ala edad, en el caso de las pacientes se considerd la que tenian en el momento del diag-

ndstico; y con respecto a los controles, la correspondiente al momento de la extraccion.
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En lo referente al estado menstrual, se hicieron dos grupos, premenopdausicas y posmenopdusicas.
Se consideraban posmenopdusicas a las pacientes que no hubieran tenido la menstruacion en los 2
altimos anos, o en el dltimo ano si tenian determinaciones hormonales en rango de menopdausica.

Otros parametros clinicos recogidos, fue la existencia de comorbilidad asociada, centrdndose en este

caso en patologias como la diabetes y los niveles de colesterol, asi como en la toma de tratamientos
farmacol6gicos concomitantes de cualquier tipo (tabla 9).

PARAMETROS CLiNICOS

Edad

indice de masa corporal

Estado menopausico

Comorbilidad: diabetes mellitus y niveles de colesterol

Tratamiento farmacoldgico concomitante

Tabla.9 Variables clinicas

4.2 Variables histopatologicas

Los datos derivados del andlisis anatomopatolégico, llevado a cabo de forma rutinaria por el Servicio
de Anatomia Patoldgica, fueron recogidos en la base de datos elaborada para el bloque de analisis
clinico e histopatoldgico.

Para el estadiaje de las pacientes, se utilizé el sistema TNM de la sexta edicién del Cancer Staging
Manual de la AJCC (American Joint Cancer Committee), pero para el estudio estadistico comparativo,
en el caso de la T se consideraron solo 2 grupos, tumores con menos de 2 cm. (T1) y con mds de 2 cm.
(T2, T3 y T4). La clasificacion de la N, se ha considerado teniendo en cuenta la clasificacion de TNM
de la sexta edicion del Cancer Staging Manual de la AJCC (American Joint Cancer Committee) (Gree-
ne F et al. 2002) para el estudio descriptivo, pero para el estudio comparativo la afectacién ganglionar
se dividio en dos grupos, sin afectacién ganglionar (NO) y con afectaciéon ganglionar (N1, N2y N3).

Los datos sobre los receptores de estrdgenos y progesterona, se clasificaron en menor o igual al 10%,
mayor del 10% o no evaluable, ademas se hizo un contaje en funcién de +, ++y +++. Para este estudio,
se consideraron como positivos (+, ++y +++), siempre que fueran positivos los de receptores de estrd-
genos y/o progesterona y negativos si no lo era al menos uno de ellos (-).

La determinacién de HER?2, se realizo en el Servicio de Anatomia Patoldgica; de tal forma que la pri-
mera determinacion se hacia por IHC, clasificindolos en -, +, ++ y +++. Se consideré HER2 amplifi-
cado cuando tenia +++. Cuando existian ++, se hacia la determinacién por hibridacién fluorescente
in situ. Si el resultado era positivo, se consideraba que estaba amplificado. Para el estudio se dividié
en dos grupos, negativos (los -, + y ++ que no tuvieran FISH positivo) y positivos, los de +++ por IHC
o amplificado por FISH.

Los subtipos intrinsecos descritos por Perou, se adaptaron a los datos de IHC, para ello, se
agrup0 a las pacientes en los 4 subtipos intrinsecos siguiendo los criterios descritos por Carey, de
grupo de Perou (Carey LA et al. 2006):

 Luminal A: Positividad para receptores de estrégeno y/o progesterona (RE y/o RP), niveles bajos de
Ki-67 y ausencia de expresiéon de Her2-neu.

86




« Luminal B: Positividad para receptores de estrégeno y/o progesterona (RE y/o RP), niveles altos de
Ki-67 y/o expresion de Her2-neu.

» HER2: Negatividad para receptores de estrégeno y/o progesterona (RE y/o RP) y expresién de Her2-
neu, independientemente de los niveles de Ki-67.

« Triple Negativo: Negatividad para receptores de estrégeno y/o progesterona (RE y/o RP) y ausencia
de expresion de Her2-neu, independientemente de los niveles de Ki-67.

Toda la informacidén recogida, se resume en la siguiente tabla (tabla 10)

PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

TNM al diagndstico

Estadio clinico

Receptores de estrégeno y progesterona

Her2

Fenotipo

Tabla 10. Variables histopatologicas

4.3 Datos del seguimiento

Se realizé un seguimiento de todos los sujetos del estudio, tomando como fecha inicial, en el caso de
los controles, la de la extraccidn, y en el de las enfermas, la del inicio del tratamiento. Como fecha de
fin de estudio, se hizo coincidir la de las controles, con el final la de la Gltima revisién de las enfermas,
que en todas las pacientes fue, cuando menos, una en los 6 tltimos meses anteriores al cierre de la base
de datos para el estudio. Se objetivé que ninguno de los sujetos sanos habia desarrollado ninguna en-
fermedad neoplésica, y en el caso de las pacientes que sufrieron una recaida, se tomoé la fecha de ésta.

5. Andlisis metabolémico
5.1 Extraccion de plasma de sangre periférica

Las muestras de sangre de los sujetos fueron extraidas mediante venopuncion por el personal de
enfermeria del hospital de dia del Servicio de Oncologia Médica del Hospital Médico-Quirurgico de
Jaén, alas 8:30 horas, coincidiendo con el horario de apertura del Hospital de Dia. En cada extraccién
se obtuvieron 5 ml de sangre total que fueron depositados en un tubo con EDTA para evitar su coa-
gulacién. Dentro de las dos primeras horas tras su obtencién, cada muestra fue centrifugada a 1000
xg durante 15 minutos. Tras la centrifugacién era posible observar tres fases claramente separadas en
el tubo. La fase superior, de color amarillento, la correspondiente al plasma, fue transferida con una
pipeta a otro tubo y alicuotada en viales de 500 pl para su inmediata congelacién a -80°C.

5.2 Envio de las muestras

Las muestras fueron enviadas por mensajeria urgente, en una caja de poliespam y cubiertas de nieve
carbdnica para impedir que se descongelaran. En menos de 24 horas fueron recepcionadas por el
personal de la Universidad de Lleida-Instituto de Investigacién Biomédica de Lleida, y conser-

vadas consecuentemente hasta su procesamiento y posterior andlisis metabolémico.
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Previamente al envio y manipulacién de las muestras, se asignaron cddigos a cada una muestra para
adecuarlos al andlisis y facilitar el procesamiento de los datos resultantes (Tabla 11).

NOMBRE DE LA PACIENTE ‘ CODIGO PARA EL ANALISIS METABOLOMICO
Nombre de la paciente N21 RNA1

Nombre de la paciente N22 RNA2

Nombre de la paciente N292 RNA92

NOMBRE DEL CONTROL ‘ CODIGO PARA EL ANALISIS METABOLOMICO
Nombre del control N21 R1

Nombre del control N22 R2

Nombre del control N220 R20

Tabla 11. Cédigos metabolémicos

5.3 Preparacion de las muestras

Para la extraccién de metabolitos, a partir de las muestras de plasma, se siguié una dindmica ya vali-
dada (Jové My cols., 2015). De tal forma, cada ejemplar se descongel6 en hielo a 4°C. Posteriormente,
se anadieron 300 pl de metanol frio (que contiene 1 uM de butilhidroxytolueno como antioxidante y 1
p/ml de fenilalanina marcada con carbono 13 como estandar interno de extraccién) a 100 pl de plas-
ma para la desproteinizacion, seguido de incubacién a - 20°C durante 1 hora. Tras este proceso, se
procedio al centrifugado a 12000g durante 3 min. Los sobrenadantes se recuperaron y se evaporaron
utilizando un Speed Vac (Thermo Fisher Scientific, Barcelona, Espana). Finalmente, se procedi6 a su
resuspension con agua de 0,4% de 4cido acético / metanol (50/50 v/v).

5.4 Separacion y deteccion de los metabolitos

Para el estudio metabolémico, con el fin de obtener una adecuada separacién cromatogréfica, antes
del andlisis por espectrometria de masas, se utilizé un sistema Agilent LC 1290 acoplado a un sistema
ESI-Q-TOF MS / MS 6520 (Agilent Technologies). De esta forma, se evité que los picos cromatografi-
cos de los diferentes metabolitos pudieran solaparse y permitieron el andlisis de un elevado nimero
de metabolitos con una gran sensibilidad (Fig. 4).

Figura 4. Sistema ESI-Q-TOF-MS/MS
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Para llevar a cabo el analisis se inyectaron 2pl de sobrenadante previamente extraido a una columna
de fase inversa Zorbax SB-AQ 1,8 um 2,1 x 50 mm; (Agilent Technologies, Barcelona, Espana) equi-
pada con una precolumna Zorba-SB-C8 Rapid Resolution Cartridge 2,1 x 30 mm 3,5 um; (Agilent
Technologies, Barcelona, Espaiia) sometida una temperatura de columna de 60 ° C. El flujo fue de 0,6
ml / min. Para la fase movil el disolvente A estaba compuesto por agua que contenia acido acético al
0,2%. El disolvente B se componia de metanol con &cido acético al 0,2%. El gradiente se inici6 a 2% de
la fase B y aumentd a 98% en 13 min, manteniéndose en este estado durante 6 min. Se establecié un
periodo de tiempo postanalitico de 5 minutos.

El sistema de espectrometria de masas en este estudio consisti6 en una combinacién de
espectrometro de cuadropolo, con espectrémetro de tiempo de vuelo asociado a una fuente de
ionizacion ESI (fuente de ionizacién por electrospray), tanto en modo de ionizacién positiva como
negativa. Se utilizé un modo de barrido completo (100-3000 m/z) en un rango dindmico extendido (2
GHz). Como gas nebulizador se utilizé el N, (5 L/min, 350 ° C). La tensién capilar fue de 3500V, con
una velocidad de barrido de exploracién 1 scan/s. Para la fuente de electrospray se empleo un
nebulizador indepen-diente para la introduccion continua a bajo nivel (10 L/min) de compuestos
de referencia de masas: 121.050873, 922.009798 (modo de ionizacién positiva) y 119.036320,
966.000725 (modo de ionizacién negativa), que fueron utilizados para la calibracién de masas en
linea.

Mediante el MassHunter Data Analices Software A.02.00 (Agilent Technologies, Barcelona,
Espania) se recopilaron los resultados; y, por medio del MassHunter Qualitative Analises Software
(Agilent Te-chnologies, Barcelona, Espafia) se obtuvieron las caracteristicas moleculares de las
muestras segin el algoritmo de extraccién de caracteristicas moleculares, lo que permitié
identificar la especie i6nica co-emigrante de una entidad molecular dada. (Agilent Technologies,
Barcelona, Espana). (Jové My cols., 2015; Sana TRy cols., 2008).

Por dltimo, utilizando el MassHunter Mass Profiler Professional Software (Agilent Technologies,
Bar-celona, Espana) y la plataforma Metaboanalyst (Xia y cols., 2012) se llevé a cabo un andlisis no
dirigido de los resultados obtenidos. Para ello, se seleccionaron muestras con un minimo de 2
iones. Los multiples estados de carga no fueron considerados. Los compuestos de las diferentes
muestras fueron alineados utilizando una ventana de tiempo de retencién de 0,1% * 0,25 minutos y
una venta-na de masa de 10,0 ppm * 2,0 mDa. Se analizaron las caracteristicas comunes (que se
hubieran encontrado en, al menos, el 50% de las muestras de cualquier grupo), corrigiendo por
sesgo individual.

El andlisis de componentes principales, y el andlisis discriminante por minimos cuadrados
parciales, agrupacion jerdrquica, andlisis de Random Forest y las curvas de rendimiento diagndstico
(ROC) se realizaron utilizando la plataforma MetboAnalyst, que permitié el anélisis estadistico y
facilit6 la interpretacion funcional de los datos mediante el anélisis de las vias metabdlicas (Xia J y
cols., 2012).

5.5 Analisis de datos e identificacion de metabolitos

Se aplicé una estadistica univariante (prueba de la T de Student, p <0,05, Benjamini-Hochberg
False Discovery Rate) para evaluar las diferencias significativas inducidas por el proceso
carcinogénico. Para la identificaciéon de los metabolitos resultantes, se utilizé la base de datos
PCDL_AMRT (Agilent Technologies, Barcelona, Espana), que utiliza los tiempos de retencién en un
sistema cromatogréfico estandarizado como pardmetro de busqueda ortogonal, comparando con
los datos de masa exacta (Accurate Mass Retention Time Approach) (Sana TR y cols., 2008).El
proceso de forma esquemaética queda resumido en la siguiente figura (Fig. 5)
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RESULTADOS

1. Analisis de variables clinicas e histopatoldgicas

En lo referente a las participantes del estudio, procedentes de sus historias clinicas, se
extrajeron aquellos pardmetros, como la edad, IMC, estado menopdusico, comorbilidad y
tratamiento farmaco-légico concocmitante, que resultaron utiles para la caracterizacion clinica de
nuestra poblacion. Fi-nalmente, procedente de las enfermas, también se recogieron datos relativos
a otros aspectos, como la toxicidad, efectos adversos asociados al tratamiento y pardmetros
hematoldgicos y bioquimicos, siendo guardados en una base de datos para su posible utilizacién
en estudios futuros.

En cuanto a las variables histopatolégicas, toda la informacién de este estudio fue escrutada de

in-formes emitidos por un patélogo experto. De tal forma, se recogieron todas las variables
relacionadas con los resultados del estudio inmunohistoquimico y los datos de expresion de los
marcadores RE, RP, Ki67 y Her2.

De forma resumida, podemos encontrar todas las caracteristicas mencionadas anteriormente, de
for-ma mads descriptiva y resumida, en la siguiente tabla (T abla 12).

Los datos recogidos en la Tabla 1 muestran que el grupo de edad predominante en la muestra de la
po-blacién con cancer de mama oscil6 entre los 34 y los 91 afos, con una mediana en torno a los 60
anos. En el grupo de sujetos utilizados como control, la media de edad estuvo alrededor de los 50
anos.

En referencia a la situacién hormonal, tanto las enfermas como las controles se presentaron en
es-tados muy similares, siendo mas numerosos los casos de sujetos postmenopdusicas en el
grupo de pacientes (50,5%) con respecto a las controles (45%).

Si nos fijamos en el IMC, en ambos grupos, la categoria predominante fue la que coincidia con
pard-metros dentro de la normalidad. Por otro lado, si cabe destacar una mayor proporcién de
obesidad en el grupo de enfermas con respecto a las sanas.

Respecto a la comorbilidad, vimos como en las pacientes con cancer de mama habia mds casos
de diabetes y dislipemia que en los controles sanos, encontrandonos, a la vez, un paralelismo
con el tratamiento farmacoldgico concomitante existente en cada grupo.

En lo que se refiere al anélisis de la informacién histopatolédgica, se objetivéd que, més del 70% de
las pacientes, fueron estadio II al diagnéstico, siendo, dentro de éste, su fase mds temprana (I1a), el
grupo que mas pacientes albergo. (43,4%).

Finalmente, al reparar en las caracteristicas fenotipicas de las pacientes con cancer de mama, de
for-ma predominante, encontramos un fenotipo concordante con el tipo Luminal B (41,3%),
seguido de un equilibrio entre el tipo Luminal A y HER2 (27.1%), y, como era esperable, una minoria
de pacientes triple negativas (13%).

2. Separacion y deteccion de metabolitos

Para obtener las diferencias metabolémicas entre el plasma de las pacientes con
cancer respecto al plasma de las controles sanas, una vez preparada la muestra, se
tenia que conseguir la separacidn y el andlisis del conjunto de metabolitos que la
componen. En nuestro caso se utilizé un tdndem LC-ESI-Q-TOF-MS/MS, que permite, por un

lado, una buena sepa-raciéon cromatogréfica, reduciendo, asi, la complejidad y mejorando la
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resolucion de la muestra, y por otro, un posterior analisis por especiromeiria de masas.



PACIENTES CON CONTROLES
CANCER DE MAMA SANOS

Tipo de muestra Plasma Plasma
Numero de participantes 91 20

Edad (mediana, rango) 62 (34-91) 48 (22-64)
Premenopausica 46 (40,5%) 9 (45%)
Postmenopausica 45 (49,4%) 11 (55%)
Peso normal (18,5-24,9) 34 (37,3%) 12 (60%)
Sobrepeso (25-29,9) 30(32,9) 8 (40%)
Obeso (>30) 27 (29,6%) 0 (0%)

Si 8 (8,7%) 0 (0%)

No 83 (91,2%) 20 (100%)
Alto 10 (10,9%) 0 (0%)

Bajo 81 (89%) 20 (100%)
Si 24 (26,3%) 1(5%)

No 67 (73,6%) 19 (95%)
TNM estadio-I 2(2,1%) No aplicable
TNM estadio-lia 40 (43, 4%) 30 No aplicable
TNM estadio-llb (32, 6%) P

TNM estadio-llla 13 (14, 1%) No aplicable
TNM estadio-Illb 7(7, 6%) P

TNM estadio-IV 0 (0%) No aplicable
Luminal A 25 (27, 1%) No aplicable
Luminal B 38 (41, 3%) No aplicable
HER2 25 (27, 1%) No aplicable
Triple Negativo 12 (13%) No aplicable

Tabla 12. Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes.

Para esto se combiné una fuente de ionizacion por electrospray, junto con dos analizadores, uno en
cuadrupoloy otro de tiempo de vuelo, separados entre si, por una celda de colisién. Esto nos permitié
centrarnos en los perfiles de bajo peso molecular, moléculas ionizables (relacién masa/carga 6 m/
z<1500), que estaban presentes en, al menos, el 50% de las muestras de cada grupo (2356).
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3. Analisis de datos

Para el andlisis de datos, utilizamos los métodos de reconocimiento de patrones, los cuales nos per-
mitieron extraer la informacién relevante procedente de la compleja matriz de datos metabdlicos
obtenidos.

Las aproximaciones més empleadas para estos supuestos son los andlisis de multivarianza, y, en
nuestro caso, utilizamos primero un método no supervisado y, posteriormente, uno supervisado. El
no supervisado consisti6 en el andlisis de componentes principales (PCA), y el supervisado en el
Anélisis Discriminante por Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA).

3.1 Analisis de componentes principales (PCA)

Para determinar si existia una diferencia en la huella metabdlica plasmatica entre las pacientes con
cancer de mama y los controles sanos, se realiz6 un andlisis multivariante no supervisado, en nuestro
caso, un analisis de componentes principales (PCA). E1 PCA se utiliza para obtener una visién general
del metaboloma de las muestras a analizar; pudiendo asi, representar datos espectrales en un espacio
de baja dimensionalidad. De esta forma, conseguimos reflejar la variabilidad intrinseca de la muestra
y pudimos detectar outliers asi como definir grupos y tendencias dentro de las muestras (Madsen y
cols., 2010).

En nuestro caso (Figura 6), al analizar la figura, vemos cdmo existe una clara diferenciacién entre los

dos grupos de plasma, sugiriéndonos, ya, la existencia de una firma metabolémica especifica para
cada condicioén.

Scores Plot

&0

- @ Healthy control
@ Cancer patients

¥ ;j-r__ .
° ®
fa & &
) o.:l ‘
]
o - “'.‘- '.
S o° ®
pARIE N Y o
a®
a - P -.
20 0 20 40

Figura 6. Andlisis de los componentes principales. Los andlisis de componentes principales revelaron una buena clusteri-

zacion de las muestras del grupo con cdncer de mama.
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3.2 Andlisis Discriminante por Minimos Cuadrados Parciales (PLS-DA)

El PLS-DA es un anélisis de multivarianza supervisado donde se utiliza la informacién de clase, para
optimizar la separacién entre los distintos grupos analizados. De tal forma, un andlisis mas detalla-
do utilizando modelos PLS-DA consiguié demostrar una robusta separacion de grupos entre los dos
grupos (Figura 7)
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Figura 7. Andlisis Discriminante por Minimos Cuadrados Parciales. Mediante este andlisis se define una firma metabo-

lica perfecta para ambos grupos.

Ademas, los resultados de validacién cruzada obtenida para la separacion de ambos grupos son
igualmente de 6ptimos (Tabla 13)

m 1 COMPS 2 COMPS 3 COMPS 4 COMPS 5 COMPS

ACCURACY 0.948 1.0 0.98 0.97 0.98
R2 0.57875 0.87072 0.94092 0.97992 0.99615
Q2 0.49665 0.74071 0.77456 0.7795 0.77166

Tabla 13. Datos de validacion cruzada de PLS-DA (utilizando aquellas moléculas presentes al menos en el 50% de las

muestras del mismo grupo)

3.3 Influencia de las variables en la firma metabolémica

Obtenida la separacion de ambos grupos, intentamos defirnir la posible influencia en la homogenei-
cidad obtenida, en relacién con las caracteristicas clinicas de los sujetos. Para ello, utilizamos una T
de Student para las variables continuas (edad, IMC y niveles de colesterol), y Test exacto de Fisher
para las variables dicotémicas (estado menopdusico, diabetes y toma de firmacos concomitantes).

De todas las variables analizadas, s6lo el IMC present6 significacion estadistica entre ambos grupos.
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De tal forma, un siguiente paso consistio en realizar un andlisis multivariante que nos permitiera con-
firmar la influencia o no de esta variable sobre los metabolitos plasmaticos. Finalmente, se demostré
como, contrariamente a lo que podia parecer en un principio, el IMC no presentd ningtin peso sobre el
perfil metabolémico obtenido, y por lo tanto no determina una firma metabdlica especifica (Figura 8).
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Figura 8. Andlisis de componentes principales segtin IMC. El andlisis de componentes principales indica que el IMC no es

un factor que describa el metaboloma de forma adecuada.

Ademas, el ANOVA unidireccional realizado sobre las tres catgorias de IMC no demostré metabolitos
con significacion estadistica entre los distintos subgrupos (figura 9).
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Figura 9. Andlisis ANOVA por categorias de IMC. La condicion de cdancer de mama condiciona una firma metabolomica
especifica, en comparacion con los controles sanos, independientemente del valor de IMC de los sujetos.
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3.4 Andlisis de “Random Forest”

Los analisis de clasificacion multivariante anteriormente descritos, los complementamos con la apli-
cacion del anélisis de “Random Forest’, un modelo de clase de prediccién supervisado. De tal forma,
pretendiamos:

a) Determinar la capacidad global del metaboloma para clasificar, con méxima precision, a los pa-
cientes dentro de sus respectivos grupos.

b) Identificar los metabolitos més influyentes en la prediccién de cada uno de los grupos, pudiendo
reconocer, asi, aquellos metabolitos que poseen la correlacion mds robusta.

De tal forma, con el analisis de “Random Forest’, se consigui6 clasificar, con una precisién del 100%,
las muestras pertenecientes a las pacientes con cancer de mama, y las muestras procedentes de los
controles sanos (Figura 10).
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Figura 10. Clasificacion segun Andlisis de “Random Forest” La figura muestra un error global en la clasificacion de 0,

tanto para las pacientes enfermas, como para los sujetos sanos.

Por lo tanto, el error de clase, tanto para grupos, como para outliers fue de 0. Los metabolitos mas im-
portantes que contribuyeron a la clasificacién de ambos grupos, se muestran en el siguiente esquema
(Figura 11).
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Figura 11. Metabolitos principales segtin el andlisis de “Random Forest” Aquellos metabolitos desconocidos se represen-
tan mediante su masa exacta y tiempo de retencion.
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4. Identificacion de los metabolitos alterados y vias metaboélicas implicadas

Tras realizar el andlisis multivariante, se procedi6 a desarrollar un analisis univariante mediante la
aplicacion de la T de student (p<0.05, con correccién por Benjamini-Hochberg). Con este andlisis
pretendiamos describir potenciales biomarcadores especificos de cada condicion experimental; es
decir, queriamos definir qué metabolitos estaban alterados, de forma significativa, en las pacientes
con cancer de mama. De tal forma, encontramos 1269 metabolitos con diferentes concentraciones
plasmaticas entre los controles sanos y las enfermas (Anexo III).

Tras la obtencidn de estos metabolitos, se procedi6 a una primera identificacion basandonos en la
masa exacta, el tiempo de retencidn y la distribucién isotépica, utilizando la base de datos PCDL_
AMRT ( Agilent Technologies, Barcelona, Espana).

Finalmente, mediante este método, conseguimos obtener 35 metabolitos con potencial identidad
(Tabla 14)

REGULATION

COMPOUND P (cancer patients RETENTION

(CORR) | vs healthy con- TIME

trol)

2-Hydroxy-3-methylbutyric | 3.3E-04 | Up 36.6 100.0522 1.5816069
acid
2-Hydroxy-3-methylpenta- | 2.3E-02 | Up 3.3 114.0682 3.2419913
noic acid
2-Methylhippuric acid 1.8E-03 | Down -92.0 175.0639 3.6565607
2-Octenoic acid 5.3E-03 | Down -39.3 372.268 9.767441
3-Hydroxyanthranilic acid 8.8E-06 | Down -341.8 135.0336 1.5612222
3-Methylglutaric acid 5.5E-03 | Up 37.6 128.0489 1.5807501
4-acetamidobutanoate 2.0E-03 | Down -53.3 127.064 0.70647365
5-b-Cholestane-3a,7a 3.6E-02 | Down -13.2 402.3519 12.439621
,12a-triol
S5a-androstane-3,17-dione 1.2E-10 | Down -148.8 305.2386 10.385417
7-ketocholesterol 4.3E-04 | Up 117.0 400.3335 12.138314
7a-hydroxy-cholesterol 8.9E-03 | Down -31.4 384.329 12.368574
Caproic acid 8.4E-17 | Down -1.7 348.2573 5.769
Chenodeoxycholic Acid 6.1E-04 | Up 161.8 392.2908 11.337122
Cortisol 3.1E-05 | Down -1.7 362.2124 7.031
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Cortisone 3.0E-02 | Down -5.8 360.1945 6.9761095
Creatine 3.9E-04 | Down -339.6 113.0561 0.42863637
Cytidine 3.5E-02 | Up 21.9 225.0778 0.7119473
DL-pipecolic acid 1.5E-06 | Up 270.4 129.0792 0.33790255
Dopamine 7.8E-04 | Up 1.5 135.0675 0.575
Glutamine 2.0E-06 | Down -1060.4 | 146.0684 0.5461304
Hippuric acid 3.8E-02 | Down -8.8 179.0599 2.1277783
Homocystine 2.9E-04 | Up 62.3 306.0068 0.33542165
Inosine diphosphate (IDP) 1.8E-03 | Up 52.7 410.0028 0.34574685
L-Arginine 1.5E-05 | Down -397.2 174.1067 0.4356315
Linoleic acid 4.1E-17 | Up 42496.8 | 280.2411 11.370296
L-Lysine 1.7E-04 | Down -61.4 146.1059 0.34584
L-Valine 1.7E-02 | Down -64.5 117.0775 0.44549397
Myristic acid 2.7E-04 | Up 78.9 250.1932 12.096725
N-Oleoyl-D-erythro-Sphin- | 7.2E-07 | Down -645.7 571.51 13.315624
gosine (C18:1 Ceramide)

Oleamide 3.8E-05 | Up 2.0 281.2726 11.383955
Retinoic acid 1.3E-08 | Down -128.9 863.6179 11.356807
Stearic acid 2.0E-06 | Up 673.6 284.2717 12.056651
Taurine 6.4E-09 | Up 198.1 125.0153 0.32860422
Threonate 3.9E-02 | Up 3.9 136.0378 0.88052344
Uric acid 2.8E-02 | Up 23 168.0292 0.6809543

Tabla 14. Metabolitos con potencial identidad. Son metabolitos estadisticamente significativos, con potencial identidad

(p <0,05 con correccién por Benjamini-Hochberg).

Al valorar de forma detenida estos metabolitos, observamos c6mo a su vez, estan implicados en el
proceso de la biosintesis de aminoacil-tRNA y de 4cidos biliares primarios; ademés de en las vias
metabdlicas de la arginina y la prolina, entre otras, las cuales constituyen, en su conjunto, las vias
metabdlicas alteradas en el cdncer de mama (Tabla 15).
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Pathway name Total Expected Hits P

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 75 0.87246 4 0.010095
Arginine and proline metabolism 77 0.89572 4 0.011061
Primary bile acid biosynthesis 47 0.54674 3 0.01624
Nitrogen metabolism 39 0.45368 2 0.074242
Purine metabolism 92 1.0702 3 0.088937
D-Arginine and D-ornithine metabolism 8 0.093062 1 0.089485
Lysine degradation 47 0.54674 2 0.10237
Fatty acid biosynthesis 49 0.57 2 0.10982
Biotin metabolism 11 0.12796 1 0.12101
D-Glutamine and D-glutamate metabolism 11 0.12796 1 0.12101
Pyrimidine metabolism 60 0.69796 2 0.15306
Linoleic acid metabolism 15 0.17449 1 0.16141
Taurine and hypotaurine metabolism 20 0.23265 1 0.20939
Retinol metabolism 22 0.25592 1 0.22783
Alanine, aspartate and glutamate metabolism | 24 0.27919 1 0.24586
Pantothenate and CoA biosynthesis 27 0.31408 1 0.27215
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 27 0.31408 1 0.27215
Lysine biosynthesis 32 0.37225 1 0.314
Steroid hormone biosynthesis 99 1.1516 2 0.32119
Propanoate metabolism 35 0.40715 1 0.33799
Valine, leucine and isoleucine degradation 40 0.46531 1 0.37618
Ascorbate and aldarate metabolism 45 0.52347 1 0.41224
Phenylalanine metabolism 45 0.52347 1 0.41224
Fructose and mannose metabolism 48 0.55837 1 0.43291
Glycine, serine and threonine metabolism 48 0.55837 1 0.43291
Cysteine and methionine metabolism 56 0.65143 1 0.48465
Tyrosine metabolism 76 0.88409 1 0.59485
Tryptophan metabolism 79 0.91899 1 0.60928

Tabla 15. Vias metabdlicas moduladas en cdncer de mama

Con el fin de intentar definir un perfil metabélico de las pacientes con cdncer de mama, se realizd
una nueva estadistica multivariante, pero, en este caso, utilizando aquellas moléculas anteriormente
mencionadas; es decir, aquéllas que presentaron una diferencia estadisticamente significativa entre
ambos grupos, y, de las que, ademads, se determind una potencial identidad basada en su masa exac-
ta, en su tiempo de retencién y en la distribucién isotépica. Para la mejor visualizacién de los resulta-
dos se realizé un andlisis de segmentacidn o clusterizacién jerarquica, en el cual podemos objetivar
la concentracion relativa de cada metabolito (Figura 12).
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Figura 12. Andlisis de clusterizacion jerdrquico. Utiliza aquellos metabolitos estadisticamente significativos con potencial

identidad (Basado en la masa exacta, tiempo de retencion y distribucion isotdpica).

Siguiendo la misma linea argumental anteriormente utilizada, podemos demostrar que, tanto me-
diante el andlisis de los componentes principales (Figura 13), como mediante el anélisis discrimi-
nante por minimos cuadrados parciales (Figura 14), se consigue evidenciar una firma metabolémica
empleando s6lo los 35 metabolitos con potencial identidad ya descritos, a pesar de que, por supuesto,
la diferencia entre ambos grupos se realizaria mejor utilizando todas las moléculas detectadas.
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Figura 13. Andlisis de componentes principales realizado con los metabolitos significativamente estadistico con potencial
identidad (basado en la masa exacta, tiempo de retencion y la distribucion isotdpica)

102




Scores Plot

<4 @ Healthy control
@ Cancer patients
@
® ®
(]
@
®
o o °
@
e _o
Sd® B
g ° o .% \
a ~ ] .o
~ ® Q o (]
. (] Coe
£ o4 ® © [ "
g ° ° c‘c
-
o 8o b
] ° ..
- °
®
o P @ @
8 o )
-+

T T T
-5 0 5

Component 1 ( 25.8 %)

Figura 14. Andlisis discriminante por minimos cuadrados parciales con los metabolitos significativamente estadisticos

con potencial identidad (basado en la masa exacta, tiempo de retencion y la distribucién isotdpica).

Aligual que anteriormente, los resultados de validacién cruzada corroboran la separacién (tabla 16).

MEASURE ‘ 1 COMPS ‘ 2 COMPS ‘ 3 COMPS ‘ 4 COMPS ‘ 5 COMPS
ACCURACY 0.97067 0.974 0.966 0.948 0.948

R2 0.64092 0.79248 0.81766 0.82385 0.82633
Q2 0.58961 0.69667 0.64811 0.6131 0.5879

Tabla 16. Datos de validacion cruzada en PLS-DA (utilizando las moléculas que presentan una diferencia significativa-

mente estadistica (p <0,05) y con potencial identidad).

Con el fin de controlar el sobreajuste, decidimos utilizar un test de permutacién y un anélisis de Ran-
dom Forest. De tal forma, la posibilidad de obtener una firma metabolémica utilizando sélo los 35
metabolitos antes mencionados, fue apoyado por ambos andlisis. Asi, se obtuvo un test de permuta-
cién significativo (p = 0,005) y un error out of bag de 0.027 (Figuras 15y 16).
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Figura 15.Test de permutacion. Con la prueba de permutacion, utilizando sélo los metabolitos con potencial identidad,
validamos el PLS-DA, demostrando que ninguna de las distribuciones formadas por los datos permutados es mejor que

la obtenida sobre los datos originales.
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Figura 16. Clasificacion de Random Forest. Con los metabolitos con potencial identidad, se obtiene un error global de
clasificacion de 0.027.

5. Andlisis por curvas de rendimiento diagnéstico

Los resultados del andlisis de Random Forest, los test de significacion y los anélisis de False Discovery
Rate identificaron varios metabolitos fuertemente asociados al cancer de mama. Un paso més, con-
sistirfa en caracterizar, de una forma mds precisa, el valor predictivo de estos metabolitos. Para ello
se realiz6 un andlisis mediante curvas de rendimiento diagnoéstico, utilizando, para ello, las areas de
picos obtenidas mediante la espectrometria de masas. De tal forma, esto lo podemos observar, mejor,
amodo de resumen, en la siguiente tabla (Tabla 17)

FOLD DIFFERENCE IN

ACCURATE MASS@ BREAST CANCER VS.
METABOLITE RETENTION TIME SENSITIVITY | SPECIFICITY | AUC HEALTHY CONTROLS
C26H43CIN4S3 542.2335@6.062 100 100 1.00 3.21e-18 0.98
C26H51N504 497.3955@6.065 100 100 1.00 2.62e-14 1.32
C9H1603S 204.0813@9.653 100 100 1.00 5.74e-38 1.08
C23H30N2S 366.2115@7.516 100 100 0.999 | 4.76e-17 2.08
278.1552 @ 9.641 278.1552@9.641 100 100 0.999 | 6.15e-36 1.06
Caproic acid 348.2573@5.769 100 100 0.995 | 4.12e-23 0.99
Taurine 125.0153@0.328 100 90 0.952 | 3.048e-14 0.66
Stearamide 283.2877@11.795 90 90 0.959 | 2.3782e-12 | 0.85
Linoleic Acid 280.2411@11.37 100 90 0.935 | 8.7246e-8 6.29

Tabla 17. Andlisis mediante Curvas ROC de los metabolitos estadisticamente significativos asociados al cdncer de mama.
Los metabolitos investigados mediante el andlisis de curvas ROC fueron seleccionados basdndonos en funcion del and-
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lisis de Random Forest, el p-valor con correccion por Benjamini-Hochberg, y la diferencia en la que se encuentran entre
las pacientes con cdncer de mama frente a las controles sanas. En el andlisis ROC se utilizaron las dreas de los picos de

espectrometria de masa correspondientes a los niveles de expresion en cada paciente

De esta manera, encontramos 3 metabolitos:

- Metabolito nimero 1: 542.2335@6.062038 (p = 3.2109E-18)
- Metabolito nimero 2: 497.3955@6.065792 (p = 2.6216E-14)
- Metabolito niimero 3: 204.0813@9.653965 (p = 5.7445E-38)

Lo mas caracteristicos de todos ellos es que presentaban un drea bajo la curva (AUC) igual a 1, lo que
lleva implicito una especificidad y una sensibilidad del 100%.

Por otro lado, de entre los metabolitos que presentan potencial identidad, también podemos encon-
trar otros cuatro metabolitos que predicen las diferencias, con una alta exactitud global:

- Acido Caproico (AUC = 0,995; Especificidad = 1; Sensibilidad = 1)

- Taurina (AUC = 0,952; Especificidad = 0,9; Sensibilidad = 1)

- Estearamida (AUC = 0,959; Especificidad = 0,9; Sensibilidad = 0,9)

- Acido Linoleico (AUC = 0,935, Especificidad = 0,9; Sensibilidad = 1)

A continuacién, presentamos las curvas ROC de estos cuatro metabolitos. En ellas se representan la
sensibilidad en ordenadas y el complementario de la especificidad en abscisas (1- especificidadad,
siendo este resultado la proporcién de falsos positivo). De este modo, el metabolito ideal es el que
se sitda en el dngulo superior izquierdo de la gréfica (sensibilidad y especificidad del 100%). Esto
significa que la exactitud global de cada metabolito para discriminar una condicién de otra, puede
describirse como el drea bajo la curva de rendimiento diagndstico es decir, a mayor area, mejor es el
metabolito a la hora de diagnosticar (Figura 17, 18, 19, 20).
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Figura 17. Curva ROC del Acido Caproico. Muestra como el drea bajo la curva es de 0.995.
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Figura 18. Curva ROC de la Estearamida. Muestra como el drea bajo la curva es de 0.959.
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Linoleic acid
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DISCUSION

El cdncer de mama es un fendmeno médico y social de grandes proporciones a nivel mundial. De tal
forma, esta enfermedad, por si sola, representa un problema de salud ptiblica de primer orden, tanto
por su incidencia, como por su mortalidad.

En Espaiia, el cdncer de mama es conocida por representar la primera causa de muerte por cadncer en
el sexo femenino. Se trata, por tanto, de un problema de gran importancia y magnitud, que necesita
un enfoque estricto, cientifico y profesional. No obstante, gracias a la implementacion de las cam-
panas de diagndstico temprano y a la eficacia de los tratamientos complementarios ha sido posible
observar, desde el aio 2000, un descenso progresivo de las cifras de mortalidad por esta neoplasia, a
pesar de existir un incremento en la incidencia de la misma.

En los dltimos anos, los avances tecnoldgicos han permitido profundizar en el conocimiento de la
biologia molecular de muchas enfermedades oncolégicas; y, el cancer de mama no ha sido una ex-
cepcion. En este sentido, en los tltimos afnos se ha registrado un incremento exponencial en la litera-
tura publicada en areas de la biologia de la patologia maligna mamaria, que ponen de manifiesto la
asociacion existente entre el cdncer de mamay la presencia de importantes cambios metabdlicos en
el huésped (Mishray cols., 2015). Esta simbiosis se ha objetivado, tanto en estudios realizados a nivel
celular (Aboagye y cols., 1999; Katz-Brull y cols., 2002; Kennedy y cols., 2013; Locasale y cols., 2011;
Shaw y cols., 2013; Simpson y cols., 2012; Singer y cols., 1995; Weljie y cols., 2011) como a nivel tisular
(Balluffy cols., 2015; Borgan y cols., 2010; Brockmoller y cols., 2012; Budczies y cols., 2012; Budczies
y cols., 2013; Budczies y cols., 2015; Cao y cols., 2014; Giskeodegard y cols., 2012; Grinde y cols., 2014;
Hines et al., 2014; Kanaan y cols., 2014; Liy cols., 2011; Mackinnon y cols., 1997; Mimmi y cols., 2013;
Mountford y cols., 2001; Tang y cols., 2014).

De esta manera, se han producido avances notables en la identificacion de patrones de diseminacion
concretos, en la mejora de la clasificaciéon de tumores con evoluciones diferente y en el reconoci-
miento de diversas rutas metabdlicos asociados a la resistencia de determinadas terapias. Existe, a
la vez, una gran expectativa para poder identificar nuevas dianas moleculares, y simultdneamente,
marcadores que sean predictivos de respuesta a determinados farmacos.

No obstante, a pesar de que se tiene un conocimiento mas profundo de la biologia de la neoplasia
mamaria, el oncélogo clinico mantiene la sensacién de que ain se mantiene una importante depen-
dencia del acceso al tejido tumoral mamario, el cual sigue siendo inherente a la disponibilidad de
técnicas de cruentas como la puncién con aguja fina, la biopsia o bien, la extirpacién completa del
tumor; todas ellas, técnicas que pueden llevar aparejadas complicaciones propias como el sangrado,
las infecciones o la diseminacién tumoral.

Por tanto, uno de los intereses que ha subyacido siempre, en la practica diaria, ha sido el de buscar la
posibilidad de ofrecer una mejor opcién diagnéstica a las pacientes a las cuales debemos asistir, con
el fin de poder plantearles estrategias que les minimicen los riesgos y las molestias. Por esto, el andli-
sis de biofluidos, en nuestro caso, muestras de suero, resulta mucho mas atractivo para el clinico, ya
que anade el incentivo de estar mas acostumbrado a trabajar con este tipo de elemento, y, ademas,
ofrece mas facilidad para su obtencién y utilizacidn, todo ello unido a la ventaja de que requiere una
minima preparacion.

Si seleccionamos los articulos mas relevantes, y con mayor potencial de traduccién en la practica
asistencial en lo referente a la utilizacion del plasma como recurso para estudiar los cambios meta-
bdlicos, comprobamos como éstos se han afianzado, sobre todo, en intentar discriminar subtipos de
cancer de mama (Fan y cols., 2016), estudiar los cambios asociados al desarrollo de la metastatiza-
cién (Jobard y cols., 2014; Oakman y cols., 2011; Tenori y cols., 2012), reconocer las modificaciones
que ocurren en el proceso de la recidiva (Asiago y cols., 2010; Tenori y cols., 2015) o, incluso, intentar
predecir la respuesta terapéutica en el tumor primario tras haber recibido un tratamiento de forma
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neoadyuvante (Weiy cols., 2013), encontrandonos de forma mds anecddtica, la bisqueda de diferen-
cias entre los perfiles de mujeres sanas y enfermas (Qiu Yy cols., 2013).

El propésito de nuestro estudio consiste en poner de manifiesto los cambios especificos existentes
dentro del perfil metabdlico procedente de una muestra de plasma; sabiendo, ademas, que las mo-
dificaciones que obtengamos, serdn propias del cancer de mama. De tal forma, hemos obtenido fe-
notipos metabélicos, con la mejor sensibilidad y especificidad publicados hasta la actualidad, que
revelan diferencias significativas al comparar los patrones de metabolitos provenientes de pacientes
afectas de cancer de mama, con aquéllos de los controles sanos, facilitindonos, asi mismo, la posibi-
lidad de reflejar el dinamismo existente entre las distintas rutas de sefializacién metabdlica. Es decir,
nuestros resultados demuestran que existe una firma metabdlica propia del cancer, y que, ademas,
puede ser detectada en el plasma del paciente, independientemente de las caracteristicas clinicas de
las pacientes. Se consigue, asi, un método de diagndstico precoz y poco invasivo.

Para nuestro estudio seleccionamos dos muestras de sujetos, una compuesta por pacientes afectas
de céncer de mama, las cuales habian sido diagnosticadas, tratadas y seguidas en el Complejo Hos-
pitalario de Jaén; y, otra, compuesta por controles sanos. De tal forma, recogimos muestras de suero
de un total de 91 pacientes afectas de cdncer de mama y, de 20 controles sanos, segun los criterios
establecidos, y que ya se expusieron en la seccién de Material y Métodos (Ver apartados 2.1y 2.2 de
Material y Métodos). Aunque en un principio se pudiera pensar que el tamafo muestral serfa mejo-
rable, al revisar la bibliografia existente, ponemos de manifiesto que somos el estudio que recoge el
mayor ntimero de pacientes con céncer. De tal forma, 55 enfermas y 25 controles sanos (Qiu y cols.
2013); 20 enfermas y 20 controles (Cui M y cols., 2015); 30 enfermos y 25 controles (Wang J y cols.,
2009); 60 enfermas y 60 controles (Shen Jy cols., 2013); 27 enfermas y 30 controles (Gu Hy cols., 2011).
Asi, todos los autores estdn de acuerdo en que, debido a la complejidad de los datos obtenidos a partir
de un analisis metabolémico con reconocimiento de patrones, no existe hasta el momento ningin
método estadistico estandarizado para el calculo del tamafno muestral, y se remiten a estudios pre-
vios ya realizados (Wei Sy cols., 2012).

En lo que respecta a las variables clinicas que caracterizan a nuestros sujetos, vemos como son simi-
lares a las descritas en referencias previas. Asi, la edad media de los controles sanos fue alrededor de
los 50 anos, ligeramente inferior a la edad media de las pacientes, la cual fue de 62 anos, pero que, en
cambio, si coincide con los datos epidemioldgicos publicados en poblacién caucasiana (Altekruse SF
y cols., 2010), en la cual, clasicamente, el aumento del riesgo del cdncer de mama es maximo entre los
50y 65 afos de edad, y en las cuales, se pone de manifiesto, incluso, que la curva de incidencia actual
ya muestra un aumento significativo en la proporcion de casos diagnosticados a partir de los 40 afios.

Sinos fijamos en el estado menopdusico, los datos obtenidos estan en consonancia con la edad de las
pacientes, de tal forma, mas de la mitad de las pacientes eran postmenopdusicas (50,5%).

A pesar de todo, en nuestro estudio hemos demostrado cémo los cambios descritos en el perfil meta-
bolémico de las pacientes con cdncer de mama no se ven afectadas por estas variables. De hecho, ya
se sabia que la edad no era un factor de confusién. En el articulo de Qiu (Qiuy cols., 2013) se distribu-
y6 a las pacientes por grupos de edad, de tal forma que habia pacientes por encima de los 60 afios y
por debajo de los 41 anos; y pacientes por encima de los 50 afios y por debajo de los 50 afios. De esta
forma, finalmente, objetivaron que los metabolitos no varian e funcién de la longevidad poblacional.

De forma contraria, la influencia del estatus postmenopdusico era deconocida hasta ahora. Aunque
en alguna publicacidn si se recoge el estado hormonal de las pacientes (Wei S y cols., 2012), la moti-
vacion estd mas dirigida a la descripcion de la poblacién, que al andlisis de su influencia en el perfil
metabolémico. Esto va en consonancia con diferentes estudio, en los cuales tampoco se tiene en
cuenta el estado hormonal a la hora de hacer diferencias entre los distintos perfiles (Fan Y y cols.,
2016; Oakman Cyy cols., 2011; Tenori Ly cols., 2011; Asiago VM y cols., 2010).
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La tendencia es similar en lo que respecta a las demds caracteristicas clinicas recogidas. Asi, aunque
en un primer andlisis, el IMC se presentd como un posible factor de confusion. Sin embargo, tras el
analisis multivariante, finalmente se demostré como no influye en el perfil, bien sea considerandolo
en global, o bien sea por categorias. Se pueden encontrar alusiones a este tema en alguna publica-
cién (Shen Jy cols., 2013), pero nunca sin llegar a analizarlo de forma estaditica. Somos, por tanto, el
primer trabajo que demuestra la no existencia de relacién entre el IMC y el perfil metabdlico de las
pacientes con céncer.

Otras variables como la ingesta de medicacién concomitante, los niveles de colesterol o la diabetes,
que resultaron ser més frecuentes en el grupo de las paciente que en de las controles, tampoco apor-
taron diferencias en el perfil metabdlico obtenido, siendo también el primer trabajo que lo demuestra.

Por tanto, los cambios descritos en el perfil metabolémico de las pacientes con cancer de mama pue-
den afectar a la biologia de la enfermedad de diferentes formas, sin embargo, hemos demostrado
como esas modificaciones no se ven afectadas por las distintas caractesiticas clinicas de las pacientes.

En lo que se refiere a las variables histopatoldgicas, en nuestro trabajo, éstas han sido analizadas
desde un punto de vista meramente descriptivo, pues no era la finalidad de este estudio diferenciar
perfiles en funcién de fenotipos tumorales. Asi, si nos fijamos en el tamafio del tumor al diagndstico,
el 2.1% de las pacientes presentaron tumores menores de 2 cm. En lo que se refiere al andlisis de la
informacién histopatoldgica, se comprobé que, méas del 70% de las pacientes, estaban dentro de un
estadio II al diagnéstico, estando, a su vez, en su fase mas temprana (Ila), el grupo que més pacientes
albergé (43,4%).

En nuestra muestra los subtipos intrinsecos de Perou, siguiendo los criterios inmunohistoquimicos
que hemos referido en material y método (Ver aparatdo 4.2 de Material y Métodos), tenfan la siguien-
te distribucién:

Tumores subtipo triple negativo: 13%
Tumores subtipo HER2: 27.1%
Tumores subtipo Luminal A: 27.1%
Tumores subtipo Luminal B: 41.3%.

Nuestros datos, con alguna pequena variacién, son muy similares a los obtenidos en la mayoria de
los grandes estudios de pacientes sin seleccionar, (Blows FM y cols., 2010), en los cuales los tumores
luminales representan més del 60% de la muestra, seguidos de los HER2 amplificado, y, los menos
frecuentes, son los del subtipo Basal-Like.

Por lo tanto, independientemente de las varibles clinicas, y sin haber tenido en cuenta las variables
histopatoldgicas, mediante la utilizacién de la espectrometria de masas, obtuvimos 1269 metabolitos
con diferente concentracion entre el plasma de los controles sanos y el de las pacientes con céncer.
Posteriormente, basdndonos en la masa exacta, tiempo de retencién y la distribucién isotépica iden-
tificamos 35 metabolitos, lo que representa un 2,75% de los metabolitos totales.

Esto se puede explicar porque a pesar de que el uso de ESI-Q-TOF-MS/MS en estudios metaboldmi-
cos ha experimentado un gran desarrollo en los ultimos anos, las muestras bioldgicas acuosas mas
complejas, como el plasma, siguen requiriendo unos métodos de preparacién mas exhaustivos para
prevenir la degradacién de la columna del cromatdégrafo. Si a esto se aflade que las muestras retenidas
tienen que pasar al espectrometro ionizadas mediante un electrospray, y que algunos analitos ioniza-
rdn mejor en modo positivo y otros en modo negativo, un estudio metabdlomico completo requerira
el anélisis por ambos métodos de ionizacidn, lo que representa, también, una cuestion por resolver,
ya que no todas las moléculas se ionizan de la misma manera, provocando diferencias de sensibili-
dad atin cuando los componentes estén presentes en la misma concentracién molar.
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En definitiva, todas estas circunstancias complican el andlisis de muestras complejas, como es el
plasma, donde cada analisis detectara miles de iones cuyos tiempos de retencién y masas, no son
conocidos, como ha sido nuestro caso.

No obstante, incluso con el limitado nimero de metabolitos identificados en nuestro caso, si hemos
conseguido confirmar que, a pesar de su aparente papel en el desarrollo de las funciones vitales
habituales dentro de las células sanas pertenecientes a nuestro organismo, también contribuyen, en
forma de soporte metabdlico a la transformacién neopldasica a través de su participacion en varias
rutas metabdlicas. De tal forma, algunos metabolitos contribuyen al crecimiento celular mediante la
proporcion del material de construccidon necesario para la sintesis de componentes celulares esen-
ciales y sustratos para la bioenergética.

De este modo, las bajas concentraciones plasmaticas de los aminodcidos valina, arginina, triptéfano
y lisina en las pacientes con cdncer de mama podrian traducir un mayor consumo aminoécidos por
parte del tumor, pero también podria expresar la especial predilecciéon que sienten las células neo-
plésicas por ellos.

Igualmente, los elevados niveles alcanzados en nuestro estudio, en relacién con las concentraciones
de taurina y homocisteina, son, también, sugestivos de un mayor empleo de la metionina, un ami-
nodcido esencial en la sintesis de compuestos donantes de grupo metilo, el aminoécido cisteina, y el
antioxidante glutatiéon (Stipanuk MH y cols., 2011).

Siguiendo esta linea de argumentacién, el mayor contenido de 4cido linoleico y 4cido estedrico, asi
como de citidina, la cual, ademds, también se utiliza para la biosintesis de la fosfatidilcolina y de la
fosfatidiletanolamina (Gibellini F y cols., 2010), sugiere un incremento en la tasa de biosintesis para
lipidos estructurales.

Hay que aiadir que esta alta concentracién plasmatica obtenida para la citidina (nucleésido pirimi-
dinico), para el difosfato de inosina (nucleésido purinico) y para el acido urico, nos sugiere un au-
mento en la demanda de sustratos para la biosintesis de dcido nucleico necesarios para el desarrollo
y crecimiento del tumor. En paralelo, la elevada concentracién en dcidos grasos de cadena media y
corta (4cido caproico y 4cido miristico), y el menor contenido en glutamina y creatina, junto con una
mayor cuantia de taurina, sugieren un importante incremento en la transformacion y cambios ener-
géticos de las células tumorales.

En este contexto es, también, interesante destacar la deteccion de tres metabolitos pertenecientes al
metabolismo de aminoécidos de cadena ramificada (BCAA), cuyos niveles se encontraban elevados
en las pacientes con cancer de mama. El cambio detectado en los niveles de estos tres metabolitos
(acido 2-hidroxi-3-methylbutiric, 4cido 2-hidroxi-3-metilpentanoico, y 4cido 3-metilglutarico) nos
sugiere que los aminoécidos de cadena ramificada son utilizados, preferentemente, por las células de
cancer de mama, debido a su capacidad para proporcionar el carbono necesario para la gluconeo-
génesis. Si a este hecho, afadimos que los BCAA son esenciales para el mantenimiento de la masa
corporal y para la regulacion del metabolismo de las proteinas del musculo esquelético (Baracos VE
y cols., 2006); los metabolitos descritos podrian utilizarse como biomarcadores tempranos de esta
condicioén, ya que el cancer de mama seria el responsable de la activacion de las vias metabdlicas
inductoras de la caquexia, por su capacidad para incrementar la oxidacién de los BCAA, al igual que
de la puesta en marcha del catabolismo neto en musculo esquelético. Todo ello se obtendria a través
de una reduccidn en la sintesis de proteinas y una activacion de la proteolisis.

Por otro lado, otros metabolitos conocidos, tales como la taurinay el acido drico, han demostrado su
capacidad para desempenar un papel clave en la proteccion celular cancerigenas del dafo excesivo
producido por el estrés oxidativo, debido a sus propiedades antioxidantes. Este hecho se ha reforzado
mediante la deteccién de una concentracién mas baja de 7alpha-hidroxi-colesterol y 4cido 3-hidro-
xiantranilico, en el grupo de mujeres con cancer de mama. Estos 2 metabolitos, se caracterizan por
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ser compuestos derivados del estrés oxidativo, siendo ambos, ademas, productos de oxidacién del
tript6fano.

Por udltimo, hay, ademas, otras clases de metabolitos que son utilizadas como moléculas de transduc-
cion de senales. De tal forma, lo més relevante es, que todos ellos, son lipidos endégenos de sefializa-
cion. Asi, detectamos un contenido disminuido de 4cido retinoico; C18: 1 ceramida y de dos aminoa-
cidos N-acilo (4cido 2-metilhipdrico y dcido hiptrico). En cambio, la oleamida endocannabinoide se
encontré incrementada en el grupo de cdncer de mama. Esto nos lleva a pensar que, globalmente,
todos estos cambios parecen estar enfocados y disefiados para una mejor y mayor proliferaciéon y
supervivencia de las células tumorales.

Por lo tanto, podemos ver cémo los cambios en el perfil metabolémico de las pacientes con cancer de
mama que hemos descrito en nuestro estudio, pueden llegar a afectar a la biologia de la enfermedad
de una manera muy compleja. De esta manera, los metabolitos pueden llegar a promover la tumo-
rogénesis de diferentes formas, como puede ser mediante el cambio en el estado de diferenciacion,
lainduccién y promocion de patrones de diseminacion, o bien, alterando diversos mecanismos mo-
leculares que asocien resistencia a determinadas terapias, y provocando que los tumores sean mas
viables en condiciones de estrés.

Aunque nuestro estudio se centra en una cohorte relativamente pequeia de pacientes, claramente
indica que, la metabolémica enfocada al plasma humano es 1til en la identificacién de metabolitos
diferenciales y en la prediccién de cdncer de mama. Desde nuestro punto de vista, las firmas meta-
boélicas para el diagnéstico, deben ser elaboradas a partir de un niimero pequeno de pacientes y de-
ben de presentar una sensibilidad y especificidad adecuada. Posteriormente, creemos, deberian ser
validadas en una cohorte de pacientes, independiente de la que se empleo para desarrollar la firma,
y con mayor namero de pacientes, para validar los resultados, y posiblemente, poder encontrar mas
marcadores que nos permitan aumentar la sensibilidad y la especificidad de la prueba.

Posiblemente esta aproximacién pueda venir més dirigida en el contexto de una mayor focalizacién
del estudio de los 4cidos grasos; de tal forma, que, mediante su anélisis y ponderacién, podamos ob-
tener una herramienta diagnéstica, y no invasiva, de cdncer de mama.

La fuerza de nuestro estudio, por tanto, se fundamenta en la obtencién de metabolitos de muestras
de suero, obtenidas mediante métodos poco invasivos, y en el desarrollo de un modelo diagndstico
de alta sensibilidad y especificidad, independientemente de las caracteristicas clinicas e histopato-
légicas de las pacientes. A pesar de que el mecanismo de interconexién sigue siendo especulativo,
los resultados que confirman la correlacién paciente/tumor de las diferentes muestras, avalan la
aplicacion de este método para el estudio de los cambios metabdlicos y la aplicaciéon de métodos
diagndsticos mas efectivo en nuestro caso. Por tanto, la identificacion de biomarcadores moleculares
en este tipo de muestras abre un excitante camino para entender tanto la fisiopatologia especifica del
cancer de mama, como el comportamiento de los distintos metabolitos, segtn la procedencia de la
muestra analizada.

Es evidente que la metabolémica abre un nuevo campo de investigacion aplicada en el cancer de
mama, de potencial atin incalculable, y cuyos resultados practicos estamos s6lo comenzando a des-
cubrir. En el futuro, los estudios clinicos en cancer de mama deberian desarrollarse teniendo en
cuenta la informaciéon metaboldmica, hasta ahora disponible y recopilada, incluyendo, ademds, un
elemento traslacional sistemdatico que nos permita adquirir nuevos conocimientos de forma prospec-
tiva en el contexto mas favorable; es decir, el estudio aleatoriazado de forma prospectiva.
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CONCLUSIONES

e Conclusion 1: se han expuesto y se han optimizado, métodos analiticos apropiados, rentables,
reproducibles y eficientes, basados en técnicas de espectrometria de masas, para el andlisis
metabolémico de mues-tras biolégicas obtenidas mediante métodos poco invasivos, en concreto,
suero obtenido de sangre venosa de pacientes. A esto hay que anadir el hecho de que, en funcién de los
objetivos establecidos, se han seleccionado y planteado los criterios mas adecuados para el procesamiento
de los datos y su posterior analisis mediante herramientas bioinformaticas avanzadas.

e Conclusion 2: se ha demostrado cémo hasta en 1269 metabolitos, la concentracion sérica fue
diferente seguin la condicién del sujeto; evidenciando asi que, a pesar de su aparente papel en el
desarrollo de las funciones vitales habituales dentro de las células sanas pertenecientes a nuestro
organismo, también contribuyen, en forma de soporte metabdlico, a la transformacién neoplésica, a
través de su participacién en varias rutas metabélicas.

Se han identificado 35 metabolitos, que permiten diferenciar a pacientes con cdncer de mama de
sujetos sanos de manera estadisticamente significativa, cabiendo destacar la alta especificidad y
sensibilidad que presentan los elevados niveles de taurina y el 4cido linoleico, y los bajos niveles
de 4cido caproico. Es decir, este estudio prueba la existencia de una firma metabdlica del cancer
y que, ademds, ésta puede ser detectada en suero sanguineo.

e Conclusion 3: a pesar del elevado nimero de trabajos publicados sobre metaboldmica en cédncer
de mama, hasta donde podemos saber, en esta tesis doctoral se presenta, por vez primera, los mejores
resultados en cuanto a una ecuacidon diagnoéstica, con una test de permutacion significativo (p=0.05) y
un error “out of bag” de 0,027, independientemente de las caracteristicas clinicas del sujeto.

e Conclusion 4: es conocido que los estudios de deteccién de biomarcadores en metabolémica son

dificiles de reproducir, bien sea por la heterogenicidad y el tamafo de las poblaciones de los
estudios, la variabilidad de los protocolos experimentales, el ruido en los datos de la metabolémica
o, incluso, las variaciones bioldgicas de los propios metabolitos. Aun asi, los resultados
metabolémicos obtenidos en este trabajo de tesis doctoral en relacion a la deteccion de
metabolitos, que se posicionan como nuevos biomarcadores relacionados con el diagnéstico del
cancer de mama, pueden permitir profundizar en el estudio de otras lineas de actuacidn, ya vuelvan
a ser diagndsticas, o incluso, terapéuticas.

e Conclusion general: queda un largo camino por recorrer en lo que se refiere a la metabolémica

y su relacién con el cdncer de mama. Si duda, un mejor conocimiento del metabolismo del cancer
de mama puede abrir el camino a un mejor control de la enfermedad. De tal forma, seria
interesante explorar las posibi-lidades que nos brinda un perfil metabolémico obtenido de
biofluidos, y por tanto de forma poco invasiva, en cualquier aspecto relacionado con el
diagnéstico, seguimiento y tratamiento del cdncer de mama. De esta manera, se destacan tres
situaciones concretas. Por un lado, continuar con el es-tudio que permita obtener métodos
diagndsticos no invasivos, eficaces y féciles de llevar acabo. Por otro, conseguir una mejor
determinaciéon de la enfermedad micrometastdsica residual que queda en una paciente tras la
intervencidén quirudrgica, perimitiendo, asi, la posibilidad de evaluar la necesidad de someterla a un
tratamiento adyuvante; y para finalizar, poder plantear estrategias de tratamiento individualizado a
cada paciente, optimizando asi, la eficacia terapéutica y minimizando, ademas, el riesgo de
toxicidad.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO

Yo,

(Nombre del paciente)

He leido la informacién que se me ha entregado.

He recibido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado del estudio con:

(Nombre del investigador)

Comprendo que mi participacién es voluntaria
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

20 Sin tener que dar explicaciones

30 Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Por la presente, otorgo mi consentimiento informado y libre para participar en esta investi-
gaciony doy mi consentimiento expreso y revocable al acceso de mis datos personales segiin
consta en el apartado de confidencialidad de datos de la hoja de informacidn al paciente.

(Firma del paciente)

He comentado este estudio de investigacion clinica con el paciente en un lenguaje com-
prensible e idéneo. Considero que he informado completamente al participante de la natu-
raleza del estudio y de los posibles beneficios y riesgos derivados del mismo, y creo que el
participante ha comprendido esta explicacién. He entregado una copia de este documento

fechada y firmada al paciente.

(Firma del investigador)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO ORAL ANTE TESTIGOS

Yo,
(Nombre del testigo)
Declaro bajo mi responsabilidad que:

(Nombre de paciente)

Ha recibido la hoja de informacién del estudio.

Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.

Ha recibido suficiente informacién sobre el estudio.
Ha hablado del estudio con:

(Nombre del investigador)

Comprende que su participacion es voluntaria

Comprende que puede retirarse del estudio:

1° Cuando quiera

20 Sin tener que dar explicaciones

30 Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos

Y ha expresado libremente su conformidad expresa y revocable para participar en el estudio
y para el acceso a sus datos personales segtin consta en el apartado de confidencialidad de
datos de la hoja de informacién al paciente.

(Firma del testigo) (Fecha)

He comentado este estudio de investigacion clinica con el paciente y el testigo en un lengua-
je comprensible e idoneo. Considero que he informado completamente al participante y el
testigo de la naturaleza del estudio y de los posibles beneficios y riesgos derivados del mis-
mo, y creo que el participante y el testigo han comprendido esta explicacion. He entregado
una copia de este documento fechada y firmada al paciente.

(Firma del investigador) (Fecha)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO DEL REPRESENTANTE
(Sélo en caso de pacientes incapaces)

Yo,
(Nombre del representante)

En calidad de
(Relacion con el paciente)

De
(Nombre del paciente)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado del estudio con

(Nombre del investigador)

Comprendo que la participacidn es voluntaria.
Comprendo que pueda retirarse del estudio.

1. Cuando quiera.
2.° Sin tener que dar explicaciones.
3.° Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.
En mi presencia se ha dado a (nombre del paciente), toda la

informacion pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y estd de acuerdo en partici-
par. Y presto mi conformidad expresa y revocable con que

(nombre del paciente) participe en este estudio y al acceso de sus datos per-
sonales segtin consta en el apartado de confidencialidad de datos de la hoja de informacién
al paciente.

(Firma del representante) (Fecha)

He comentado este estudio de investigacion clinica con el paciente y el representante en
un lenguaje comprensible e idéneo. Considero que he informado completamente al parti-
cipante y el representante de la naturaleza del estudio y de los posibles beneficios y riesgos
derivados del mismo, y creo que el participante y el representante han comprendido esta
explicacion. He entregado una copia de este documento fechada y firmada al paciente y al
representante.

(Firma del investigador) (Fecha)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO, ESPECIFICO PARA SUJETOS CONTROLES SIN
CANCER DE MAMA, DIRIGIDO AL ESTUDIO DE METABOLITOS EN PLASMA

Nombre del centro: COMPLEJO HOSPITALARIO DE JAEN
Direccién Avda. del Ejército Espanol, 10. 23007 JAEN
Nombre del paciente

Numero de paciente:

Este formulario forma parte del proceso del consentimiento informado. Esta disefiado para
darle a usted una idea de lo que trata este estudio de investigacion y de lo que le ocurrird
si usted elige participar en el estudio. Si usted quisiera conocer con profundidad algtn as-
pecto mencionado en este impreso o tiene algunas preguntas relacionadas con este estudio
de investigacidn, no dude en preguntarle al investigador principal. Lea detenidamente este
impreso para estar seguro de que entiende toda la informacién contenida en el mismo. Us-
ted se quedara con una copia. Este estudio se llevard a cabo en el Complejo Hospitalario
de Jaén. El investigador principal le explicard el estudio. Su participacién en el mismo es
completamente voluntaria. Usted no tiene porqué tomar parte en este estudio si no lo desea
y su atencién médica no va a depender del hecho de que tome parte en él o no. Este estudio
podria no ayudarle directamente a usted, pero esperamos que nos permita ampliar nuestros
conocimientos para poder ayudar a otros sujetos en el futuro.

Objetivos

El investigador principal le ha pedido su consentimiento para que participe en este estu-
dio cuyo objetivo es identificar las diferencias metaboldmicas existentes entre mujeres que
padecen un cancer de mama y mujeres que no tienen dicha enfermedad. Para ello, le soli-
citamos que nos permita tomarle una muestra de sangre (10ml). No sera necesario que se
someta a pruebas adicionales por haber concedido su permiso para utilizar este material
tumoral.

Beneficios potenciales, individuales o colectivos

Es posible que usted no se beneficie directamente de la participacién en este proyecto. Sin
embargo, confiamos en que su generosa aportacion sirva para mejorar el tratamiento de
muchas personas que en un futuro puedan padecer cancer de mama.

Posibles riesgos derivados de la participacion

En general, los riesgos son escasos, puesto que la extraccién de sangre la realiza personal
con mucha experiencia. En cualquier caso, estas molestias son las propias de un pinchazo,
aunque en situaciones excepcionales podria llegar a aparecer un proceso infeccioso, una
pequeinia hemorragia o la molestia relacionada con la necesidad de realizar varios pinchazos
para localizar las venas.

Informacion sobre el procedimiento
Si usted decide participar en este proyecto, se le tomarén aproximadamente 10 ml de sangre
en cada ocasion, que serd almacenada en un congelador con todas las garantias de seguri-

dad que exige la ley.
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Legislacion

Igualmente, junto con la muestras de sangre, necesitaremos poder disponer de algunos da-
tos de su historia clinica que guardaremos en una base de datos segura, que estaré sola-
mente al alcance del personal responsable de este proyecto.

Las muestras de sangre que usted nos proporcione serdn codificadas, de manera que no
aparecera en los tubos ningin dato que comprometa su identidad. Este c6digo nos per-
mitird relacionarle con la informacién que de usted hayamos guardado en nuestra base de
datos.

De acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccién de Datos de Cardcter Personal, los datos per-
sonales que se le requieren (p.ej.edad, sexo, datos de salud) son los necesarios para cubrir
los objetivos del estudio. En ninguno de los informes del estudio aparecera su nombre, y su
identidad no serd revelada a persona alguna salvo para cumplir con los fines del estudio,
y en el caso de urgencia médica o requerimiento legal. Cualquier informacién de carécter
personal que pueda ser identificable serd conservada y procesada por medios informéticos
en condiciones de seguridad por Ricardo Collado Martin o la persona en quien él delegue,
o por una institucion designada a ella, con el propésito de determinar los resultados del es-
tudio. El acceso a dicha informacién quedara restringido a Ricardo Collado Martin, o a otro
personal autorizado que estard obligado a mantener la confidencialidad de la informacién.
Los resultados del estudio podran ser comunicados a las autoridades sanitarias y, eventual-
mente, a la comunidad cientifica a través de congresos y/o publicaciones.

Sus datos podrén ser utilizados con fines cientificos. De acuerdo con la ley vigente, tiene us-
ted derecho al acceso de sus datos personales; asimismo, y si estd justificado, tiene derecho
a su rectificacion y cancelacién. Si asi lo desea, deberd solicitarlo al médico que le atiende
en este estudio.

Informacion adicional:

Si tiene alguna pregunta acerca de asuntos médicos relacionados con la investigacién, o
alguna cuestion relacionada con los procedimientos de este estudio, debe contactar con:

Dr. Ricardo Collado Martin 953220306 / 953 008 516
Nombre del médico Nuamero de teléfono
Dr. Ricardo Collado Martin 953220306 / 953 008 516
Nombre del coordinador del estudio Numero de teléfono
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL SUJETO CONTROL SIN CANCER DE MAMA POR
ESCRITO

Yo,
(Nombre del sujeto control)

He leido la informacién que se me ha entregado.

He recibido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado del estudio con:

(Nombre del investigador)

Comprendo que mi participacién es voluntaria
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

20 Sin tener que dar explicaciones

3¢ Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Por la presente, otorgo mi consentimiento informado y libre para participar en esta investi-
gaciony doy mi consentimiento expreso y revocable al acceso de mis datos personales segiin
consta en el apartado de confidencialidad de datos de la hoja de informacién al paciente.

(Firma del sujeto control) (Fecha)

He comentado este estudio de investigacion clinica con el sujeto control en un lenguaje
comprensible e idéneo. Considero que he informado completamente al participante de la
naturaleza del estudio y de los posibles beneficios y riesgos derivados del mismo, y creo que
el participante ha comprendido esta explicacién. He entregado una copia de este documen-
to fechada y firmada al paciente.

(Firma del investigador) (Fecha)

162




CONSENTIMIENTO INFORMADO ORAL DEL SUJETO CONTROL SIN CANCER DE
MAMA ANTE TESTIGOS

Yo,
(Nombre del testigo)
Declaro bajo mi responsabilidad que:

(Nombre de sujeto control)

Ha recibido la hoja de informacién del estudio.

Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.

Ha recibido suficiente informacién sobre el estudio.
Ha hablado del estudio con:

(Nombre del investigador)

Comprende que su participacion es voluntaria

Comprende que puede retirarse del estudio:

1° Cuando quiera

20 Sin tener que dar explicaciones

3¢ Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos

Y ha expresado libremente su conformidad expresa y revocable para participar en el estudio
y para el acceso a sus datos personales segtin consta en el apartado de confidencialidad de
datos de la hoja de informacién al paciente.

(Firma del testigo) (Fecha)

He comentado este estudio de investigacion clinica con el sujeto control y el testigo en un
lenguaje comprensible e idéneo. Considero que he informado completamente al partici-
pantey el testigo de la naturaleza del estudio y de los posibles beneficios y riesgos derivados
del mismo, y creo que el participante y el testigo han comprendido esta explicacién. He en-
tregado una copia de este documento fechada y firmada al paciente.

(Firma del investigador) (Fecha)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO DEL REPRESENTANTE
(Sdlo en caso de sujetos controles sin cincer de mama incapaces)

Yo,
(Nombre del representante)

En calidad de
(Relacion con el sujeto control)

De

(Nombre del sujeto control)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado del estudio con

(Nombre del investigador)

Comprendo que la participacién es voluntaria.
Comprendo que pueda retirarse del estudio.

1. Cuando quiera.
2.° Sin tener que dar explicaciones.
3.° Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.
En mi presencia se ha dado a (nombre del sujeto control), toda

la informacién pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y estd de acuerdo en parti-
cipar. Y presto mi conformidad expresa y revocable con que

(nombre del sujeto control) participe en este estudio y al acceso de sus datos
personales segiin consta en el apartado de confidencialidad de datos de la hoja de informa-
cion al sujeto control.

(Firma del representante) (Fecha)

He comentado este estudio de investigacion clinica con el sujeto control y el representante
en un lenguaje comprensible e iddneo. Considero que he informado completamente al par-
ticipante y el representante de la naturaleza del estudio y de los posibles beneficios y riesgos
derivados del mismo, y creo que el participante y el representante han comprendido esta
explicacion. He entregado una copia de este documento fechada y firmada al paciente y al
representante.

(Firma del investigador) (Fecha)
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Moléculas diferentes, de forma estadisticamente significativa, entre pacientes con cancer de
mamay controles sanos

Compound P Regulation Mass Retention
(Corr) (cancer patients Vs healthy control) Time
C4 He 9,30E-05up. 244,57797 54,0471 3,2491462
C4H6(2) 0,041106164 up 16,961819 54,0475 3,4187877
C4 H8 0,01618517 up 2,0673041 56,064 9,588262
C3HIN 2,44E-07up 693,7814 59,0759 9,6211815
60.022@0.32425803 7,42E-14up 1195,1332 60,022 0,32425803
C4HIN 0,008731695 down -47,7287 71,0707 0,45460492
CAHIIN 6,49E-05up 205,17033 73,0913 9,644464
C6 H4 0,002161457 up 37,358727 76,0311 0,8869689
82.0735@0.3259259 0,021615723 up 17,014717 82,0735 0,3259259
83.9889@0.32634723 3,51E-06 up 361,6225 83,9889 0,32634723
97.9686@0.32438752 9,57E-16 up 2,2230566 97,9686 0,32438752
100.0015@0.32618025 1,02E-14up 2,317938 100,0015 0,32618025
2-Hydroxy-3-methylbutyric acid 3,27E-04up 36,557568 100,0522 1,5816069
103.0465@0.48916453 1,34E-04 up 71,38483 103,0465 0,48916453
C5HI3INO 0,013454561 down -35,9272 103,0998 11,038706
C5HI13N O (2) 5,24E-06 up 360,9948 103,0999 11,739626
104.1016@0.4106087 0,001263066 down -54,501274 104,1016 0,4106087
108.094@6.8899035 0,03507224 down -21,685585 108,0939 6,8899035
C8 H12 0,0161452 down -33,2668 108,0939 3,1723282
Creatine 3,91E-04 down -339,61105 113,0561 0,42863637
113.084@2.1546912 1,86E-07 up 24,761124 113,0843 2,1546912
C9 He 0,018263014 up 32,208218 114,0479 1,2765871
2-Hydroxy-3-methylpentanoic acid 0,02301409 up 3,2980385 114,0682 3,2419913
L-Valine 0,017350342 down -64,50541 117,0775 0,44549397
C9H10 0,020669939 up 17,931105 118,0782 5,2420254
C5 H4 N4 0,002637335up 47,947605 120,0437 2,446937
C5 H4 N4 (10) 3,79E-08 up 1061,8641 120,0437 4,4392815
C5 H4 N4 (11) 0,001784631up 78,3935 120,0437 4,5617785
C5 H4 N4 (12) 2,39E-07up 895,5553 120,0437 4,8050632
C5 H4 N4 (13) 7,68E-05up 185,91911 120,0437 4,944795
C5 H4 N4 (14) 5,03E-06 up 205,3857 120,0437 5,224307
C5 H4 N4 (15) 5,29E-05up 257,154 120,0437 5,4229364
C5 H4 N4 (16) 3,99E-06 up 515,9029 120,0437 5,624334
C5 H4 N4 (18) 7,44E-05up 246,64723 120,0437 6,002085
C5 H4 N4 (2) 7,44E-06 up 398,7797 120,0437 2,5937352
C5 H4 N4 (3) 9,03E-04 up 69,3433 120,0437 2,7862983
C5 H4 N4 (4) 1,99E-05up 294,7056 120,0437 2,9837127
C5 H4 N4 (5) 5,56E-05up 50,412838 120,0437 3,1672523
C5 H4 N4 (6) 6,38E-07 up 137,71193 120,0437 3,5797405
C5 H4 N4 (7) 0,004372553 up 29,775135 120,0437 3,8787327
C5 H4 N4 (8) 2,67E-08up 423,647 120,0437 4,0885234
C5 H4 N4 (9) 1,47E-04up 85,68444 120,0437 4,285565
C5 H4 N4 (17) 0,001020161 up 114,77413 120,0438 5,816484
Taurine 6,38E-09 up 198,09927 125,0153 0,32860422
4-acetamidobutanoate 0,002003364 down -53,316326 127,064 0,70647365
3-Methylglutaric acid 0,005526376 up 37,589462 128,0489 1,5807501
C5H7N O3 7,60E-05 down -242,62566 129,0434 2,4426584
DL-pipecolic acid 1,49E-06 up 270,4421 129,0792 0,33790255
COHIN 0,03404401 down -21,517311 131,0737 1,2777019
3-Hydroxyanthranilic acid 8,83E-06 down -341,82864 135,0336 1,5612222
Dopamine 0,0007809 up 1,45 135,0675 0,575
Threonate 0,039227072 up 3,8591702 136,0378 0,88052344
137.9003@0.3887037 7,52E-04 down -81,42886 137,9003 0,3887037
C4H7CI2N 2,35E-04up 497,24475 138,995 0,32783055
C4HION4 S 0,00149002 up 55,248512 146,0655 1,5808775
Glutamine 2,04E-06 down -1060,4479 146,0684 0,5461304
L-Lysine 1,72E-04 down -61,43537 146,1059 0,34584
C8 H4 03 0,04677189 up 28,87852 148,0161 12,005303
C8HBCIN 0,02208716 down -22,799873 151,0154 0,40925714
C5H1203S 3,66E-05up 191,94904 152,051 3,4264996
155.0681@0.45361814 0,002344885 down -63,465504 155,0681 0,45361814
C4HIC2NO 0,002255535 down -155,22307 157,0051 0,32345003
159.053@0.503519 6,76E-07 up 1001,11365 159,0529 0,503519
C3HI1N7 0 3,30E-04 down -682,2704 161,101 0,42622033
C5H6 02 52 1,04E-04 up 7,859619 161,9836 0,32459825
C3HION6S 0,002515871 down -75,76851 162,0683 5,5077543
C7H1402S 0,005336309 down -46,92934 162,0712 6,459499
C10H12 02 0,001651759 up 77,57514 164,0832 12,870709
Uric acid 0,027582746 up 2,2613251 168,0292 0,6809543
C7H12N4 0 6,20E-07 up 944,12085 168,103 6,1662974
C7H12N40(2) 1,80E-06 up 765,96814 168,103 7,0663834
C3H6CIN OS2 0,004162231down -17,204424 170,9606 0,21788003
C10H23NO 0,001254277 up 10,840619 173,178 4,2336698
C6 H11 CIN4 3,05E-04up 109,442535 174,0671 5,8075414
L-Arginine 1,49E-05 down -397,21246 174,1067 0,4356315
2-Methylhippuric acid 0,001796061 down -91,99216 175,0639 3,6565607
Hippuric acid 0,03816984 down -8,761045 179,0599 2,1277783
C5H13N 0252 4,44E-12 up 189,83856 183,0389 0,32655767
C5H12 N8 2,85E-08 up 5765,3203 184,1161 7,0670485
C5H12 N8 (2) 6,20E-07 up 1850,7535 184,1162 6,167351
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Compound

C7H10N202S
C9H1402S

C5 H10 N4 S2
C10H2205S

C6 H18 N6 O
C10H16 N4

C7 H20 N4 S
C7H18 N202S
CIOHISNOS
C4H7CIN203S
C12H22 02
C12H2202 (2)
C5H5N5025S
C4 H12 CIN3 04
C9H2N2S2

C4 H6 N6 04 (2)
C4 H6 N6 04
C12 HI9 N3
C9H2003 S
212.1702@6.0630007
C12H602 S

C7 H18 N8

C9 H13 CIN2 02
C5H6N4045S
C6HClO35s2
220.0852@1.1467648
C9 H21 CIN4
C12H20 N4

C9 H24 N4 S
C5H3 CIN206
C7 H10 04 52
C14 H24 02 (2)
C14H24 02
Cytidine
Ci13H19ClO
C12 H22 N2 02
C7 H16 N8 O
C17H11N
229.238@8.320602
CIOH3NO4S
C8 H14 N2 06 (2)
C8 H14 N2 06
C6 H18 N8 02
C10H24 N2 04
C6 H11 CI N4 04
C13HION4O
C10H14N40S
Cl4H240S
C13H24N2S
C17H220
C10H22 N6 O
C8 HI9N7 S
C12H19ClOS
C10H29 N7
C8H5Clo7
C9H17 CIN4 02
C10H20 N2 05
C12H2403s
C11 H25 CI N4
C9H14N8 O
Myristic acid
C12H24 N6
252.2099@10.09466
C9 H15 N7 02
C5 H10 N4 s4
C16H33NO

C8 H4 N2 04 52
256.2403@11.563516
C13 H26 N2 03
C8 H20 N8 02
C14 H18 N2 03
C17H10CIN
C14 H12 N6
C13H20N4s
264.9748@2.9053724
C13H30 N6

C11 H26 N6 02
C16 H34 03
C9H5ClIs4
C11HI1I0N4 OS2
C11H26 N4 02 S
C18H33NO

p
(Corr)
4,38E-07 down
1,08E-06 up
0,020519007 down
1,32E-09 up
0,002094353 up
6,57E-04 up
6,16E-06 down
0,034102097 down
0,002596293 down
1,58E-04 down
0,006114819 up
0,002424649 up
7,44E-04 up
2,54E-07 down
8,18E-13 down
0,039525874 up
0,013961026 down
0,027582746 up
0,002167495 down
7,42E-05 up
0,034121733 up
0,022212505 up
2,54E-04 up
5,04E-07 up
0,021063665 down
6,12E-10down
1,46E-05 up
2,33E-05up
2,04E-07 down
0,006650459 down
5,80E-07 up
0,001349042 up
0,002266479 up
0,03542802 up
0,042538613 down
9,46E-15up
0,00408901 down
0,006652449 down
0,001036418 up
0,007322189 up
0,002392016 down
7,42E-05down
3,35E-08 down
8,62E-08 up
0,0179944 up
3,26E-05down
0,001433869 up
1,90E-04 down
0,03057574 up
0,006760607 down
0,002238446 up
7,33E-06 up
0,0110487 up
0,022874806 up
8,53E-07 down
0,002874123 down
0,01177294 up
8,69E-04 down
0,023964867 down
0,008437083 up
2,68E-04 up
0,003619365 up
0,018714974 up
7,87E-09 up
4,66E-06 down
9,44E-05 up
0,003070294 up
4,53E-05up
6,12E-10up
0,045552958 down
0,001225498 down
0,0435707 up
0,006770235 down
0,044516698 down
1,46E-05 down
1,98€-11up
0,034998894 up
1,27E-06 up
0,031093119 down
4,23E-04up
2,12E-04 down
2,45E-06 up

Regulation
(cancer patients Vs healthy control)

-364,18213
577,696
-26,501621
1357,1859
69,45571
104,11244
-205,90007
-14,753049
-100,54963
-174,47708
9,228025
64,54488
22,414406
-175,27245
-639,7834
59,588013
-118,17374
4,230462
-67,57657
262,7113
6,481461
10,851633
138,06631
25,751541
-26,410437
-1933,3247
291,19208
264,0788
-409,04156
-40,063362
240,03377
84,66894
B
21,857855
-13,069507
9060,831
-52,987373
-31,232265
11,252597
80,95541
-107,47122
-278,89606
-977,7391
239,53566
21,959383
-2,1806004
104,37657
-105,88095
6,7400017
-29,535965
71,423225
714,8359
29,853466
20,36538
-240,16621
-44,59035
36,29039
-115,822334
-15,674421
28,992922
78,94528
55,826397
27,304443
3313,2705
-65,257225
232,75049
2,6911294
411,7566
114,27498
-17,401026
-48,264202
12,442346
-2,791787
-11,255018
-221,58049
5445,679
17,760437
95,177895
-18,385477
80,75821
-101,10442
128,99632

Mass

186,045
186,0702
190,0351
190,1388
190,1553
192,1364
192,1417
194,1093

197,088
197,9854
198,1618
198,1619
199,0164
201,0496

201,963
202,0444
202,0446
205,1587
208,129
212,1702

214,009
214,1674
216,0713
218,0114
219,9044
220,0852
220,1471

220,168
220,1757
221,9672
222,0043
224,1766
224,1775
225,0778
226,139
226,1691
228,1478
229,0885

229,238
232,9759
234,0839
234,0851
234,1566
236,1771
238,0499
238,0851
238,0869
240,1539
240,1685
242,1657
242,1885
245,1417
246,0857

247,247
247,9707
248,1039
248,1375
248,1425
248,1775
250,1291
250,1932
252,2093
252,2099
253,1279
253,9771
255,2562
255,9589
256,2403
258,1947
260,1731
262,1327
263,0476

264,112
264,1397
264,9748
270,2556
274,2143
274,2507

275,897
278,0307
278,1792
279,2562

Retention
Time
0,43359998

9,52657
0,40950003
9,523834
6,6648965
0,43726927
0,43614823
2,5867305
0,4706812
1,5480711
8,400215
12,330672
0,3246337
0,32475
0,36220008
0,41955924
0,41258183
9,525785
8,674031
6,0630007
0,4868726
4,5830216
0,44548148
0,32379454
0,3838286
1,1467648
9,519721
0,43622747
0,43489996
0,39590472
0,32516283
12,403346
12,098139
0,7119473
0,423675
6,0663905
0,656892
0,4742676
8,320602
0,23461223
1,0270344
0,7987038
0,44331032
8,621721
0,43465382
4,826217
7,3238783
11,955486
8,086362
3,1363041
12,097238
6,0639625
0,4938382
11,353399
0,6890488
0,56569993
0,4395102
0,43864277
10,795187
7,297187
12,096725
12,259769
10,09466
6,0780144
0,36522225
11,222838
0,3231728
11,563516
2,6831613
0,47214994
2,4587708
0,8850293
2,4413185
9,446976
2,9053724
11,564831
9,802611
10,807165
0,38263637
0,34289703
0,43633336
11,008722
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Compound P Regulation Mass Retention

(Corr) (cancer patients Vs healthy control) Time
Linoleic acid 4,14E-17 up 42496,75 280,2411 11,370296
Oleamide 3,83E-05up 2,036343 281,2726 11,383955
282.2566@11.689865 3,72E-08 up 2722,2834 282,2566 11,689865
Stearic acid 1,96E-06 up 673,58923 284,2717 12,056651
CI9H29N O 1,06E-06 down -138,38942 287,227 8,918766
C17 H27 N O3 0,022663223 down -19,869555 293,1999 9,075802
C7 H17 N7 02 S2 0,004759546 down -42,83323 295,086 0,7083913
C13H17CIN4 S 0,006584088 up 41,107224 296,0772 10,2788515
C18H3203(2) 3,00E-06 up 602,7171 296,2346 12,739666
C18 H32 03 3,56E-04up 193,50835 296,2371 12,337602
C18 H35 N 02 6,99E-09 down -1180,4725 297,267 11,3718405
C13 H30 N8 1,83E-04up 229,14946 298,2552 12,023381
C13 H5 N3 06 0,018482843 down -21,792715 299,0172 0,32199994
C13 H25N5 03 0,003574477 down -91,39754 299,1979 6,8043933
C17 H34 04 4,23E-09 up 798,52057 302,2447 10,636541
C14 H16 N4 S2 0,00204773 down -27,763386 304,0816 1,3894829
Sa-androstane-3,17-dione 1,24E-10down -148,80891 305,2386 10,385417
Homocystine 2,86E-04up 62,278194 306,0068 0,33542165
C12 H31 N5 04 0,029596679 down -16,070463 309,232 9,528082
C12 H31 N5 04 (2) 4,60E-08 down -1314,2166 309,2365 9,601748
C9 H21 N5 03 52 0,026524732 down -18,220287 311,1077 0,66540307
C18 H36 N2 S 0,013928644 down -30,936214 312,2638 13,351328
C14 H27 N5 03 2,82E-07 down -4,8009 313,2135 8,088225
CI5H31IN5S 0,025224615 down -7,841307 313,2285 6,620386
C8 H10 N8 06 7,52E-04 down -289,1141 314,0728 1,0617354
C10 H19 CIN2 O7 1,19E-05up 285,8 314,0886 9,249628
C19 H30 N4 0,021728044 up 33,909637 314,2465 12,390803
C18 H29 N5 0,010034961 down -2,4926612 315,2421 7,0906997
C14 H32 N6 02 0,009727014 up 30,229912 316,2621 12,016785
C21H35NO 0,039227072 up 3,4233255 317,2726 7,795924
C15H35 N3 52 3,10E-06 up 293,36798 321,2318 9,073458
C13H31CIN6 O 9,99E-05 down -77,35424 322,2271 5,978286
C14 H5N50 S2 0,012197764 down -16,954018 322,9937 0,5172258
C16H34CINOS 0,030274766 up 25,089638 323,2041 8,893321
C16 H29N5 S 4,17€-07 up 36,186474 323,2126 9,645524
C17H2404 S 1,54E-09 up 462,6676 324,1373 2,8426275
C15H19 N 0352 4,61E-06 down -80,51317 325,0811 1,1950476
C18 H35 N3 02 0,027807528 down -12,378784 325,2737 6,0643497
326.1949@3.6240907 5,06E-13 down -256,3197 326,1949 3,6240907
C16 H33N5 S 3,75E-05 down -234,35324 327,2446 7,107363
330.2772@11.303863 0,045552958 down -2,9917035 330,2772 11,303863
C17 H33 N O5 0,003974505 down -28,911268 331,2358 5,8117714
C20 H12 05 1,05E-06 down -69,626465 332,0693 2,0373182
C22 H2003 0,02675541 up 17,732347 332,1399 6,204395
C19 H24 N6 3,32E-09 down -862,3288 336,2063 7,066325
C17H31N5S 2,20E-05 up 247,546 337,2302 9,635051
C16 H30 N6 02 0,005234688 down -47,08713 338,2438 6,925327
338.7591@5.8324213 7,78E-09 down -81,137024 338,7591 5,8324213
C18 H33 N3 03 6,27E-09 up 2,162161 339,2534 7,5161805
C16 H24 N2 S3 3,86E-07up 501,00275 340,1095 2,8443964
C20 H31 N5 0,039227072 down -6,436251 341,2578 7,807263
343.2219@3.6344838 2,31E-05up 43,809135 343,2219 3,6344838
C20 H29 N3 02 3,67E-05down -149,68988 343,2233 12,259387
C16 H34 N4 04 0,013961026 down -22,242704 346,2583 7,8615437
Caproic acid 8,37E-17 down =ily7/ 348,2573 5,769
348.7591@5.7688694 0,03307431down -5,6360993 348,7591 5,7688694
C13 H26 N12 (2) 0,005775198 down -56,558517 350,2399 7,621218
C13 H26 N12 0,01112874 down -27,85264 350,2405 7,4446363
C20 H34 CIN3 0,001489382 up 72,10296 351,2437 9,647244
C13H2203s4 3,90E-05up 152,4803 354,0429 7,3250847
C14 H36 N4 02 S2 0,02613476 down -12,96886 356,2292 6,444634
C18 H35N3 S2 0,00434871 down -28,02096 357,2263 4,130281
C16 H35 N7 02 0,010564902 down -18,255949 357,2872 8,811291
C14H3CIN4 04 S 0,005645108 down -31,745562 357,9539 0,32178846
C14H14 09 s 4,96E-04 up 133,31297 358,0357 0,6144038
C14 H30N8 0S (2) 0,015122383 down -36,69914 358,2251 7,6119676
C14H30N8OS 0,013809574 down -33,98761 358,2256 7,450401
C21H4204 0,009240921 down -2,4807324 358,3088 11,812093
CI9H5NOS3 1,09E-04 down -40,773643 358,9542 7,5241203
Cortisone 0,030274766 down -5,8378644 360,1945 6,9761095
C21H31NO2S 4,41E-06 down 052,929 361,2056 10,998146
Cortisol 3,07E-05 down -1,7 362,2124 7,031
363.7104@7.5173335 9,23E-05up 226,02435 363,7104 /351073335
C14H9CI2N50S 7,53E-04 down -38,22276 364,9914 0,7253055
C23H30N2S 4,58E-18 up 1153,9005 366,2115 7,5163574
CI5H38N602S 0,002755613 down -29,77417 366,2782 10,973587
C20 H42 N6 1,72E-05up 285,40543 366,348 12,015953
C20H5N3 0 S2 0,020754429 down -27,191454 366,9839 0,47260493
C12 H29 N7 06 2,63E-14 down -224,67549 367,2124 7,5056
C14 H37N702S 0,001468954 down -42,172497 367,2718 8,521545
367.7126@7.508818 2,24E-16 down -244,92267 367,7126 7,508818
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Compound

C20H28 N6 O

C20 H28 N6 O (2)

€27 H44 (3)

C27 H44

C27 H44 (2)

C21 H19 Cl 04

C16 H34 N8 S
370.7581@13.211934
370.7592@13.285526
2-Octenoic acid
C13H31N1102
C10H18 N2 05 sS4
C23 H35Cl02

C16 H5 N5 03 52
CI15H37N702S
C24H32N2S
C9H8CIN508S

C17 H31 CIN8

C14 H25 N 07 S2
7a-hydroxy-cholesterol
C20 H39 N3 S2

C23 H22 N4 02
C20H34 N8

C18 H42N8 O

C17 H33 N5 05
C29Hs5 Cl

C25H32 N4
C7HCI2N3 02 S5
Chenodeoxycholic Acid
C18 H39 N3 S3
C13H38N12S

C24 H48 N2 02

C19 H39 N7 02
398.3197@12.043287
C24 H46 04
C20H21N3 045
C20H37N3 0S2
7-ketocholesterol

5-b-Cholestane-3a ,7a,12a-triol

C9CI3N 0354
C10H14 CIN3 04 54
C13 H11 CI2 N5S3
C22 H49 N3 03
C5H3CI3N203s5
C22 H49 CIN4
C21H43CIN20S
C24 H41 N S2
C21H45N 04 S
C22H41NS5S

C22 H24 N4 04
C20H4006 S
408.3914@12.466255
C19 H44 CIN5 02
409.7527@13.45093
Inosine diphosphate (IDP)
C30H22 N2
C27H51Cl
411.7708@13.869441
C7 H2CI2 06 S5

C16 H24 N6 03 S2
C22 H32 N6 02

C18 H40N2 06 S
C15H40 N8 0 S2
C26 H49 ClO
412.7818@7.711023
C11H28 CIN1102S
C20 H40 CIN7
C17H2 013

C20H26 N6 02 S
C28H43 Cl

C23 H46 N2 S2

C7 H3 CI3 06 S4

C18 H40 N8 03
C21HS5CI2N30S
C21H5CI2N3 05 (2)
C25H39 N 04
421.7815@11.700707
C19H27CIN6O S
C26 H47 CIN2

C28 H51 Cl

C14 H4 N2 010 S2
C23H28 N4 02S

p
(Corr)
3,35E-07 down
1,43E-08 down
0,013589146 up
2,87E-05up
0,001211321up
0,045552958 down
3,24E-05up
1,09E-04 up
1,69E-05 down
0,005321701 down
0,005638891up
9,41E-06 up
0,002874123 down
3,70E-08 down
9,42E-04 down
2,27E-07 up
0,0227786 down
4,29E-04 up
0,01345269 down
0,008897226 down
0,006432778 down
0,002344885 down
5,79E-16 down
0,001313387 down
1,63E-05down
0,001876563 up
1,44E-07 down
0,022095356 down
6,11E-04up
2,51E-05 up
2,07E-05up
1,27e-13down
0,011237998 down
0,022312777 down
0,031169314 down
1,10E-09 up
0,040289506 down
4,276-04up
0,035652112 down
5,90E-06 down
1,94E-05down
6,72E-05 down
0,003567036 up
0,009989689 down
7,56E-06 up
0,003971222 down
0,002488607 up
9,96E-04 down
1,45E-15 up
5,59E-14 down
5,59E-06 down
0,006055078 up
0,001818142 down
0,006418299 up
0,001820976 up
0,001392328up
0,025532298 up
1,09E-06 down
1,43E-04down
3,92E-04 down
5,97E-08 up
5,94E-14down
0,018929912 down
2,98E-04down
0,00137189 down
0,021299968 up
0,005102523 down
0,01020841 up
0,017900968 up
0,042840563 down
0,026965601 down
2,31E-04 down
4,18E-05down
5,09E-04 down
2,48E-06 down
2,49E-05up
4,26E-05up
1,52E-04 up
0,004986323 up
0,045570906 up
0,021595784 down
6,20E-07 up

Regulation
(cancer patients Vs healthy control)

-1438,8893

-4464,0396
38,345627
208,12883
194,87166

-10,837215
530,83167
207,31512

-59,820847

-39,295128
38,714043
297,16418

-24,444166

-164,84981

-34,395138
1219,3954

-29,145813
51,191204

-11,349625

-31,36587

-18,535948

-80,74462

-1474,8787

-41,614845

-3,3401842

58,52359
-513,3634

-13,534151

161,82008
155,1043
277,30884

-1874,2516

-22,992817

-15,795482

-12,320089

729,513

-10,784155

117,011635

-13,194351

-97,997475

-59,74663
-34,358856
69,88998
-19,281418
403,6912
-40,694965
46,89287
-66,71236
5475,9873
-2,3582122
-367,614
44,487217
-57,61286
29,493988
52,74305
26,609764
21,200674
-482,90897
-85,5774
-64,44576
300,62994
-2,4116635
-9,650723
-172,9228
-57,456207
18,42393
-43,031223
8,027762
13,667072

-11,562727

-12,219338

-39,392628

-97,33083

-49,943295

-131,74602
249,66034
236,46936

66,63466
47,148335
16,569607

-14,485857

8,373709

Mass

368,2318

368,2318
368,3437
368,3439
368,3448
370,0958

370,263
370,7581
370,7592

372,268
373,2657
374,0105
378,2356
378,9843
379,2702

380,226
380,9793
382,2422
383,1071

384,329
385,2571

386,174
386,2925
386,3536
387,2478
388,0095
388,2615
388,8039
392,2908
393,2283
394,3052

396,374
397,3181
398,3197
398,3404
399,1237
399,2386
400,3335
402,3519
402,7765
402,9584
402,9589
403,3802
403,7829
404,3632
406,2741
407,2679
407,3055
407,3076
408,1802
408,2528
408,3914
409,3193
409,7527
410,0028
410,1789
410,3736
411,7708
411,7888
412,1355
412,2586
412,2604
412,2802
412,3495
412,7818
413,1803
413,2968
413,9486
414,1819

414,303
414,3124
415,7845
416,3254
416,9547
416,9554
417,2854
421,7815
422,1656
422,3424
422,3759
423,9285
424,1928

Retention
Time
6,1712713
7,0663476

16,01008
12,304817
15,515002
11,614912
13,211927
13,211934
13,285526

9,767441

13,2213
0,6641578

5,183107
0,9342962

9,448351

11,6901865
0,7378181
0,3237659
1,9814566
12,368574

5,083179

7,607665

10,16158
12,955179

4,148335
0,3373857

9,747404
6,3629475
11,337122
4,6133265
11,443872

13,15828

4,944937
12,043287
12,503838
2,8441143

5,190102
12,138314
12,439621
13,663565

0,46909094
1,0352856
12,949729
13,921572

12,38348

10,64239

7,037986

11,1914625
11,5957575

1,275667

9,240001
12,466255
11,322534

13,45093

0,34574685
5,18475
12,445163
13,869441
7,4182277
2,9649444
0,50768894
0,33939654
7,7124634
12,687789
7,711023
7,52868
11,394551
0,3233333
7,51386
10,930526
10,330238
13,780728
11,078436
1,0826111
0,8224287

5,184469
11,700707
7,5203657
11,826258
12,639553

0,38084522
6,165045
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Compound P Regulation Mass Retention

(Corr) (cancer patients Vs healthy control) Time
424.7623@13.422313 0,041780073 up 13,448823 424,7623 13,422313
C27H23CIN20O 1,87E-06 up 247,58005 426,1487 5,184927
C26 H50 04 0,022874806 down -15,807724 426,3704 12,792151
426.7433@13.608849 4,79E-06 down -72,15815 426,7433 13,608849
C18H37N9OS 4,07€-05 down -43,237015 427,2828 10,235999
C22 HAO0 N2 S3 0,013812038 down -3,242221 428,2358 0,35140744
C29 H48 02 7,90E-04 up 3,2173147 428,3665 13,096932
C21 H42 N4 0 S2 2,01E-07up 323,96176 430,2794 5,1837344
C20 H33 N9 02 0,012847452 down -15,383188 431,2734 4,5983224
C22 H37 N7 02 4,22E-08 up 11,067672 431,2997 6,178777
C21 H44 N4 O5 0,027708918 down -11,106612 432,3301 12,458235
C26 H43 N 04 0,010143459 down -29,088041 433,3189 10,556061
C17H42N100S 1,94E-11down -7027,469 434,3264 6,063714
C20 H45 N5 05 7,95E-05up 13,909355 435,3391 12,003172
C27H48CINO 5,88E-04up 94,57996 437,3476 10,438001
C24 HA7 N5 S 6,70E-09 up 966,8566 437,3581 9,107827
C23 H38 N2 S3 0,004193674 down -19,562193 438,2188 7,0683107
C30H46 S 4,27€-06 down -137,43283 438,3301 11,037433
C25H49N30 S 0,017021919 up 34,74584 439,3627 11,837138
C28 H25 CIN2 O 3,68E-15up 1195,0226 440,1637 6,160325
C29 H44 CIN 5,38E-04 down -43,058807 441,3204 7,3580523
C26 H53 N 04 0,002654094 up 59,500298 443,4019 12,136624
C33H16 02 0,013366127 down -20,68022 444,1135 11,646452
C29 H48 03 0,033780564 up 17,197245; 444,3613 13,038582
444.3619@12.505855 0,005347919 up 14,478658 444,3619 12,505855
444.3621@12.829359 0,006509685 up 30,58743 444,3621 12,829359
C28 H39 N5 4,67E-05up 546,3232 445,316 7,0668864
C21H345s5 0,001860401 up 28,47344 446,1285 1,2776085
C21H46 N6 02 S 2,42E-04up 103,55511 446,3399 3,1693883
C21 H46 N6 02 S (2) 2,88E-04up 97,18987 446,3402 3,3017592
C21 H46 N6 02 S (3) 0,002655841up 47,439503 446,3402 3,5687292
C21 H46 N6 02 S (4) 7,53E-04up 70,76059 446,3403 4,0743175
C23 H47 CIN4 02 0,010585429 up 29,086811 446,3403 4,6448154
C29 H42 N4 1,51E-04down -428,9921 446,3408 12,607977
C21H2CINO7S 2,05E-05 down -176,35602 446,9236 0,45376804
C17 H2 CIN 012 4,48E-06 down -159,16557 446,9256 0,9282501
C21H13 N13 1,42E-14down -907,3994 447,1419 0,5745937
C25H24N204 S 0,012912125down -9,418887 448,1442 9,65135
C23H47NOS5S 0,017054403 down -25,845516 449,3157 9,757902
C20 H48 CI N7 02 0,022453882 down -23,347908 453,3498 12,126542
C13 H11CIN2 010 S2 3,64E-04 down -133,15149 453,9495 0,37527862
C30H4605S 3,16E-04 down -109,86614 454,3274 10,644362
C25H41N70 0,010566685 down -20,38257 455,34 7,9351645
C13 H12 N8 05 S3 0,006738513 down -23,579584 456,0101 0,47209996
C23 H45CIN6 O 9,14E-05 down -208,77626 456,3279 12,138219
456.7097@13.621417 1,85E-10down -62,254673 456,7097 13,621417
C22 H39 N11 0,00833942 down -26,615086 457,3404 9,50897
C29H47NO S 0,015173969 down -14,705505 457,3405 10,699877
C21H6 N4 O7 S 0,002282374up 22,773046 457,9913 0,32855812
C26 H51 CIN2S 3,53E-08 down -340,0509 458,3438 2,8402557
C27 H33 N5 02 9,15E-14up 5601,1914 459,2635 8,518579
C18 H4 015 0,003761789 down -38,998417 459,9572 0,37117073
C27 H27 N S3 0,013198934 down -10,319621 461,1307 0,5816046
461.8425@6.6850724 0,001179125 down -45,13863 461,8425 6,6850724
C29H14N6 0 1,35E-06 down -101,72611 462,1269 11,039534
462.8334@12.540197 7,39E-05up 89,0471 462,8334 12,540197
C26 H49 N5 S 1,22E-05up 145,35164 463,3689 12,330385
C19 H49 N11 02 7,16E-13down Eo7,95575) 463,4157 12,446267
C28 H3N 03 S2 1,32E-04down -73,21397 464,9514 0,4808298
C32H51NO 1,38E-04down -65,83437 465,4017 11,670047
C18 H46 N10 S2 3,70E-08 down -131,9047 466,34 9,800947
C30H58 03 3,02E-07 down -192,30908 466,4372 13,502144
C21 H49 N5 02 52 0,010311978 down -22,657248 467,3345 8,156061
C27 H45 N7 0,003380332down -54,43472 467,3762 11,054037
C15H17 CIN2 05 S4 1,88E-04 down -33,17427 467,9676 0,34176192
C25 H52 N6 02 2,71E-10down -361,60217 468,4156 13,314058
C28HS6N20S 1,55E-07 down -1410,1302 468,4175 13,151748
C24 H51 N7 02 0,002113289up 87,18936 469,4159 12,327031
C20 H34 N14 5,98E-15 down -150,47867 470,3106 5,1762495
C23 H45 N5 0 S2 7,49E-09 up 1016,0584 471,309 6,0625634
C29 H53 N5 1,86E-06 up 570,37555 471,4286 12,796091
C14 09 S5 7,31E-05down -117,00201 471,8105 8,348339
C28H41CIN2S 0,00306314 up 23,137157 472,2678 0,3241343
C22 H45CIN8 O 1,09E-12down -743,41254 472,333 12,755268
C21H41 N5 07 0,009486293 down -7,404945 475,2999 4,994215
C24HS0CINS S 5,79E-04 down -105,35638 475,348 11,504297
C24 H50 CI N5 02 0,003892235down -70,09344 475,3611 12,126983
C24 H49 N3 06 3,25E-09 up 1156,0024 475,3637 10,894877
C13 H4 N2 08 S5 0,040192027 down -8,1407385 475,8617 12,13547
C15H20N6 010 S 0,007947979 down -2,9186616 476,0968 0,5778991
C27 H41CIN2 03 4,91E-06 down -54,1603 476,2779 9,208952

170




Compound

C30H43N3 S
C23H48CINSOS
C27H56CINOS
C24 H41N5 03 S
C31H37 N5

C16 H41 N13 52
C13HCl 085
480.454@13.596407
€20 CIN 06 3

C16 H2 014 52

C16 H46 N140'S
C29H58N20'S

€26 H45 N 03 52
€26 H45 N 0352 (2)
C28H50CINO'S
C31H46 CIN O
483.3305@7.0687184
C24HA9N70'S

C28 H53 CI N2 02
C15H3 N 08 S5
C23H18 025
C30H N 0352
C22HN 013

C26 H45 N7 S
C32HS7NS

C12 H9 CI2 N3 04 S5
€27 H59 N3 52

C14 H19 CIN2 05 S5
€23 H49 N5 S3
C27H53N70

C23 H47 N3 06 S
494.4735@13.675856
C30H60N20'S

€27 H56 N6 02
497.358@5.8625336
€26 H51 N5 04

C18 H18 N4 011
€26 H50 N4 0 52
€25 H51 CI N8
499.1758@6.162619
€22 H45 N 05 53
€26 H57 N7 02
3505
C21H48N12S

€27 H52 CI N3 03
C18H14 01153

€29 H49 N3 52

€26 H53 N3 53

€28 H60 N2 0 52
C20 H8 CIN 03 S5
€29 H48 CI N3 02
€29 H48 CI N3 02 (2)
€29 H48 CI N3 02 (3)
C33 H47 N 03
505.3713@11.802113
C18H2 01253

€26 H38 N10 O
C13H2 CIN3 07 S5
C25H N 0255

C29 H57 N5 S
C35H57 N O

€24 H52 N12

€30 H64 N6

€33 H44 CI2
C31H43CIN2S
C31H43CIN2S(2)
C33H63ClO
511.7504@7.5175343
€20 H25 CI N6 S4
€22 H44 N10 04
€26 H52 N6 02 S
C34H40CIN O
513.2943@8.868193
C34HSINS

€24 H38 N2 04 53
C18 H42 N8 09
C12CI3N3 01052
C17 H41 N17 02
C16 H45N11 06 S
C18 H41 N13 05
C31H53N OS2

p
(Corr)
2,62E-04up
0,002407163 down
1,28E-04 down
7,49E-06 up
0,011594211 up
0,004489211up
3,79E-05 up
4,93E-08 down
0,031166537 down
0,005291526 down
0,02762621 down
0,011457871down
0,002595435 down
9,72E-04 down
0,019657934 down
1,51E-05 down
7,58E-04 down
1,46E-05 up
0,004224077 down
9,23E-14up
0,026499256 up
2,58E-06 down
1,45E-09 down
0,027582746 down
3,00E-06 up
0,009295842 up
0,001814719down
0,029184537 down
0,001882997 down
5,25E-13up
0,001516774 up
2,30E-08 down
2,64E-04 down
0,00184575 down
9,85E-08 down
3,026-21up
0,002136901 up
8,77E-09 down
0,039227072 down
8,94E-05 up
0,024500322 down
7,79E-04 up
0,027352227 down
2,04E-04 up
0,0163675up
0,003852087 up
1,22E-07 down
0,005645108 down
0,012100626 up
1,49€E-04 down
0,03404401 down
1,15E-05 down
1,66E-09 down
0,012477847 down
0,012452268 down
0,031287648 down
3,75E-04down
0,003213318down
4,91E-07 up
3,03E-08 up
4,60E-08 down
0,001425864 down
1,05E-11 down
4,73E-10down
1,32E-23 down
3,64E-13down
0,002770438 down
1,47E-08 up
8,45E-16 down
0,00169051 down
0,001673493 down
1,20E-06 down
5,84E-04 down
1,16E-07 up
7,46E-06 up
3,55E-04 up
0,001064634 up
0,002289602 down
2,33E-13down
4,34E-04 up
4,91E-07 down

Regulation
(cancer patients Vs healthy control)

132,0672
-56,182053
-89,56791
329,61243
28,15052
2,6432998
159,62027
-653,8758
-19,535805
-34,896225
-20,670599
-34,540157
-30,572409
-43,408886
-17,876686
-76,60514
-36,818943
282,5067
-28,874702
1704,6176
23,536743
-43,783035
-456,92468
-10,624324
622,22595
12,706882
-73,38826
-8,45859
-41,363968
3293,9353
126,41177
-81,29812
-54,984657
-40,992645
-37,515205
7,0568886
22,126244
-647,5998
-13,263562
58,541157
-13,449592
74,54932
-19,412146
122,03957
15,87871
17,140617
-164,0571
-48,40218
43,588413
-105,35098
-15,346078
-131,67319
-177,46916
-23,88717
-27,818481
-11,128601
-66,20379
-25,252716
371,76425
1848,6871
-1176,2009
-57,56878
-1118,4552
-880,9038
-7150,093
-2376,539
-43,078053
517,2812
-1494,8549
-30,910143
-53,50826
-56,512497
-38,05414
2637,3928
162,8461
22692177
25,701305
-36,91146
-2,570939
140,77339
-195,7798

Mass

477,316
477,3243
477,3775
479,2932
479,3029
479,303
479,7964
480,454
480,8626
481,8877
482,3687
482,4338
483,284
483,2853
483,3258
483,3295
483,3305
483,3749
484,3755
484,8458
485,9906
486,9394
486,9461
487,3504
487,4263
488,8607
489,4175
489,9574
491,3161
491,4325
493,3182
494,4735
496,4444
496,4447
497,358
497,3955
498,0684
498,3425
498,3927
499,1758
499,244
499,4603
499,9771
500,3855
501,3726
501,9664
503,3341
503,3378
504,4169
504,8831
505,3399
505,3402
505,3406
505,3548
505,3713
505,8727
506,3194
506,8191
506,8578
507,4353
507,4468
508,45
508,5188
510,2832
510,2833
510,2838
510,4645
511,7504
512,0738
512,3555
512,3866
513,2619
513,2943
513,4393
514,2
514,3053
514,806
515,364
519,3264
519,3345
519,3571

Retention
Time

10,21575
11,059073
12,586777
6,0625196
10,760722
10,901129
6,062708
13,596407
12,398112
0,38795242
12,549387
13,268141
8,539441
8,806835
10,882055
7,1977882
7,0687184
6,0652814
11,803841
12,548579
0,33977148
0,80417657
0,45951435
10,411732
12,872648
12,138331
13,191925
0,3710625
10,055056
12,688494
10,336049
13,675856
13,310546
13,352401
5,8625336
6,065792
0,6478388
6,313141
11,971667
6,162619
7,6566644
13,075432
0,34967697
11,65222
7,070078
0,34032625
0,4762592
11,228324
12,398924
0,4435833
0,48517743
0,653574
0,8076191
11,568811
11,802113
11,873894
11,055501
11,044472
12,553144
12,486968
12,466134
13,105188
14,160905
2,8401065
6,0111537
6,2033024
13,279452
7,5175343
0,53770834
6,511227
12,235462
6,0423536
8,868193
12,009333
7,0684047
11,035173
11,041117
11,003488
5,345785
10,6333
0,50525
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Compound

C35H9 CI N4

C36 H56 S
C30HS51 N 06
521.585@12.469726
521.6167@10.810063
C28 H26 S5

C29 H58 N6 02
C12H4 CI3N 08 54
C25H43 N50S3
C28 H31 N9 02
C25H53 N S5

C28 H49 N s4

C28 H41 N5 0 S2
C21 H50 CIN9 S2
C27H53N503 S
C32H53N30S
527.7242@9.6561575
C18 H19 CI3 N2 06 S2
528.8747@12.559213
C20H3 CI2N3 0S5
C22 H50 CIN5 07
C26 H57 N7 02 S
C29 H61 CIN4 02
532.7074@12.616357
C31H51NO25S2
C33 H59 N S2
534.5301@14.197723
C34H41N50
C35H66 CIN
C27H57 CIN4 02 S
C34 H64 04

C32 H68 N6

C26 H35 N 07 S2
C33H48 CIN3 O
C30H63 N7 0

C20 H42 N8 09
C36H580S

C18 H2 CIN 07 S5
C28 H50 CIN5 03
C31H53N70
C35H73 N 02

C18 H11 CI3 05 4
540.6851@11.241606
C28 HS5N503 S
C39H59 N

C26 H22 05 s4

C26 H43 CIN4 S3
C32 H49 N S3

C19 H45 N9 09
C27 H53 N5 S3

C29 H62 CI N7

C24 H4 N2 04 S5
C21 H51 N7 05 S2
C28 H47 N7 02 S
C26 H19 CIN6 S3
C39 H50 N2

C31 H55 CIN6
C38H58 S

C16 CI3N3 0753
C27 H50 CI N3 06
C24 H48 N14 O
C30 H64 N2 06
C18 H3 N3 014 S2
C16 H15 N5 013 S2
C29 H64 CI N5 02
C38H79 N

C24 H46 N4 08 S
C21 H42 N8 09
C29 H63 CIN4 03
C31 H62 N6 02
C20CI3N 08 S2
C26 HN 08 S3
C30H61N7S
C34H45CI2N O
C16 H13 CI3 N6 S5
C33 H49 N 06
C34HS7N30S
C31H61 N3 OS2
C25 H16 05 S5
C41H29Cl

C28 H60 010

C27 H57 CIN10

p
(Corr)
0,001033485 down
1,46E-05up
1,20E-17 down
1,47E-04 down
2,75E-07 down
0,012919515up
4,60E-06 down
1,10E-09 up
0,006924044 down
0,040886164 down
5,58E-05 down
8,77E-04 down
0,001031077 down
0,024618993 down
0,004585784 down
0,010764937 down
8,74E-09 down
3,74E-09 down
1,26E-05 up
4,21E-06 down
5,28E-04 down
3,11E-05down
0,003193921up
0,014707091 down
0,03710964 down
0,014523287 down
1,17E-09 down
1,73E-04 down
1,96E-05up
5,46E-05 down
1,16E-04 down
8,35E-13 down
0,033547465 down
0,004095299 down
0,016860899 up
4,18E-05 up
0,004519994 up
9,03E-04 up
1,43E-04 up
0,002282374 down
2,01E-11 down
0,023125056 up
1,90E-07 down
0,015072997 down
3,50E-08 up
0,004713555 up
5,04E-13 up
0,01245433 down
6,10E-05 up
0,003231036 up
5,59E-08 down
4,54E-06 up
0,03719411down
1,54E-05 up
4,66E-04 down
1,25E-06 down
2,45E-06 up
0,00157813 up
7,12E-07 up
4,76E-08 down
6,18E-08 down
0,04496675 down
0,004649381 up
1,51E-05 down
0,022797856 down
1,70E-08 down
2,03E-06 up
4,44E-05 up
0,011039266 up
0,015327011 down
3,87E-05up
7,03E-09 up
0,002224494 down
3,91E-08 down
0,007357941 down
3,49E-18 down
1,92E-04down
0,004531712 down
0,001895097 up
4,11E-04up
4,28E-06 down
3,27E-04 up

Regulation
(cancer patients Vs healthy control)

-46,154457
1246,0431
-2,6475742
-51,59483
-129,6251
19,842968
-263,91318
1756,6211
-30,697975
-10,325797
-68,529884
-65,426414
-47,30385
-17,13885
-30,634981
-13,271363
-93,93182
-246,76546
201,3191
-242,12425
-58,83715
-70,553
68,79005
-19,165503
-6,9691606
-33,001034
-285,0743
-104,70406
338,7725
-72,25411
-158,6002
-5814,5396
-14,03446
-30,275988
7,3020105
298,90125
74,26463
68,377846
140,14064
-49,746273
-2319,564
17,831678
-338,40295
-22,07231
2791,7256
27,593176
8,309881
-14,599335
733,626
29,233414
-270,48502
190,71443
-14,488809
898,263
-69,18204
-224,80176
366,66727
64,1602
566,3832
-638,4653
-1981,1884
-15,182956
6,2486105
-67,54405
-32,246704
-184,94365
3,776795
402,69174
56,363358
-39,965443
163,99323
870,19037
-78,0756
-1467,2122
-25,878963
-3,1670475
-168,37599
-42,242973
27,914001
70,23295
-416,27942
204,15439

Mass

520,0506
520,4132
521,3715
521,585
521,6167
52,0613
522,4651
522,7906
525,2597
525,2621
527,2735
527,2736
527,2749
527,3342
527,3859
527,399
527,7242
527,9746
528,8747
530,8244
531,3397
531,427
532,4488
532,7074
533,3397
533,4156
534,5301
535,3285
535,4895
536,3916
536,4826
536,5506
537,1858
537,3434
537,5116
538,3049
538,4239
538,8076
539,3645
539,4343
539,5636
539,85
540,6851
541,3992
541,4704
542,0329
542,2335
543,305
543,3336
543,347
543,4742
543,8753
545,3406
545,3503
546,0569
546,3958
546,4067
546,4284
546,7909
547,3503
548,4143
548,4805
548,9079
549,0135
549,4747
549,6186
550,3043
550,3071
550,4626
550,4974
550,8083
550,8842
551,4756
553,2817
553,893
555,3551
555,4188
555,4333
555,9585
556,1927
556,429
556,4425

Retention
Time
0,64895
12,012071
0,5815677
12,469726
10,810063
0,5092353
13,223821
11,037487
9,468909
7,7500753
8,847684
8,464259
8,207951
11,007464
11,876014
10,461888
9,6561575
0,3475652
12,559213
10,789706
10,798833
13,214309
12,648067
12,616357
6,0951376
12,41417
14,197723
10,754837
12,843905
7,0925307
13,30444
14,432805
5,5529084
9,807352
13,000532
10,781017
11,955789
10,782111
11,097266
11,657616
14,271487
0,38989472
11,241606
12,151524
12,334291
0,675757
6,0620375
7,0916624
10,6169405
8,521604
13,109696
12,154308
10,640878
10,914946
0,8843784
13,104036
13,073783
12,263459
10,783787
10,8463335
12,562359
13,25589
12,564281
0,68206894
12,801686
12,665384
6,063827
10,764647
12,617564
13,383418
10,76327
12,566718
12,489371
11,019248
0,38127273
0,8858022
12,406269
11,1263895
0,3259318
10,071378
12,258424
12,278526




Compound

C36 H61 CI N2
556.7685@11.049999
C34 H47 NS 02
C32H67 N3 02S
C19H4CI3N O3 S5
C31H41 N7 03

C28 H55 CI2 N7
C21H14CI2N80O S3
C29H64 N6 02 S

C40 H35 N 02

C29 H22 06 S3

C34 H58 06
C28H51CI2N302S
C18 H49N11 07 S
C28 H57 N3 08
C30H65 N3 S3
C22H5CIN6 O S5
C33 H64 N4 03
C37H720S

C22 H40 CIN7 04 52
565.5721@14.310528
C39H50 03

C28 H62 N4 07
C33H33N3S3
C32H61N30S2

C31 H58 CIN5 02
C38H62CIN

C36 H61 N3 S

C23 H53 N17
567.5921@14.579638
C22 H20 N2 06 S5
C36 H72 52

C21H13 CI2N3 02 S5
C28 H51 N5 03 52
C17 H13 CI3 N4 02 S5
C29 H26 N6 O S3
C30H35CIN207
C30 H21 N9 04

C29 H45 N7 05

C31 H61 N3 02 S2
C28 H61 N9 03

N-Oleoyl-D-erythro-Sphingosine (C18:1 Ceramide)

C17 H8 N4 01154
C22 H7 N 01054
C33 H62 N6 02
C25H50CINO9 S
C33 H57 N3 0 S2
C35H70CI20
576.7294@12.611401
€25 H40 CIN3 06 S2
C31H31 N9 03
C27H41CI2N9 O
C26 H48 CI N5 03 S2
C31H46 08 S

C40 H38 N2 02

C37 H70 04
C30H29 N O S5
C28H50CINO7 S
C34 H44 54

C42 H48 N2
C32H52CINO25S2
C38 H79 N 02
582.2276@11.054822
C35 H38 N2 02 52
C23H19CI2N309S
C33 H65 N3 0 S2
C38H65NOS

C17 H16 N2 015 S3
C31H33CIN8S

C32 H35 N5 06

C38 HS1NS2
C25HS55N130S
C33H67N303S
C39H71INS

C35 H30 N4 05

C18 H26 CIN21 0O
C29 H4 N2 05 s4
C34 H52 s4

C29 H47 N7 02 S2
589.5891@12.35661

C21H18 014 S3

p
(Corr)
0,040289506 up
1,65E-07 down
1,94E-05down
2,32E-04 down
3,89E-05 up
0,00682324 down
2,37E-06 down
0,001813959 up
0,031394914 up
5,74E-07 down
3,99E-06 down
2,72E-05up
1,04E-08 down
0,004924876 down
6,66E-05 down
0,00250094 down
0,045609742 down
0,03898175 up
2,62E-04 down
4,40E-05 down
7,84E-18 down
1,64E-05 down
0,001199074 up
1,28E-13down
0,00158246 up
6,26E-05 up
3,72E-05 down
0,016119791 down
0,005645108 down
6,36E-07 down
0,00136804 up
5,47E-05 down
5,14E-04 down
3,67E-04 down
0,010879158 down
2,89E-05 up
2,24E-07 up
1,15E-05 up
0,002006156 down
0,003606096 down
3,02E-07 down
7,18E-07 down
0,02462228 down
1,67E-04up
0,01181059 up
1,95E-06 up
0,015173969 down
7,35E-04 up
2,72E-06 down
1,80E-06 up
2,67E-16 down
0,003185435 down
0,003601352 down
0,001784631 up
1,25E-05down
5,13E-12down
0,013318871up
1,01E-05down
0,048478987 down
1,90E-09 down
6,66E-10down
1,57E-04 down
1,13E-04down
7,28E-08 down
0,001642276 down
0,042197257 down
2,08E-06 up
0,03835274 up
0,003052856 up
4,39E-07 down
0,032861333 down
0,001479722 down
3,75E-05up
1,09E-04 down
2,33E-04 down
0,004051973 up
7,39E-06 up
3,60E-08 down
2,28E-04 up
6,85E-10 down

9,58E-09 up

Regulation
(cancer patients Vs healthy control)

20,386856
-175,01814
-83,84009
-127,923996
149,43956
-25,328281
-136,55998
66,94271
4,5050387
-557,3023
-168,33676
835,28754
-398,2702
-2,9764817
-318,80557
-50,90885
-11,81056
20,106152
-94,151825
-94,29502
-885,5448
-40,050003
115,90788
-2165,769
33,802547
326,2902
-118,68769
-18,044636
-25,8241
-622,28973
81,72011
-97,82382
-30,168865
-292,04565
-26,888824
119,63497
713,7428
119,146805
-24,19346
-44,864414
-110,23858
-645,66516
-15,911823
43,675877
7,6222315
496,25833
-13,499943
305,2237
-111,545235
158,97104
-436,07013
-58,80713
-38,86498
47,12841
-62,00437
-4366,6694
22,193275
-382,35117
-8,029616
-43,744343
-3245,7908
-98,438385
-201,33615
-461,04947
-34,94768
-14,01554
858,79333
16,738438
201,21194
-97,552475
-6,8590283
-91,07828
502,1184
-222,68573
-447,75162
82,074295
144,85971
-75,27654
101,15005
-115,76783

572,9755

Mass

556,4504
556,7685
557,3747
557,5021
558,7907
559,3266
559,3943
559,9892
560,4811
561,262
562,0501
562,4214
563,3008
563,3521
563,4135
563,4436
563,883
564,5044
564,519
565,2278
565,5721
566,3707
566,4565
567,1851
567,4223
567,4257
567,4605
567,4628
567,4635
567,5921
567,9931
568,5083
568,8983
569,3462
569,8687
570,1308
570,21
571,1697
571,3511
571,4222
571,488
571,51
571,9103
572,8953
574,4965
575,2817
575,4015
576,4758
576,7294
577,2007
577,2512
577,2851
577,2911
578,2888
578,2906
578,5293
579,0851
579,2987
580,2336
580,3841
581,3121
581,6094
582,2276
582,2345
583,0226
583,4598
583,4786
583,9707
584,2221
585,2556
585,349
585,4285
585,4951
585,5329
586,2199
587,2283
587,8991
588,296
589,3225
589,5891

589,9873

Retention
Time
12,533831
11,049999
11,604419
13,235069
10,762772
10,788778
11,057677
0,34952307
12,83102
11,047576
0,56827503
12,016187
10,784765
5,6614413
12,153951
12,778072
0,3875342
12,654807
13,418399
13,2122965
14,310528
0,7771818
12,517962
12,1317215
12,977454
12,864411
12,5741205
11,894574
12,008999
14,579638
0,34183642
13,398129
10,789521
11,041068
0,38433328
0,5515217
10,653458
2,8427453
0,5732948
11,901688
13,214556
13,315624
11,907686
12,569908
13,301808
11,068725
10,514012
12,394938
12,611401
6,062236
11,0584545
10,936758
10,700572
9,651395
11,792555
13,546625
0,5919615
11,268438
6,7369385
7,675231
11,764894
14,791666
11,054822
10,391216
0,45938334
11,682802
11,9580555
0,34195593
11,129921
10,774158
9,450762
12,166842
12,030834
133391559
11,034417
11,041674
12,164846
6,064118
10,744665
12,35661

0,34725305

173




Compound P Regulation Mass Retention

(Corr) (cancer patients Vs healthy control) Time
591.7434@12.615925 0,003574477 down -17,591772 591,7434 12,615925
C31 H48 N2 03 S3 0,010990877 down -8,319603 592,2849 0,70947915
C25H49 CIN8 04 S 0,001755746 down -32,263485 592,3255 0,40147725
C26 H59 N9 02 S2 9,41E-04 down -62,140392 593,4243 11,917719
C36 H59 N5 02 1,90E-04 down -300,67545 593,4643 12,550392
C35H50 N2 06 3,28E-20down -2,2645583 594,3662 1,2758383
C42 H62 N2 0,020519007 up 38,313828 594,4876 12,729659
C31H46 CINO6 S 2,05E-04up 151,67502 595,2746 11,215817
C39H8INS 6,05E-05 down -84,684 595,6172 14,961259
C21 H46 CI2 N6 O5 S2 6,29E-07 down -431,35114 596,2396 10,960201
C27 H48 N16 9,21E-05down -57,491333 596,424 6,003028
597.5261@13.328806 1,56E-05down -163,1602 597,5261 13,328806
C14H5CI3 018 S 1,13E-04down -47,487537 597,829 0,38858327
C26 H48 CI3 N5 04 3,51E-04up 97,010826 599,2769 10,769397
C27 H61 N5 03 S3 1,57E-04 down -94,03613 599,3911 11,31161
C31H61N504S 1,72E-04 down -167,79843 599,445 12,411621
C34 H65 N9 9,31E-08 down -112,35738 599,5397 13,4388685
C32 H41CIN2 0352 0,038900048 up 14,146953 600,2252 10,355329
C30H36CIN110O 1,45E-05 down -73,16218 601,2727 10,755417
C24 H47 N110S3 0,015188395 down -12,773542 601,3109 8,92938
C32H70N6 02 S 0,008920266 down -29,580875 602,5305 13,437366
C37 H50 CIN3 02 4,02E-04 down -26,803057 603,3598 10,149614
C35H58CIN30S 3,68E-04 down -103,45292 603,3956 11,682944
C33 H70 CIN5 02 4,04E-15up 15411,873 603,5196 12,870975
C34 H44 N4 S3 1,18E-07 up 1309,4497 604,2731 11,038749
C31H40N8 OS2 0,030911632 down -11,889905 604,2762 6,0628867
C34H72 CIN3 03 1,16E-07 up 1449,2072 605,5351 13,026102
C24 H18 N2 07 S5 0,003819962 up 36,04226 605,9635 0,34854177
C37H35CIN202S 1,49E-04up 28,3972 606,2072 10,42401
C28 H26 N14 03 0,004093915 down -32,226055 606,2262 10,713355
C39H74 04 4,49E-11down -1786,5663 606,5593 13,701083
C28 H57 N5 05 S2 5,27E-07 down -2,1120017 607,3781 5,94608
C28 H61 N7 05 S 0,021615723 down -12,935926 607,4403 12,16777
C38H73NS2 0,002372499 down -66,59375 607,5179 13,173299
C23 H20 N12 09 0,003793572 down -26,49331 608,1437 0,5794999
C40 H33 CIN2 02 0,003504372 up 171,22105 608,2219 10,832072
C33 H38 CI2 N4 03 0,011950604 down -63,078102 608,2328 11,247982
C34 H59 N S4 0,001786154 down -47,751232 609,3515 10,059462
610.19@5.323917 1,32E-18down -211,01083 610,19 5,323917
C37 H30 N4 05 0,001498581 down -186,47588 610,2205 10,788895
C19H42 N6 014 S 0,007812453 up 64,56242 610,2532 11,727605
C34 H66 CI N5 02 1,54E-09 down -286,80115 611,4918 11,907375
C33H66 CIN7 O 5,90E-06 down -352,6682 611,5051 12,117031
C37H73 N O5 0,002109535 down -50,438038 611,5478 13,39269
C32H32N60S3 2,19E-05up 27,705095 612,1783 13,053968
C36H75N3 025 3,30E-05 down -219,37018 613,5632 13,494207
C23 H14 N14 02 S3 1,77E-04 down -81,23738 614,0621 11,331998
C39H38N20S2 0,010034961 down -21,74397 614,2389 8,120786
C40 H70 52 8,65E-08 up 422,62384 614,4941 13,298326
C39H57 N3 03 2,82E-08 down -214,86465 615,4366 11,928076
C33 H65 N3 03 S2 7,04E-05 down -94,133286 615,4494 10,577686
C22 H4 N2 020 0,006226783 down -15,126858 615,9352 11,915143
C24 H8 CI N9 S5 5,91E-07 up 166,02849 616,9234 12,5804205
C34 H35N9 03 1,60E-08 up 1125,0792 617,2822 10,765189
C36H7ClO7 S 0,046184856 down -12,741911 617,9585 0,35852265
C28 H62 N10 03 S 0,025760233 up 6,9480352 618,4726 9,477833
C36 H58 N8 O 0,003651924 up 36,771954 618,4735 9,60231
C40H66 N4 O 0,031182863 up 14,078056 618,524 13,344842
C32H61 N 0254 0,03226957 down -8,162961 619,3569 10,042213
C27 H34 CI2 N8 05 9,50E-08 up 272,48926 620,1993 10,908861
C36 H45 CIN2 05 1,94E-04 down -46,273872 620,298 11,78381
C35H40N8OS 7,21E-04 down -125,46187 620,3033 12,382946
C32 H56 N6 S3 0,002323465 down -62,372932 620,3734 6,8043017
C36H36CIN50S 0,004804696 down -25,2522 621,2346 10,768724
C32H63 N 0453 0,007348474 down -10,154299 621,3916 6,6266665
C35H69CI2NOS 6,53E-04 down -91,79422 621,4541 12,381369
C35H67 N502 S 4,73E-06 up 643,9449 621,5069 12,508657
C33H71N3 07 3,12E-06 up 1219,8226 621,5297 12,689019
C41H80CIN 0,005017708 down -31,943645 621,6008 13,532154
C39H26 04 S2 7,46E-06 up 13,674153 622,1277 0,58650005
C20 H18 N18 03 S2 8,83E-05up 63,971367 622,1305 0,49874163
C26 H38 N8 02 S4 4,81E-05down -194,35861 622,1971 10,977901
C35H58054 5,24E-07 down -70,277 622,3357 10,461124
C29 H50 N16 3,31E-06 down -123,66562 622,4405 7,7307
C40 H34 CIN3 02 0,002324992 down -23,665953 623,2271 13,275828
C30 H45 N3 03 s4 1,46E-05down -55,78834 623,2333 11,287226
C41H57 N3 02 0,002750332 up 3592028 623,4396 12,402206
C35 H69 N5 04 0,005638891 down -26,078857 623,5343 13,336939
C37H73N302S 6,42E-08 up 2340,8174 623,547 12,811384
C33 H56 N2 05 S2 0,04154492 down -10,665428 624,3615 9,340884
C27 H3 N3 06 S5 0,010564902 up 22,854725 624,8647 12,50875
C35H27 N7 05 0,003005676 down -35,491314 625,209 12,724854
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Compound

C39 H47 N S3
C34H51N5025S2
C35H71N502S
C27 H17CI3N6 04 S
C33 H54 N8 04
C38 H30 CIN3 04
€34 H66 CI N5 03
C37 H74 CIN3 02
C39H78 CIN 02
C31H52N20S5
C35H53 CI N4 04
C33H62 CIN3 06
631.437@12.14616
C35H33CIN8S
C36 H56 N8 02
C35H71NS4
C38H36CI2N4 0O
C42H82CIN
C41H64 03 S
C34H73CI2N50
C40 H79 N S2

C38 H58 N2 S3
C35H70CIN7 O
639.5464@12.42119
C24 H52 N10 S5
C31H65 CIN12
C40 H28 CIN7
C33H67N703S
C42H75NOS

C46 H7S N
C35H65N O sS4
C38H61NOS3
C33 H57 N9 S2
C40HB61NS S
C40H69 N O S2
C29 H8 N8 03 S4
C38H63NOS3
C37HB69CI2NOS
C39 H75 N5 02
C40H67CI2NO
C41H81N3S
C35H67 N7 04
C38H79 N7 O
C38H66 CIN O5
C30 H65 N15 0
C42 H72 CIN3

C39 H76 CIN3 02
653.6121@13.4305
C40H75CI2NO
C38H77N303S
C28 H39 CI3 N8 52
C34 H47 CI3S3
658.091@11.37917
C38H53N50S2
C35H65 N 02 54
C37 H62 CIN5 03
C35H67 CI2 N5 02
C42H3N30S3
C26 H45 CI3 N4 03 S3
C37 H62 N2 08
C35H73N110
C37H39CI3N20S
C43 H51 N7
C35H67 N7 0S2
C45H79N S

C23 H18 N6 08 S5
C43 H62 N4 S
C39H81 N5 03
C42 H34 CI2 N2 02
C44 H47N OS2
C29 H54 CIN11 05
C31 H65 N11 0 S2
C45H69NO S
C42H73N O3S
C23 H16 N10 05 S5
C43 H15N 08

C38 H38 CI3 N3 02
C25H14 N4 013 S3
C36 H63 CI N8 02

C30H17N3014S
C41H70CINO2S

p
(Corr)
6,08E-08 up
0,029442005 down
2,91E-06 down
5,80E-07 down
1,47E-05up
7,21E-04 down
0,001195596 down
1,52E-05down
0,001009624 down
3,83E-06 up
0,009415892 down
1,43E-04 down
6,52E-05 down
0,016557785up
1,03E-04 down
0,011329108 down
0,010106682 up
0,00459873 down
2,86E-09down
1,94E-04 up
0,001369077 down
7,63E-04 down
8,55E-04 down
3,89E-05 up
0,004237046 down
5,33E-04 up
2,97E-12 down
0,004893698 down
3,74E-09 up
2,09E-09 down
0,034824494 down
0,007365137 down
0,046334747 down
7,12E-04 down
0,013516577 down
0,028272005 up
0,007181017 down
6,27E-05 down
2,07E-04 down
0,012804248 down
0,01148661 down
0,01981366 up
0,033540424 down
0,02820358 down
5,44E-05down
1,28E-05down
1,51E-05 down
0,004879911 down
8,07E-04up
6,51E-08 down
2,39E-11down
2,04E-04 down
3,41E-04 down
0,005662719 down
0,0299071 down
0,013589146 down
0,004214661 down
0,001838486 up
0,020475501 down
2,77E-08 down
8,87E-15down
3,32E-05down
1,37E-05down
8,87E-04 down
0,017848669 down
0,022453882 up
1,39E-04 down
3,31E-07 down
8,02E-04 down
5,35E-04 down
0,018228507 down
6,29E-11up
0,035378642 down
9,57E-04 down
8,37E-08up
0,04617064 down
6,33E-04 down
0,03532403 down
1,09E-04 down

0,007895921 up
0,033972044 down

Regulation
(cancer patients Vs healthy control)
494,52338
-5,892829
-83,98766
-467,23355
1571,5468
-44,477013
-44,686207
-90,17968
-45,916653
362,9075
-17,829315
-106,95782
-64,3939
10,503404
-63,763416
-27,4123
33,95077
-30,478056
-1082,0881
138,66638
-14,786745
-52,44276
-91,25431
485,6348
-42,93954
113,40502
-2231,7644
-30,589582
7307,8525
-467,57898
-6,1227007
-21,256153
-6,9711714
-92,76739
-12,281837
17,446112
-23,641726
-117,7525
-108,92076
-19,907484
-13,890549
18,96982
-5,501067
-8,911814
-55,09002
-233,2536
-53,6806
-21,806694
61,29919
-191,5364
-1202,2654
-98,9659
-71,13606
-28,41441
-13,9686165
-15,775484
-38,42505
38,142498
-31,309307
-3571,3403
-505,93695
-250,54036
-86,61608
-70,837364
-22,665276
21,146627
-93,99254
-90,770515
-95,1935
-38,033604
-11,932163
1022,0733
-7,6543636
-96,50697
623,24896
-12,698758
-50,848248
-12,90706
-27,879322

37,762367
-13,343103

Mass

625,2891

625,347
625,5364
626,0113
626,4273
627,1895
627,4901
627,5497
627,5875
628,2704
628,3735
631,4294

631,437
632,2218
632,4517
633,4465
634,2296
635,6145
636,4537
637,5266
637,5651
638,3721
639,5307
639,5464
640,2987
640,5119
641,2099
641,5071
641,5584
641,5919
643,3947
643,3953
643,4189
643,4685
643,4831

643,967
645,4094
645,4453
645,5973
647,4579
647,6182
649,5263
649,6353

651,464
651,5588

653,545
653,5591
653,6121

655,518
655,5711
656,1787
656,1793

658,091
659,3673
659,3917
659,4581
659,4701
660,9492

662,166
662,4469

663,602
664,1809
665,4189
665,4871
665,6016
665,9757
666,4691
667,6394
668,1991
669,3149

671,401
671,4843
671,5093
671,5339
671,9911
673,0775
673,2018
673,9761
674,4751

675,0423
675,4854

Retention
Time
6,0629826

9,577844
13,471899
9,64592
8,08713
12,054024
11,700776
13,524363
13,427648
10,780796
9,665432
11,945015
12,14616
10,736397
/35854505
12,155938
10,890735
13,605956
12,585846
12,607059
13,441854
10,3440485
12,571397
12,42119
12,854255
13,338726
12,503632
11,754506
12,486784
13,716542
10,067878
10,253971
11,363159
12,401736
11,207769
12,4216795
9,925885
12,113373
13,428996
12,400079
13,550943
13,120286
13,682648
12,186098
13,454376
12,404436
13,578369
13,4305
13,099672
13,702001
11,081454
11,113315
11,37917
10,3921385
9,754903
12,127939
12,385002
12,590508
10,826518
13,319941
13,320562
11,261148
6,8516536
12,453501
13,440188
0,34336004
12,2796955
13,567889
10,759766
11,946291
7,8295717
8,0888405
11,724469
13,133574
0,34763077
0,562339
11,054515
12,182606
7,274

0,63900006
12,506325
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Compound P Regulation Mass Retention

(Corr) (cancer patients Vs healthy control) Time
C30H66 CIN13S 1,69E-04 down -128,78366 675,5026 12,705037
C35H31 CI3 N4 04 1,24E-05up 370,38007 676,1421 10,511217
C36 H72 N2 05 S2 0,003076892 up 39,643723 676,4875 6,9223547
C41H75NS3 0,048052203 up 19,725958 677,5046 13,296999
C31H41CI308S 3,46E-07 up 1594,3429 678,1573 11,116558
C37 H62 N10 02 2,24E-16 down -20019,07 678,5049 7,507727
C36 H78 CI N5 04 1,15E-08 down -230,08295 679,5713 13,646182
C30 H23 N3 010 S3 1,23E-04down -169,52632 681,0564 0,6214888
C32H51N5011 5,92E-17up 4,525119 681,3573 11,580488
C35H76 CIN503 S 0,021595784 down -21,126095 681,5338 13,192855
C39H75N304S 9,02E-04 down -43,13017 681,5501 12,763842
C29 H48 CI2 N4 S5 4,13E-07 down -751,44916 682,1876 11,2472925
C42H82025S2 9,43E-05 down -151,05896 682,5831 14,412758
C49 H21 N3 02 7,53E-05up 85,672295 683,1652 10,99863
C38H78CIN70 3,54E-08down -172,62546 683,5988 13,854749
C40 H77 N9 1,73E-10down -569,6924 683,6334 13,464919
C49 H29 Cl 02 0,013287799 down -22,563995 684,1807 11,1400795
C35 H37 CI3 N2 06 0,001788468 down -50,014046 686,1705 10,741595
C36 H74 N6 02 S2 0,011216312up 29,91165 686,5352 12,932882
C38 H69 N7 S2 0,01675173 down -10,202232 687,5089 11,24463
C44 H68 CIN3 O 0,018714974 down -21,292316 689,5018 12,609326
C37 H79 N5 02 S2 1,60E-08 down -586,2831 689,5688 13,991588
C37 H80 CIN7 02 0,003619899 up 58,31878 689,6087 15,2527275
689.8247@0.387069 2,58E-04 down -56,604973 689,8247 0,387069
C30H6 N6 015 0,038375277 down -11,783002 689,9886 9,379436
C31HI1I0N6 012 S 0,004986323 down -26,130089 690,0062 0,6908624
C39 H66 N2 S4 5,95E-11up 960,9157 690,4103 9,65258
C29 H57 N17 03 1,29E-06 down -62,814007 691,482 11,169888
C43H81NO3S 1,24E-04 down -38,066566 691,5936 12,438209
C46 H81 N3 O 3,34E-06 down -88,312355 691,6399 13,463651
C47 H65 CI N2 0,009672042 up 17,246891 692,485 7,51448
C37 H80 CI N5 04 0,015173969 down -14,146378 693,5945 13,267311
C45H79N3 S 0,01669763 down -12,894936 693,5996 14,373763
C43H83N O3S 8,17E-05 down -86,516884 693,6178 12,569845
C40H83 N7 S 2,93E-11up 11006,7705 693,6423 15,519569
C40H74 N2 0 S3 (2) 0,028442852 down -5,4528537 694,4997 7,147697
C40 H74 N2 0 S3 3,57E-05 down -80,05507 694,5002 6,710645
C38 H65 N S5 0,044293914 up 10,786575 695,3651 11,580898
C26 H20 N2 013 S4 6,99E-04 down -39,50976 695,983 12,186722
C30H19 N9 02 S5 0,029514255 down -15,127573 697,0271 0,51453847
C46 H36 CI N3 02 1,75E-04 down -61,714573 697,2494 13,448752
C43 H71NS3 1,47E-09 up 429,7164 697,4751 7,514124
C46 H67 N S2 7,67E-05up 73,75034 697,4751 6,06087
C49H8CI2S 0,046334747 up 13,070271 697,9663 0,33926314
C25H14 N8 09 S4 5,13E-04 up 55,559856 697,9751 7,5143294
C38H78 N6 03 S 1,86E-10down -2,781088 698,5887 13,9549465
C40H73N70S 1,40E-05up 221,68085 699,5637 12,767711
C44 H32 CI N3 04 0,02675541 down -6,33012 701,207 12,399501
C43 H75 N 0252 3,61E-06 down -159,75026 701,5273 11,486917
C32 H18 N10 010 4,83E-08down -89,84932 702,1158 11,422151
C39H7408 s 7,54E-04 down -57,847652 702,5114 12,594592
C38 H38 CI2 N2 03 S2 0,020430533 down -22,690762 704,1726 10,6359415
C45 H28 N4 05 4,49E-09 down -62,81355 704,2071 12,399751
C44 H67 N 02 S2 7,18E-05up 186,73598 705,4608 7,5124297
C38 H6 N6 04 S3 3,17E-05up 217,40858 705,9617 7,513259
C37 H45 CI3 03 52 5,32E-05up 471,51343 706,1883 11,752769
C48 H66 04 1,75E-11down -192,9598 706,4992 7,9545
C37 H78 N4 s4 2,68E-05up 226,49818 706,5181 13,014692
C41H73NO06S 6,46E-05 up 157,30945 707,5117 13,304866
C44 H82 CIN O3 1,94E-05 down -46,970943 707,6026 13,660842
C42 H35 N3 S4 1,33E-04up 103,358284 709,1702 11,260399
C42 H63 N s4 0,004156141 up 30,035425 709,3857 11,5905
C44 H71N 02552 0,03141639down -14,500074 709,4963 12,4193945
C44H71NO4S 0,013809574 up 29,489222 709,5174 7,5180993
C43 H10 N4 08 0,044907432 up 11,217435 710,0539 0,62607414
C35H74 N4 04 S3 0,019257449 down -14,029755 710,4853 12,306973
C32H71CIN100S2 0,00451799 down -35,902794 710,502 7,536377
C44 H86 CI N 03 1,01E-05 down -234,04153 711,6364 14,0185585
C45H79N O3S 1,47€-04 down -371,65787 713,5808 13,375862
C40 H73 N7 S2 8,09E-06 down -171,89883 715,5381 11,747164
C44 H74 CIN 04 7,33E-05down -92,05107 715,5414 12,648708
C37 H74 CIN7 04 4,79E-06 up 424,9108 715,5578 12,659026
C31 H43 N9 07 S2 3,62E-05up 94,923645 717,2695 9,107959
C28 H27 N23 02 0,001355327 up 33,369457 717,2711 8,691065
C34H71NS OS3 5,31E-06 down -141,19847 717,5008 12,19269
C48 H67 N3 02 0,010330845 down -55,632584 717,5163 12,770947
C43H75NO5S 0,002208537 up 77,01499 717,5324 13,1717005
C43 H79 N3 0 S2 0,011113839down -48,448467 717,5672 13,787904
C43 H58 N8 S 6,16E-04 down -47,341137 718,4558 10,970842
C39 H81 N3 02 S3 1,47E-07 down -272,9053 719,5526 13,641828
C33 H69 N17 O 5,40E-04 down -250,69402 719,5825 14,02916
C28 H24 N4 09 S5 3,65E-05up 184,45442 720,0213 13,04937
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Compound 4 Regulation Mass Retention

(Corr) (cancer patients Vs healthy control) Time
C36 H36 CIN3 09 S 6,17E-07 down -152,97404 721,196 10,766036
C47 H67 N3 03 4,62E-05down -231,2235 721,5162 12,993958
C49H71NOS 0,001225498 up 12,834985 721,5219 13,316124
C22 H18 N12 011 S3 5,12E-04 up 122,503075 722,0382 13,216388
C41H51CI2N 04 S 2,28E-07 up 476,22897 723,2952 11,024611
C46 H77N O3S 2,42E-19up 5,358408 723,5626 7,516135
C33H31CI3025S5 0,026024032 up 15,124793 723,9931 0,35032505
C42 H16 CI N3 04 S2 0,001580317 up 81,11866 725,0334 13,1850815
C33 H54 CI3 N3 S4 7,81E-04 up 120,374146 725,2311 10,723362
C46 H83 N3 03 4,16E-07 down -565,97485 725,6502 14,082599
C29H48 CI3N706 S 4,00E-08 up 2029,8278 727,2465 11,248687
C46 H33 CIN2 0 S2 4,12E-08 down -87,02822 728,1654 10,754428
C31H47 N507 54 1,46E-05 down -237,97885 729,2244 13,209142
C36 H50 CI3 N 08 1,73E-08 up 3386,8538 729,2631 11,741461
C36 H42 08 54 0,037730694 down -13,371353 730,1801 10,72871
C39H77 N3 03 S3 8,76E-04 down -27,239588 731,5125 12,432208
C44 H64 N2 03 S2 6,66E-07 up 384,7654 732,4369 7,5153503
C41 H80 02 S4 4,69E-04 down -43,0366 732,5105 12,319143
733.5544@12.522415 0,001975813 up 52,335976 733,5544 12,522415
C36 H71N130S 0,03358529down -13,162591 733,5628 13,742669
C33H21N9 02 S5 0,014840765 up 28,987364 735,0436 13,295294
735.5391@13.320068 0,005590912 up 32,48822 735,5391 13,320068
C37H73CIN4 0253 (2) 3,67E-05down -245,337 736,4553 7,4673996
C37H73 CIN4 02 S3 3,05E-07 down -1198,8021 736,4559 7,5708127
736.474@7.5017805 2,43E-04up 110,547295 736,474 7,5017805
C48 H68 N2 S2 0,009079359 down -20,61119 736,4852 11,193322
C49 H74 CIN3 0,00405547 down -60,120308 739,5512 13,433518
C42 H81 N11 0,047213975 down -4,505074 739,6691 14,21435
C32 H64 N14 S3 0,001686213 down -36,77295 740,4664 10,998869
C41H79N306S 0,004617891 down -3,877218 741,5677 13,63599
C43 H87 N3 S3 3,00E-06 down -192,73344 741,609 13,498601
C42 H78 S5 1,85E-18 down -3203,081 742,4732 7,514411
C45H81 N3 0S2 1,09E-04 down -688,33984 743,5833 13,785623
745.5142@13.101241 0,008481226 up 76,07415 745,5142 13,101241
C37H79NS 04'S 0,03151284 down -44,78153 745,5986 14,029785
C41 H78 07 S2 0,042094726 down -4,2314186 746,5228 12,606274
747.2961@10.781781 7,53E-05up 111,539 747,2961 10,781781
C31H68 CIN1502 S 5,80E-07 down -187,50548 749,5034 12,520941
C41H67 N9 04 0,010879158 down -14,778642 749,5355 12,778379
752.4279@7.4792967 6,40E-04 down -87,757355 752,4279 7,4792967
C55H2 N2 04 0,0012318 up 62,321003 754,0066 0,35527286
754.5199@12.330217 8,82E-05down -54,65793 754,5199 12,330217
755.5493@13.398682 7,57E-05up 523,20233 755,5493 13,398682
755.9545@0.45658067 3,28E-04down -39,065487 755,9545 0,45658067
C30H46 CI3N509 S 1,12E-07 down -2820,13 757,2141 13,430876
C30H62 N16 O S3 0,044895966 up 12,558496 758,4403 7,5162997
758.4887@11.204125 0,01726004 down -12,669077 758,4887 11,204125
759.5679@11.76604 0,009761187 down -22,06161 759,5679 11,76604
760.159@13.802705 0,021955162 down -26,049412 760,159 13,802705
760.2133@13.457648 2,15E-04 down -174,1819 760,2133 13,457648
760.5192@13.145681 2,49E-07 down -471,3984 760,5192 13,145681
761.5032@13.026462 4,18E-05 up 349,7488 761,5032 13,026462
761.9698@11.030121 1,81E-09 up 1634,8569 761,9698 11,030121
762.0128@13.28682 4,48E-06 down -306,8997 762,0128 13,28682
763.4682@7.5321054 3,73E-09down -110,92354 763,4682 7,5321054
763.5148@13.060026 0,04445581 down -16,246597 763,5148 13,060026
767.5836@13.649892 0,031166537 down -3,893405 767,5836 13,649892
768.1852@0.57861453 0,008452523 down -7,7642264 768,1852 0,57861453
768.4011@7.5148005 8,66E-09 up 2500,2607 768,4011 7,5148005
769.0381@12.607526 0,022821462 down -8,215394 769,0381 12,607526
769.5998@13.846641 2,74E-05down -901,99316 769,5998 13,846641
769.9545@11.033002 1,90E-09 up 1908,657 769,9545 11,033002
770.4552@11.031941 3,46E-10up 1862,5247 770,4552 11,031941
771.2655@13.603835 4,53E-04 down -109,404594 771,2655 13,603835
771.4401@11.0061655 0,001084084 down -24,193563 771,4401 11,0061655
771.5261@13.132096 0,035478517 up 23,642233 771,5261 13,132096
773.6044@13.940491 4,12E-04down -376,40323 773,6044 13,940491
775.2279@12.677608 0,01335007 down -9,276516 775,2279 12,677608
775.56@13.287462 0,017618926 down -52,801376 775,56 13,287462
778.2226@12.6779995 5,20E-21down -1118,8582 778,2226 12,6779995
779.0486@13.7327175 0,002281569 up 59,802856 779,0486 13,7327175
779.6929@14.367177 4,00E-08 down -117,200325 779,6929 14,367177
781.7044@14.610909 2,67E-11down -3127,9795 781,7044 14,610909
782.9609@11.0415 7,77E-06 up 232,48593 782,9609 11,0415
783.4801@6.8562317 0,003118961 down -25,586468 783,4801 6,8562317
783.58@13.623179 0,033540424 down -13,041475 783,58 13,623179
784.4906@11.041081 1,15E-06 down -150,85922 784,4906 11,041081
785.5968@13.864352 0,027565883 down -137,09407 785,5968 13,864352
787.5187@13.091159 6,95E-04 up 152,52899 787,5187 13,091159
789.2394@13.023227 2,68E-17down -5197,0503 789,2394 13,023227
789.5672@13.529342 0,009294834 down -29,8848 789,5672 13,529342
789.5777@11.531382 1,09E-06 down -212,9002 789,5777 11,531382
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Compound P Regulation Mass Retention

(Corr) (cancer patients Vs healthy control) Time
790.5476@12.6124115 0,007154996 down -28,256304 790,5476 12,6124115
791.052@12.609223 0,031169314 down -12,131144 791,052 12,609223
791.5883@9.656213 0,010311978 down -6,8993864 791,5883 9,656213
792.088@9.653887 1,46E-05 down -138,65808 792,088 9,653887
792.447@7.5136924 3,31E-09up 729,0796 792,447 7,5136924
793.0447@13.58591 0,024788206 down -14,835696 793,0447 13,58591
795.5344@10.767446 0,002415862 down -28,538073 795,5344 10,767446
795.6127@13.962562 0,015244965 down -82,50667 795,6127 13,962562
797.3374@6.0620003 3,11E-09 up 489,34613 797,3374 6,0620003
797.3899@12.741193 0,002424649 up 66,04098 797,3899 12,741193
797.535@13.25282 1,47E-09 up 3232,1672 797,535 13,25282
797.6586@13.413524 6,20E-07 down -118,380615 797,6586 13,413524
798.6597@13.874434 0,001855136 down -236,31139 798,6597 13,874434
799.3804@7.5225997 0,016722236 down -15,000124 799,3804 7,5225997
799.4402@11.03752 3,83E-05up 138,5764 799,4402 11,03752
801.542@13.370749 0,03607508 up 34,173534 801,542 13,370749
802.517@11.245967 7,32E-04 down -48,58612 802,517 11,245967
803.0143@11.240042 4,69E-07 down -92,47778 803,0143 11,240042
803.369@7.487755 0,015072997 down -35,29314 803,369 7,487755
805.7126@14.451845 9,95E-10down -116,95275 805,7126 14,451845
806.453@10.79092 1,83E-05up 184,1386 806,453 10,79092
809.6701@13.35722 0,001211321 down -113,232025 809,6701 13,35722
809.7379@14.965076 2,09E-09 down -233,08891 809,7379 14,965076
812.5387@13.421567 7,35E-05up 263,41452 812,5387 13,421567
813.0291@13.446649 0,010384114 up 27,545794 813,0291 13,446649
813.065@12.612882 1,20E-05 down -107,60337 813,065 12,612882
813.6046@12.659847 0,037987355 down -13,505432 813,6046 12,659847
814.6867@14.27342 0,0394561 up 53,3716 814,6867 14,27342
817.5978@13.640619 0,009240921 down -48,202366 817,5978 13,640619
818.4543@10.767022 7,70E-05 up 105,53412 818,4543 10,767022
819.5825@13.568094 5,90E-06 down -584,4899 819,5825 13,568094
819.59@11.334151 0,049874995 down -4,4898634 819,59 11,334151
819.6114@13.884416 8,41E-09 down -2500,2441 819,6114 13,884416
821.0986@0.576975 6,64E-14down -1268,727 821,0986 0,576975
821.6276@14.030076 0,004547618 down -123,732346 821,6276 14,030076
823.4396@13.051874 0,027693825 up 31,716457 823,4396 13,051874
824.5381@11.261698 0,003070294 down -26,15028 824,5381 11,261698
825.0247@11.26 0,001562341 down -32,9744 825,0247 11,26
826.368@7.5206194 1,69E-05up 146,43916 826,368 7,5206194
828.5739@12.593338 5,32E-05up 138,79211 828,5739 12,593338
829.4319@13.2047 0,031093119 down -36,98521 829,4319 13,2047
829.5619@13.348354 2,13E-04up 341,19067 829,5619 13,348354
829.6414@12.395817 0,010023993 down -18,713276 829,6414 12,395817
830.4433@7.5608563 6,59E-08 up 854,4727 830,4433 7,5608563
831.2342@13.599335 2,82E-05down -252,36804 831,2342 13,599335
833.5985@11.5667 0,002282374 down -21,892168 833,5985 11,5667
834.2291@13.631414 1,68E-07 down -744,2523 834,2291 13,631414
834.5724@12.610849 5,32E-05down -87,57777 834,5724 12,610849
835.7439@15.035132 1,18E-09 down -160,14755 835,7439 15,035132
837.5115@13.466757 3,61E-07 down -562,8576 837,5115 13,466757
837.6242@14.029717 0,012976695 down -71,876564 837,6242 14,029717
837.7753@15.412952 7,53E-04 down -113,55498 837,7753 15,412952
839.5511@10.801081 4,26E-11down -251,20537 839,5511 10,801081
839.6025@13.437275 1,76E-06 up 459,84964 839,6025 13,437275
841.4595@13.3447485 2,56E-04 down -124,14596 841,459 13,3447485
841.5846@12.495526 0,001738959 up 38,13822 841,5846 12,495526
845.2865@13.749249 7,95E-12down -271,29205 845,2865 13,749249
846.5366@11.2794 3,38E-05down -95,702545 846,5366 11,2794
847.0424@11.27936 4,23E-04 down -43,154766 847,0424 11,27936
847.458@7.5149207 8,57E-14up 1608,5356 847,458 7,5149207
847.6181@11.800777 5,31E-04 down -25,32094 847,6181 11,800777
849.2435@12.90223 0,011950604 down -23,183355 849,2435 12,90223
851.4356@13.092303 0,023686584 up 25,762335 851,4356 13,092303
852.2438@12.904944 3,10E-12down -165,29955 852,2438 12,904944
852.3546@7.513222 9,91E-32down -9691,441 852,3546 7,513222
853.4676@13.283632 7,93E-04 down -101,71353 853,4676 13,283632
853.5517@13.354429 0,0424418 up 23,152964 853,5517 13,354429
855.0778@0.88517994 0,012813608 down -9,700933 855,0778 0,88517994
855.4667@13.439183 8,11E-07 down -909,8392 855,4667 13,439183
855.5687@13.650001 0,001033485 up 112,51819 855,5687 13,650001
857.371@12.957262 3,03E-08 up 1619,6707 857,371 12,957262
857.6432@12.662271 2,77€-12down -607,91486 857,6432 12,662271
859.6132@12.461782 4,30E-05 up 265,14963 859,6132 12,461782
859.6366@12.520674 0,018797692 up 16,729656 859,6366 12,520674
861.6186@12.659359 4,90E-04 up 2,2612283 861,6186 12,659359
861.6378@11.833786 0,030447567 down -2,2789488 861,6378 11,833786
863.2601@13.21419 5,33E-04 down -66,93251 863,2601 13,21419
863.5084@13.557276 1,58E-09 down -1080,7877 863,5084 13,557276
863.6012@13.392656 2,44E-06 up 420,35144 863,6012 13,392656
Retinoic acid 1,26E-08 down -128,88216 863,6179 11,356807
863.7201@7.514913 1,72E-06 down -176,07808 863,7201 7,514913
865.5348@13.856864 2,61E-04 down -61,02251 865,5348 13,856864
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Compound

868.5633@11.298947
869.0556@11.295554
871.1744@0.58202946
871.5267@13.217606
878.3014@7.5183926
879.4906@13.40523
879.8215@16.543568
880.4298@13.00687
882.4281@13.620292
883.387@13.046856
885.396@13.208855
885.5006@13.393572
889.6696@12.125711
890.5667@11.31334
891.0714@11.310158
892.4549@13.653439
893.1543@0.5277954
895.4701@13.404159
895.7615@14.5754385
897.6029@11.126553
897.7692@14.793055
901.6856@12.661502
902.0002@0.6819999
903.8157@15.345958
904.4121@13.39856
905.665@11.847286
906.4269@13.450363
906.4466@13.05579
906.5971@13.288105
908.4277@13.619285
908.4475@13.9228945
908.4585@13.197655
910.4579@13.9755335
911.2707@7.4379635
911.2734@7.6164064
912.5799@11.329174
914.2134@0.4998164
914.2152@0.58300006
915.2666@7.5287223
923.2656@13.091137
923.5022@14.027311
925.5355@14.214599
926.5216@13.562159
928.5366@13.716444
933.6931@12.137452
934.4559@13.790538
934.5961@11.345815
935.0968@11.34323
935.5375@12.664245
936.2018@0.53666663
937.2785@13.370154
937.5166@14.082913
939.5396@14.324152
939.6108@13.241499
940.538@14.188198
941.6244@11.154674
942.9821@0.3474808
944.4396@14.059941
945.7002@13.254459
945.7143@12.659179
948.4371@14.003073
948.5061@13.370229
949.6855@11.861221
950.5205@13.4424715
952.5366@13.6045065
952.832@5.0526
954.5526@13.842069
956.612@11.3608
957.6641@13.239103
958.1823@0.51103663
959.4309@13.501859
963.7064@12.224317
968.4294@13.926919
969.7074@13.142581
971.7243@13.265501

972.438@14.16984
972.6172@10.747542
974.5198@13.415947
977.7207@12.135
978.5523@13.695164
978.5944@6.061178

p
(Corr)
5,38E-04 down
3,45E-06 down
7,16E-09 up
3,03E-08 up
3,91E-15up
5,46E-05 up
3,03E-04 down
7,66E-05 up
2,86E-10down
1,92E-05 up
0,004518997 down
2,61E-04 up
3,79E-04 down
4,17E-13 down
7,84E-18 down
9,37E-09 down
0,005140195 down
1,97E-04 up
2,05E-05 down
0,038973726 down
0,022874806 down
0,004475378 down
3,24E-05 down
5,46E-05 up
0,003411694 down
0,028435495 down
6,54E-06 down
3,10E-08 up
1,54E-05down
2,87E-13 down
7,43E-07 down
0,001167367 up
2,56E-16 down
9,32E-04 up
1,64E-05 up
1,76E-11down
2,08E-04 up
0,010879158 up
0,030697184 up
3,35E-11down
6,59E-08 down
1,03E-04down
2,36E-06 up
8,99E-05 up
0,009672528 down
1,45E-09 down
1,22E-28down
3,02E-21 down
3,06E-06 up
0,032012504 down
6,95E-04 down
9,18E-20 down
0,008772024 down
1,30E-06 down
0,001346514 down
0,006025184 down
0,001205248 down
4,65E-06 down
0,001855136 down
0,003429044 down
1,42E-14down
3,75E-05 up
0,003819962 down
2,96E-09 up
2,86E-12up
0,018677715up
6,03E-06 up
4,37E-35down
4,04E-08 down
1,72E-04 up
3,77€-12down
0,027735334 down
1,87E-13down
0,03831682 down
0,003793572 down

0,003740619 down
8,18E-06 up
2,23E-12up
6,02E-05 down
1,06E-06 up
2,30E-08 up

Regulation
(cancer patients Vs healthy control)
-33,751038
-39,29901

52,82077
2281,6787
1977,4176
204,43515

-44,866093
194,64655
-4138,7446

464,6273

-67,54644
110,140495
-110,51562
-1083,0507
-416,29675
-166,17415
-23,671577
158,6691
-110,37205
-2,0940692
-19,684534
-25,005741
-55,48366
236,859
-64,63348
-4,128103
-603,64655
1990,1008
-38,347656
-7781,12
-269,08807
101,213356
-6935,0576
51,615658
193,22578
-669,2556
72,2014
13,546159
31,325808
-1539,8462
-149,81174
-166,66484

795,6942

253,09242
-26,6012
-275,53677
-2969,9314
-241,97682
261,12155
-11,564227
-57,17935
-25103,877
-41,820984
-70,49046
-45,07813
-11,838455
-48,468777
-66,15635
-20,281273
-28,679264
-468,29474
186,95372
-12,9179535
1445,3555
2378,5618
19,02403
701,4892
-1802,8324
-939,7921
55,824257
-761,42865
-2,4977336
-1960,1282
-14,067194
-31,292795

-25,071434
194,75363
3239,99
-147,89723
519,42206
43,03337

Mass

868,5633
869,0556
871,1744
871,5267
878,3014
879,4906
879,8215
880,4298
882,4281

883,387

885,396
885,5006
889,6696
890,5667
891,0714
892,4549
893,1543
895,4701
895,7615
897,6029
897,7692
901,6856
902,0002
903,8157
904,4121

905,665
906,4269
906,4466
906,5971
908,4277
908,4475
908,4585
910,4579
911,2707
911,2734
912,5799
914,2134
914,2152
915,2666
923,2656
923,5022
925,5355
926,5216
928,5366
933,6931
934,4559
934,5961
935,0968
935,5375
936,2018
937,2785
937,5166
939,5396
939,6108

940,538
941,6244
942,9821
944,4396
945,7002
945,7143
948,4371
948,5061
949,6855
950,5205
952,5366

952,832
954,5526

956,612
957,6641
958,1823
959,4309
963,7064
968,4294
969,7074
971,7243

972,438
972,6172
974,5198
977,7207
978,5523
978,5944

Retention
Time

11,298947
11,295554
0,58202946
13,217606
7,5183926
13,40523
16,543568
13,00687
13,620292
13,046856
13,208855
13,393572
12,125711
11,31334
11,310158
13,653439
0,5277954
13,404159
14,5754385
11,126553
14,793055
12,661502
0,6819999
15,345958
13,39856
11,847286
13,450363
13,05579
13,288105
13,619285
13,9228945
13,197655
13,9755335
7,4379635
7,6164064
11,329174
0,4998164
0,58300006
7,5287223
13,091137
14,027311
14,214599
13,562159
13,716444
12,137452
13,790538
11,345815
11,34323
12,664245
0,53666663
13,370154
14,082913
14,324152
13,241499
14,188198
11,154674
0,3474808
14,059941
13,254459
12,659179
14,003073
13,370229
11,861221
13,4424715
13,6045065
5,0526
13,842069
11,3608
13,239103
0,51103663
13,501859
12,224317
13,926919
13,142581
13,265501

14,16984
10,747542
13,415947

12,135
13,695164
6,061178
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Compound P Regulation Mass Retention

(Corr) (cancer patients Vs healthy control) Time
978.6185@11.373285 9,22E-19 down -217,88177 978,6185 11,373285
979.2692@13.908343 8,20E-07 down -272,9596 979,2692 13,908343
983.4259@13.4807205 4,72E-21down -4476,125 983,4259 13,4807205
985.6545@11.179654 2,86E-13down -351,35257 985,6545 11,179654
987.6915@13.311717 5,25E-05 down -96,675186 987,6915 13,311717
988.4091@13.429215 0,002778188 down -40,41347 988,4091 13,429215
989.1189@0.4972706 0,016312316 up 12,923763 989,1189 0,4972706
989.1193@0.58338195 0,021615723 down -12,1961355 989,1193 0,58338195
989.742@12.659558 2,07E-04 down -46,224117 989,7415 12,659558
990.6661@11.037739 2,96E-07 up 10,223944 990,6661 11,037739
991.7366@12.5542345 0,005883258 down -19,185974 991,7366 12,5542345
993.711@11.8735 2,80E-05 down -97,80943 993,711 11,8735
995.4724@14.06909 0,011030995 down -23,497747 995,4724 14,06909
997.2788@13.2471075 0,004146744 down -32,012844 997,2788 13,2471075
1000.299@13.248322 6,00E-08 down -190,91707 1000,299 13,248322
1002.1444@11.028437 2,03E-06 up 349,8834 1002,1444 11,028437
1005.7461@12.403526 0,040097736 down -12,011836 1005,7461 12,403526
1007.7256@12.233803 0,003291057 down -13,677627 1007,7256 12,233803
1009.6331@11.027981 1,32E-05up 230,01459 1009,6331 11,027981
1010.1302@11.02634 5,38E-06 up 246,69296 1010,1302 11,02634
1011.3167@13.495 1,05E-06 down -96,340706 1011,3167 13,495
1016.6789@11.191609 1,98E-09 up 1579,1968 1016,6789 11,191609
1017.1078@0.50021785 0,01726004 down -16,1513 1017,1078 0,50021785
1017.6745@11.041875 0,002317611up 45,58329 1017,6745 11,041875
1018.1117@11.0294 2,20E-06 up 439,3504 1018,1117 11,0294
1021.6545@12.401512 0,002317611up 27,414349 1021,6545 12,401512
1023.6695@12.574772 0,024818286 up 2,7955382 1023,6695 12,574772
1026.0656@0.54725 1,23E-04 down -82,61864 1026,0656 0,54725
1033.0853@0.5073867 0,014967507 down -15,420346 1033,0853 0,5073867
1035.7635@12.557419 0,012847452 down -8,456791 1035,7635 12,557419
1037.7324@11.885501 1,85E-12down -811,0793 1037,7324 11,885501
1040.679@11.047158 0,003793572up 64,98821 1040,679 11,047158
1042.0359@0.525875 1,27E-06 down -37,782307 1042,0359 0,525875
1042.696@11.212072 7,63E-05up 285,82965 1042,696 11,212072
1048.052@0.4848889 2,33E-06 down -77,77858 1048,052 0,4848889
1048.607@11.057657 1,98E-16 down -3038,1018 1048,607 11,057657
1049.7751@12.404897 1,41E-04 down -65,0807 1049,7751 12,404897
1051.6976@12.803095 0,002654094 up 35,4586 1051,6976 12,803095
1051.7584@12.242937 6,70E-09 down -436,5417 1051,7584 12,242937
1053.2885@14.100973 4,95E-07 down -356,37045 1053,2885 14,100973
1054.6295@11.044743 0,040936615 down -9,725946 1054,6295 11,044743
1065.3289@13.198051 3,99E-06 up 230,27853 1065,3289 13,198051
1065.7725@12.152202 3,42E-04 down -40,276005 1065,7725 12,152202
1069.7769@13.729189 1,20E-04 down -84,20065 1069,7769 13,729189
1072.303@13.365393 2,79E-05 down -62,65091 1072,303 13,365393
1072.8173@13.199337 6,27E-09 up 1670,4779 1072,8173 13,199337
1073.3184@13.20329 3,33E-09up 1586,7686 1073,3184 13,20329
1075.8206@13.203124 1,41E-09 up 1469,0872 1075,8206 13,203124
1076.326@13.203345 5,70E-10up 1511,6713 1076,326 13,203345
1077.5726@11.032963 0,001595611 up 97,66798 1077,5726 11,032963
1079.7894@12.563518 0,006495447 down -5,4387603 1079,7894 12,563518
1080.5586@11.031135 0,006509685 up 68,70304 1080,5586 11,031135
1081.3026@13.195404 7,60E-06 up 368,92883 1081,3026 13,195404
1081.7463@11.840126 3,00E-06 down -41,741745 1081,7463 11,840126
1081.8044@13.195612 7,47E-05up 202,46893 1081,8044 13,195612
1085.309@13.616908 1,12E-05 down -127,40061 1085,309 13,616908
1086.3195@13.259196 7,46E-05 up 130,87968 1086,3195 13,259196
1093.8029@12.404958 5,15E-09 down -596,1372 1093,8029 12,404958
1093.8066@13.229508 6,88E-07 up 464,07477 1093,8066 13,229508
1094.305@13.233687 3,75E-05up 171,79103 1094,305 13,233687
1095.7808@12.249399 1,60E-26 down -1286,0521 1095,7808 12,249399
1096.61@10.900001 3,90E-06 down -68,82835 1096,61 10,900001
1099.3285@13.964686 1,92E-06 down -189,95178 1099,3285 13,964686
1102.3011@13.203725 4,03E-07 up 539,5647 1102,3011 13,203725
1102.3297@13.946667 1,10E-07 down -52,584965 1102,3297 13,946667
1103.5511@10.893275 3,59E-04 up 89,040474 1103,5511 10,893275
1105.3018@13.217949 3,74E-07 up 577,1147 1105,3018 13,217949
1105.5634@11.116726 0,002424649 up 55,216255 1105,5634 11,116726
1105.7996@13.219732 7,46E-06 up 278,00757 1105,7996 13,219732
1109.7981@12.157841 9,97E-10down -756,74304 1109,7981 12,157841
1113.5435@11.017415 3,91E-04 up 110,10836 1113,5435 11,017415
1117.5295@11.02553 0,04489921 up 19,956009 1117,5295 11,02553
1123.815@12.568544 7,31E-05 down -68,55979 1123,815 12,568544
1127.3037@14.325577 3,19E-04 down -64,05841 1127,3037 14,325577
1133.7762@13.197474 0,040210545 down -14,0438795 1133,7762 13,197474
1137.8313@12.406589 4,14E-17 down -433,53998 1137,8313 12,406589
1141.528@11.045519 3,41E-08 up 1282,6578 1141,528 11,045519
1145.2968@13.483973 2,46E-05down -106,079 1145,2968 13,483973
1147.3258@13.584333 0,0036096 down -28,219597 1147,3258 13,584333
1153.8247@12.1623335 5,40E-19 down -851,07635 1153,8247 12,1623335
1155.3094@13.536382 1,49E-08 up 531,62006 1155,3094 13,536382
1155.8112@13.547217 3,72E-08 up 457,44238 1155,8112 13,547217

180




Compound

1158.3157@13.573446
1158.8195@13.547678
1161.846@13.696797
1162.3348@13.727821
1163.7969@13.497939
1164.3@13.532376
1164.8007@13.526795
1165.5352@11.004964
1167.3062@13.528796
1167.5562@11.206708
1167.8436@12.571806
1168.8192@13.569018
1171.336@13.748125
1171.8383@13.723412
1176.8088@13.543354
1179.8297@13.705526
1184.3235@13.537867
1184.851@13.777039
1187.5262@10.773902
1193.7913@13.141798
1194.8175@13.484771
1197.8503@12.1632
1201.3217@14.59832
1203.3011@13.4599495
1203.804@13.444907
1206.8116@13.465752
1211.5262@10.763587
1211.8677@12.576212
1215.7997@13.448502
1218.8044@13.431806
1224.2911@13.445264
1227.7985@13.42321
1272.2476@0.5804895
1274.1971@0.581352
1275.3445@14.930764
1294.2213@0.5575778
1312.162@0.57889473
1340.1324@0.536372
1358.832@13.119722
1405.1313@13.195722
1416.6108@13.191057
1424.5999@13.191283
1485.9908@11.023999
1534.0967@13.534526
1534.5825@13.533201
1539.1147@13.558585
1546.5872@13.515499

P
(Corr)
6,82E-04up
0,048461184 up
0,003092258 down
0,003129503 down
9,91E-04up
7,83E-09 up
0,008468236 up
0,009747072 up
0,001804382 up
4,27E-05up
5,60E-08down
2,29E-04 up
6,76E-09 up
5,96E-06 up
0,01666915 up
0,024061965 up
0,011216312up
0,003260683 up
0,002359895 up
0,008511232 up
4,34E-04 up
2,78E-14down
3,69E-14down
6,72E-05up
1,36E-09 up
5,79E-06 up
2,42E-04up
3,73€-40down
2,23E-06up
1,83E-04 up
0,002856151 up
0,002969159 up
0,025536636 up
0,026326757 up
3,93E-07 down
0,040210545 down
0,002637335 down
0,045670222 down
5,38E-05up
1,10€-05 up
1,02E-04 up
1,77€-05up
8,82E-05up
1,86E-06 up
2,11E-06up
3,23E-04 down
0,003336156 up

Regulation
(cancer patients Vs healthy control)

70,60077
13,159887
-28,78949
-22,20679
64,442825

732,3555
28,861591
29,538279

52,71283
240,72545
-264,2106
109,72055

955,4899

242,4655
15,979334

19,32175
23,571955
50,019516
38,170822
22,188515
77,184784

-77,721146

-1307,6833
163,17493

1164,254
212,03154
110,63406

-2390,8257

226,72453
93,67762
45,10546

38,954334
6227335

17,039856

-84,35288

-10,346465

-25,519947

-10,002495
100,46179
368,03223
102,49702
199,15906
185,79822

262,2359
225,21645

-105,69648
38,949326

Mass

1158,3157
1158,8195
1161,846
1162,3348
1163,7969
1164,3
1164,8007
1165,5352
1167,3062
1167,5562
1167,8436
1168,8192
1171,336
1171,8383
1176,8088
1179,8297
1184,3235
1184,851
1187,5262
1193,7913
1194,8175
1197,8503
1201,3217
1203,3011
1203,804
1206,8116
1211,5262
1211,8677
1215,7997
1218,8044
1224,2911
1227,7985
1272,2476
1274,1971
1275,3445
1294,2213
1312,162
1340,1324
1358,832
1405,1313
1416,6108
1424,5999
1485,9908
1534,0967
1534,5825
1539,1147
1546,5872

Retention
ime
13,573446
13,547678
13,696797
13,727821
13,497939
13,532376
13,526795
11,004964
13,528796
11,206708
12,571806
13,569018
13,748125
13,723412
13,543354
13,705526
13,537867
13,777039
10,773902
13,141798
13,484771

12,1632
14,59832
13,4599495
13,444907
13,465752
10,763587
12,576212
13,448502
13,431806
13,445264
13,42321
0,5804895
0,581352
14,930764
0,5575778
0,57889473
0,536372
13,119722
13,195722
13,191057
13,191283
11,023999
13,534526
13,533201
13,558585
13,515499
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D. JAVIER MONTERO PLATA, EN CALIDAD DE DIRECTOR DE LA OFICINA DE
TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA DEL SISTEMA SANITARIO PUBLICO DE ANDALUCIA
(OTT-SSPA).

CERTIFICA

Que D. Ricardo Collado Martin con DNI 28.954.663-D, consta como inventor de la invencion con titulo
“KIT DIAGNOSTICO PLASMATICO EN CANCER DE MAMA”, actualmente en proceso de redaccion de
informe de busqueda y redaccion de la patente con referencia FIBAO-16015.

A peticion del interesado y para que conste a los efectos oportunos, firma la presente en Sevilla a 20 de
Enero de 2017.

AL GAIB2S8I

Javier Monte

Director de la Oficina de Transferencia de Tecnologia

o Plata

del Sistema Publico de Andalucia

Avda. Américo Vespucio 5, bloque 2, 2%, Pita.

Parque Cientifico y Tecnolégico Cartuja 93, 41092 Sevilla
Tel.: +34 955 04 04 50 Fax: +34 955 040 457

Vv, juntadeandalucia.eg/fundacionprogresoysalud
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CURRICULUM VITAE

Datos personales:
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Fecha de nacimiento: 5 de octubre de 1980.
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Datos académicos:
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Datos profesionales y formacion:
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- Curso 2014-2015 con 180 horas.
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Publicaciones:

Revistas:
Como primer autor:

-Collado R, Ortega A, Alonso R, et al. Estrategias terapéuticas del carcinoma de mama local-
mente avanzado. Rev. Cancer 2009. 23: 40-48.
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Como segundo o posterior autor:
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-Salguero R, Mufioz ], Collado R, et al. Uso de marcadores tumorales en la practica clinica.
Extremadura Médica 2012. 15: 5-10.

Capitulos de Libros:
Como primer autor:

-Collado R. Mantenimiento del beneficio y tolerabilidad de sorafenib a dosis subdptimas.
Sorafenib en cancer renal; 2013.p.20-23

-Collado R, Garcia M, Alonso R.. Signos de sospecha de progresiéon tumoral. En: Alonso R,
Muiioz J, editores. VI curso de actualizacién en Oncologia para atencién primaria. 12 ed.
Céceres: Ediciones Egloga; 2012.p.77-83.

- Collado R, Gonzdlez I, Plata MY. Manejo de las complicaciones agudas propias de pacien-
tes oncoldégicos. En: Jédar F Manjon MD, Bénez E, Carrillo D, editores.39 TEMAS ESENCIA-
LES PARA EL MEDICO CLINICO. 12 ed. Granada: Ediciones Martin Urquiza ; 2011.p.125-
130. ISBN: 978-84-615-5009-8.

-Collado R, Franco Y. Signos de sospecha de progresiéon tumoral. En: Gonzdlez S, Alonso
R, editores. V curso de actualizacién en Oncologia para atencion primaria. 12 ed. Caceres:
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-Collado R, Martinez E, Sanchez C. Urgencias urolédgicas. En: Jaén A, Quesadas N, editores.
Protocolo de actuacion en urgencias oncoldgicas. 12 ed. Jaén: 2010.p.35-50.

Como segundo o posterior autor:

- Rios M2 P, Collado R, Gonzdlez S, et al. Psiquiatria en pacientes oncoldgicos. En: Munoz J,
Collado R, editores. VII curso de actualizacién en Oncologia para atencién primaria. 12 ed.
Céceres: Ediciones Sindéresis; 2014.p.24-30.

- Durdn M, Collado R, Lépez D, et al. Derivaciones urinarias. En: Munoz J, Collado R, edito-
res. VII curso de actualizacion en Oncologia para atencion primaria. 12 ed. Caceres: Edicio-
nes Sindéresis; 2014.p.53-72.

- Aires ], Collado R, Borrega P, et al. Enfermedad tromboembdlica. En: Munoz ], Collado R,
editores. VII curso de actualizacion en Oncologia para atencién primaria. 12 ed. Céceres:
Ediciones Sindéresis; 2014.p.135-141.

- Alonso R, Collado R. Melanoma Cutéaneo. Novedades terapéuticas. En: Alonso R, Mufioz
], editores. VI curso de actualizacién en Oncologia para atencién primaria. 12 ed. Céceres:
Ediciones Egloga; 2012.p.103-110.

- Gonzdlez I, Plata MY, Collado R. Neutropenia febril en el paciente onoldgico. En: Jédar F,
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Manjon MD, Béanez F, Carrillo D, editores.39 TEMAS ESENCIALES PARA EL MEDICO CLI-
NICO. 12 ed. Granada: Ediciones Martin Urquiza ; 2011.p.255-264. ISBN: 978-84-615-5009-8.
- Gonzélez I, Collado R, Plata MY. Sedacién terminal. En: Jédar F Manjén MD, Banez F, Ca-
rrillo D, editores.39 TEMAS ESENCIALES PARA EL MEDICO CLINICO. 12 ed. Granada: Edi-
ciones Martin Urquiza ; 2011.p.93-108. ISBN: 978-84-615-5009-8.

-Alonso R, Collado R. Concepto de ascensor analgésico. En: Gonzdlez S, Alonso R, editores.
V curso de actualizaciéon en Oncologia para atencién primaria. 12 ed. Caceres: Ediciones
Egloga; 2011.p.19-23.

-Ortega A, Alonso R, Sdnchez A, Collado R, et al. Capitulo 20: tratamiento adyuvante en can-
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tores.Protocolo de actuacién en urgencias oncoldgicas. 12 ed. Jaén: 2010.p.35-50.

Casos clinicos:

Como supervisor:

-Quintana A, Salguero C, Aires J, Collado R. Enfermedad de Paget extramamaria. En: SEOM
editores. VI concurso + MIR de casos clinicos para residentes de Oncologia Médica 2013.
-Quintana L. Tumor Germinal no seminomatoso (TGNS) de mal prondstico con respuesta
optima al tratamiento sistémico. VII concurso + MIR de casos clinicos para residentes de
Oncologia Médica 2014.

Como primer autor:

-Collado R. Beneficio clinico, y sin deterioro en la calidad de vida, en una paciente con can-
cer de mama metastdsico en tratamiento con Lapatinib. En Archivos clinicos de cancer de
mama. 12 ed. Madrid: YOU and US; 2011.P. 29-32.

-Collado R, Lomas M, Jaén A, et al. Abstract tittle: Lapatinib in combination with capecit-
abine for the treatment of a patient with metastatic breast cancer. Oncologist. 2010.
-Collado R, Gonzélez I, Plata MY, Diaz T, Jaén A. Metastasis esplénica por carcinoma de
ovario. A propésito de un caso. En: SEOM editores. III concurso + MIR de casos clinicos para
residentes de Oncologia Médica 09-10. 12 ed.Madrid: Luzén; 2010.p.262-264.

-Collado R, Alonso A, Jaén A, Sanchez P. Tratamiento combinado con fotemustina en me-
lanoma avanzado. En: Berrocal A, editores. Fotemustina en melanoma metastatico. 2010.
Barcelona: editorial Glosa; 2010.p.14-17.

-Collado R, Alonso R, Gonzalez I. Cancer de mama metastatico. Tratamiento hormonal de
mantenimiento. En: SEOM editores. II concurso + MIR de casos clinicos para residentes de
Oncologia Médica 08-09. 12 ed.Madrid: Luzéan; 2009.p.208-210.

-Collado R, Alonso R, Ortega A, et al Respuesta a docetaxel en un paciente con cancer gas-
trico diseminado, tras recuperacion de su estado general con tratamiento de soporte. En:
de Castro J, editores. Casos clinicos de cancer gastrico. 12 ed. Barcelona: Sanofi Aventis;
2008.p.19-22.

-Collado R, Garcia A, Alonso R. Sindrome diarreico en un paciente inmunocomprometido.
En: Diaz-Rubio M, Malagelada JR, Vazquez JL editores. Casos clinicos de residentes en Pato-
logia Digestiva 2006. 12 ed. Madrid: Luzdn; 2006.

-Collado R, Jaén A, Alonso A, et al. Exemestano en neoadyuvancia en paciente posme-
nopdusica. En: Angel Segui editores. Avances en el tratamiento con hormonoterapia para el
cancer de mama. 12 ed. Barcelona: Ars XXI: 2008.p.1-7.

-Collado R, Jaén A, Ortega A, et al. Tratamiento con letrozol en una paciente con cancer de
mama metastatico. Magazine cdncer de mama en la red. 2010 marzo. Disponible en : URL:
http://www.webesteve@info.esteve.es

Como segundo o posterior autor:

-Quintana L, Salguero C. Aires J, Collado R. Nuevo paradigma en el tratamiento neoadyu-
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vante del carcinoma renal tras tratamiento con inhibidor multiple de tirosinquinasa. En:
Archivos Clinicos Céncer de rindn. 12 Ed. Tres Cantos (Madrid): YOU AND US. 2014.p. 7-13
-GonzalezI, Plata MY, Diaz T, Collado R Jaén A. Disnea en un paciente con adenocarcinoma
de colon tratado con oxaliplatino. En: SEOM editores. III concurso + MIR de casos clinicos
para residentes de Oncologia Médica 09-10. 12 ed.Madrid: Luzén; 2010.p.262-264.

-Irene M. Gonzalez Cebridn, Ana M. Jaén Morago, Jessica Plata Fernandez, Ricardo Collado
Martin, Tamara Diaz Redondo, Pedro Lépez Leiva. Cadncer de mama metastésico ErbB2 po-
sitivo em tratamiento com lapatinib-capecitabina. En: Archivos Clinicos Cancer de mama.
12 Ed. Tres Cantos (Madrid): YOU AND US. 2010.p. 9-13

-Alonso R, Sdnchez A, Duenas R, Ortega A, Garcia A, Collado R. Metdstasis endoluminal
colénica como recaida tnica de una tumoraciéon sélida. En: SEOM editores. I concurso
+ MIR de casos clinicos para residentes de Oncologia Médica 2007. 12ed. Madrid: Luzan;
2007.p.174-175.

-Ortega A, Garcia A, Alonso R, Collado R. Mononeuropatia multiple asociada a anticuer-
pos anti-Hu como forma de presentacién del carcinoma pulmonar de células pequenas. En:
SEOM editores. I concurso + MIR de casos clinicos para residentes de Oncologia Médica
2007. 12ed. Madrid: Luzan; 2007.p.257-259.

-Alonso R, Collado R, Gonzdlez ], et al. Metéstasis en pancreas de melanoma cutdneo. Nueva
Oncologia 2009;5: 10-11.

-Collado R, Garcia A, Alonso R, et al. Ictericia obstructiva. En: Diaz-Rubio M, Malagelada J,
Vazquez J editores. Casos clinicos de residentes en patologia digestiva 2006. 12 ed. Madrid:
Luzan; 2007.

Comunicacionesy trabajos realizados:

-Aires J, Quintana L, Collado R. Aplicacion del Modelo Prondéstico de Susan Halabi en el
céncer de préstata metastatico resistente a la castracion. Comunicacion para Libro, en el XV
Congreso SEOM 2015.

-Collado R, Alonso R, Aires J. Indices prondésticos: pasado y futuro. Comunicacién para Li-
bro, en el XV Congreso SEOM 2015.

-Collado R, Alonso R, Garcia M. Abordaje y tratamiento de los pacientes ingresados con el
diagndstico de neutropenia febril: nuestra experiencia durante los dos ultimos dos afos.
Comunicacion tipo pdster en el I1I Simposio de la SEOM 2014

-Quintana L, Aires J, Gonzélez S, Lopez MH, 1llan A, Collado R et al. Resultados en practica
clinica habitual tras quimioterapia neoadyuvante en cancer de mama. Experiencia unicén-
trica. Comunicacion tipo pdster en el III Simposio de la SEOM 2014.

-Collado R, Alonso R, Garcia M. TAC, PET_TAC e histologia: Relacién en nuestro centro en el
CPNCP. Comunicacion tipo pdster en el XIV nacional de la SEOM 2013.

-Salguero C, Quintana L, Aires ], Mufioz J, Collado et al. Dos afios de experiencia con pazo-
panib en primera linea de cédncer renal metastatico (CCRM): un nuevo estdndar de trata-
miento. Comunicacion tipo poster en el XIV nacional de la SEOM 2013.

-Garcia M, Collado R, Argenta S, Mateos L, Del Barco E. Comorbilidad cardiovascular en pa-
cientes con céncer de cabezay cuello. XXXIV Congreso Nacional de Medicina Interna 2013.
-Déavila MA, Benain J, Lopez AB, Collado R. Aspergilosis pulmonar. Comunicacién tipo pés-
ter en la 52 reunién Nacional SEMEG 2012.

-Collado R, Alonso R, Munoz J. Enfermedad tromboembdélica: ;sabemos lo suficiente? Co-
municacién tipo poéster en el 2° Simposio de la SEOM 2012.

-Collado R, Alonso R, Mufioz J. Tromboembolismo venoso y profilaxis en el paciente onco-
l6gico. Comunicacion tipo poster en el 2° Simposio de la SEOM 2012.

-Alonso R, Collado R, Muiioz ]. Calidad de vida en el CPNM. A propdsito de un caso. Comu-
nicacion a libro en el 2° Simposio de la SEOM 2012.

-Salguero C, Ibanez F, Quintana L, Franco Y, Alonso R, Collado R. Linfoma plasmablastico en
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paciente VIH. Comunicacion a libro en el 2° Simposio de la SEOM 2012.
-Salguero C, Quintana L, Franco Y, Alonso R, Collado R. Encefalopatia multifocal progresiva
inducida por capecitabina en paciente con carcinoma colorrectal. Comunicacién a libro en
el 2¢ Simposio de la SEOM 2012.
-Gonzélez S, Corcho M, Salguero C, Lépez de Ceballos MH, Romero S, Muioz J, Collado
R. Andlisis del proceso de estudio del estado de portador en individuos de familias con mu-
tacion conocida en BRCA 1-2. Comunicacion tipo pdster en 2° Simposio de la SEOM 2012.
-Collado R, Alonso R, Munioz]. Realidad epidemioldgica del cancer de pulmén no microciti-
co en un drea de salud. Comunicacion tipo pdster en el congreso de la SEOM 2011.
-Collado R, Alonso R, Munioz]. Estudio retrospectivo del valor de los marcadores otumorales
de secrecion en CPNCP. Comunicacion tipo poster en el congreso de la SEOM 2011.
-Muiioz J, Alonso R, Collado R. Cancer de mama triple negativo. Revisiéon unicéntrica de 10
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ABSTRACT

Purpose: Metabolomics is the comprehensive global study of metabolites in
biological samples. In this retrospective pilot study we explored whether serum
metabolomic profile can discriminate the presence of human breast cancer irrespective
of the cancer subtype.

Methods: Plasma samples were analyzed from healthy women (n = 20) and
patients with breast cancer after diagnosis (n = 91) using a liquid chromatography-
mass spectrometry platform. Multivariate statistics and a Random Forest (RF) classifier
were used to create a metabolomics panel for the diagnosis of human breast cancer.

Results: Metabolomics correctly distinguished between breast cancer patients
and healthy control subjects. In the RF supervised class prediction analysis comparing
breast cancer and healthy control groups, RF accurately classified 100% both samples
of the breast cancer patients and healthy controls. So, the class error for both group
in and the out-of-bag error were 0. We also found 1269 metabolites with different
concentration in plasma from healthy controls and cancer patients; and basing on
exact mass, retention time and isotopic distribution we identified 35 metabolites.
These metabolites mostly support cell growth by providing energy and building
stones for the synthesis of essential biomolecules, and function as signal transduction
molecules. The collective results of RF, significance testing, and false discovery rate
analysis identified several metabolites that were strongly associated with breast
cancer.

Conclusions: In breast cancer a metabolomics signature of cancer exists and can
be detected in patient plasma irrespectively of the breast cancer type.
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INTRODUCTION

There is a close relationship between metabolism
and cancer. Cancer cell metabolism undergoes a profound
rearrangement featured by changes in metabolic networks
mostly involved in bioenergetic and biosynthetic processes
[1]. This metabolic switch represents an adaption to
support cell survival, tumor growth, tissue remodeling, and
cancer metastasis. But whereas available evidence suggest
that this metabolic adaption is regulated by a genomic
program and influenced by the tumor microenvironment,
in some circumstances altered metabolism can play
a primary role in oncogenesis [1, 2]. Furthermore,
metabolism can also determine the course of the cancerous
process or even lead to an adverse drug response.

Breast cancer is the most common malignancy and
cause of cancer death in women [3, 4]. Common methods
for diagnosis and surveillance include mammography,
histopathology and blood tests (such as antigens
and protein patterns). Since the success for curative
intervention and significantly increase long-term survival
rates in breast cancer is in early stage disease, more
sensitive biomarkers for early detection and molecular
targets for better treating breast cancer are needed.

In this setting new profiling tools provide a global
picture of tumor biology including development and
progression. The comprehensive analysis of metabolites
(‘metabolomics”), by high-resolution 'H nuclear magnetic
resonance (NMR) spectroscopy and mass spectrometry
(MS), are being currently used to identify and define the
metabolic phenotype of subcellular organelles, cell types,
or tissues. These metabolomics approaches are providing
key information about oncogenesis, uncovering potential
new therapeutic targets and will be a key tool in cancer
diagnosis [1, 5, 6].

The human plasma metabolome is composed
of around 4,229 confirmed compounds that can be
grouped into more than 50 chemical classes [7]. Plasma
metabolome profile is the result of a homeostatic system
that expresses, in a bidirectional interaction, cellular needs
and specific physiological cell-tissue states. Consequently,
cell-tissue cancer could modify the chemical composition
of blood plasma/serum, analogously to the association of
specific metabolomics signatures with complex biological
processes such as aging and diseases such as Alzheimer’s
disease, cardiovascular disease and metabolic disorders
[8—11]. So, a potential strength of plasma metabolomic
analysis is that this approach can provides a composite
metabolomic snapshot of both the tumor and the host.

Since breast cancer displays a high heterogeneity
from histology to prognosis, metastatic evolution and
treatment responses, and in view of the need for more
refined diagnosis estimation in breast cancer, we designed
this study to explore whether metabolomics can add
diagnosis information in individuals with breast cancer. We
assessed plasma metabolomic profiles in newly diagnosed

breast cancer patients using a liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-ESI-QTOF MS/MS) platform-based
metabolomics approach, with the hypothesis that in breast
cancer a metabolomics signature of cancer exists and can
be detected in patient plasma irrespectively of the breast
cancer type.

RESULTS

Metabolomics profiling in plasma by LC-ESI-
QTOF MS/MS in breast cancer and healthy
groups

The first aim of this work was to analyze global
metabolomic differences between breast cancer and healthy
samples. To do this, we applied a non-targeted metabolomics
approach focusing on the profiles of low molecular weight
(m/z < 1500) ionizable molecules which were present
in at least 50% of the samples of each group (2356). To
determine whether the metabolite fingerprints in fasting
plasma differed between breast cancer and healthy control
subjects in our metabolomics approach, we first evaluated
separation between experimental groups using unsupervised
principal component analyses (PCA) (Figure 1A). Strong
group separation was achieved in plasma between all two
groups, suggesting the existence of a specific metabolomic
signature for each condition. Further analysis using partial
least square discriminant analysis (PLS-DA) models
demonstrated robust group separation between both groups
(Figure 1B) obtaining good cross validation results (Max
components= 5; C-V method= 10-fold CV; Performance
measure= Q2) (Supplementary Table S1).

Multivariate classification analyses were comple-
mented applying Random Forest (RF) analyses, a
supervised class prediction model, in order to a) determine
the capacity for global metabolomes to accurately classify
patients into their respective groups and b) to identify
metabolites most important to the class prediction and
hence which possessed the strongest correlation to the
respective disease. In the RF supervised class prediction
analysis comparing breast cancer and healthy control
groups, RF accurately classified 100% both samples of the
breast cancer patients and healthy controls (Figure 1C).
So, the class error for both group in and the out-of-bag
error were 0. The metabolites which major contribute to
classification were shown in Figure 1D.

Altered metabolites and canonical pathways in
plasma of breast cancer patients and healthy
control subjects

After multivariate statistics analyses we applied
a Student’s T Test (p<0.05, Benjamini-Hochberg False
Discovery Rate) to define which metabolites were
statistically altered in breast cancer patients. We found
1269 metabolites with different concentration in plasma
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from healthy controls and cancer patients (Supplementary
DataSet). Basing on exact mass, retention time and
isotopic distribution we could identify 35 metabolites
(Table 1) belonging to aminoacyl-tRNA biosynthesis,
arginine and proline metabolism and primary bile acid
biosynthesis pathways (Table 2), among others.

To further analyze whether these molecules could
define the metabolic status of cancer patients we performed
a multivariate statistics using only these molecules which
present a statistically significant difference between
groups and have a potential identity (based on exact mass,
retention time and isotopic distribution) (Figure 2). First
of all, we applied hierarchical analyses were we could see
relative concentration of each metabolite (Figure 2A). This
analysis also shows a good clusteritzation of samples from
cancer patients. In the same line, both PCA and PLS-DA
analyses showed that, although the separation is better
using all molecules detected, we could define a signature
using only 35 metabolites (Figure 2B and 2C). Both
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permutation test (Supplementary Figure S2) and cross-
validation results (Max components= 5; C-V method=
10-fold CV; Performance measure= Q2) (Supplementary
Table S2) validate PLS-DA model. Finally, in order to
control overfitting we used an alternative technique for
multivariate analyses, the RF analyses obtaining an out-
of-bag error of 0.027 (Supplementary Figure S2). Overall,
these results supports an specific metabolomic signature
using only 35 molecules.

Receiver operator characteristic (ROC) curve
analysis

The collective results of RF, significance testing,
and false discovery rate analysis identified several
metabolites that were strongly associated with breast
cancer. To further characterize the predictive value
of these metabolites to discriminate breast cancer,
we performed ROC analysis using MS peak areas
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Figure 1: Multivariate analyses reveals specific metabolomic signature of cancer patients plasma samples. A. Principal
Component Analyses revealed a good clusteritzation of samples from cancer group. B. Partial Least Discriminating analysis define a
perfect metabolic signature for both groups. C. Random Forest classification shows and overall classification error of 0 (0 for healthy and
cancer patient groups). D. Metabolites which much contribute to Random Forest classification. Unknown identities are represented as exact

mass(@retention time.
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Table 1: Metabolites statistically significant (p<0.05, Benjamini-Hoghberg False Discovery Rate) with a potential

identity
Compound p (Corr) Regulation (car;f)e;‘tf(igients vs healthy FC Mass Re{'t;:::(m
ij:iydmxy'3'methylbmym 33E-04 up 366 100.0522  1.5816069
121; gﬂ;{gj&g@ic acid 23E-02 up 33 1140682 3.2419913
2-Methylhippuric acid 1.8E-03 down -92.0 175.0639  3.6565607
2-Octenoic acid 5.3E-03 down -39.3 372.268 9.767441
3-Hydroxyanthranilic acid 8.8E-06 down -341.8  135.0336  1.5612222
3-Methylglutaric acid 5.5E-03 up 37.6  128.0489  1.5807501
4-acetamidobutanoate 2.0E-03 down -53.3 127.064  0.70647365
f'zt;:frlil(i’llcs‘anc'3 % 7a, 3.6E-02 down -13.2 4023519 12.439621
Sa-androstane-3,17-dione 1.2E-10 down -148.8  305.2386  10.385417
7-ketocholesterol 4.3E-04 up 117.0  400.3335 12.138314
7a-hydroxy-cholesterol 8.9E-03 down -31.4 384.329 12.368574
Caproic acid 8.4E-17 down -1.7 348.2573 5.769
Chenodeoxycholic Acid 6.1E-04 up 161.8  392.2908 11.337122
Cortisol 3.1E-05 down -1.7 362.2124 7.031
Cortisone 3.0E-02 down -5.8 360.1945  6.9761095
Creatine 3.9E-04 down -339.6  113.0561  0.42863637
Cytidine 3.5E-02 up 21.9  225.0778  0.7119473
DL-pipecolic acid 1.5E-06 up 270.4  129.0792  0.33790255
Dopamine 7.8E-04 up 1.5 135.0675 0.575
Glutamine 2.0E-06 down -1060.4 146.0684  0.5461304
Hippuric acid 3.8E-02 down -8.8 179.0599  2.1277783
Homocystine 2.9E-04 up 62.3 306.0068 0.33542165
Inosine diphosphate (IDP) 1.8E-03 up 52.7 410.0028  0.34574685
L-Arginine 1.5E-05 down -397.2  174.1067  0.4356315
Linoleic acid 4.1E-17 up 42496.8 280.2411  11.370296
L-Lysine 1.7E-04 down -61.4  146.1059 0.34584
L-Valine 1.7E-02 down -64.5  117.0775 0.44549397
Myristic acid 2.7E-04 up 78.9 250.1932  12.096725
N-Oleoyl-D-erythro-
Sphingosine (C18:1 7.2E-07 down -64577  571.51 13.315624
Ceramide)
Oleamide 3.8E-05 up 2.0 281.2726  11.383955
Retinoic acid 1.3E-08 down -128.9  863.6179  11.356807
Stearic acid 2.0E-06 up 673.6 2842717 12.056651
Taurine 6.4E-09 up 198.1 125.0153  0.32860422
Threonate 3.9E-02 up 3.9 136.0378  0.88052344
Uric acid 2.8E-02 up 2.3 168.0292  0.6809543
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Table 2: Pathways modulated by breast cancer condition

Pathway name Total Expected Hits p
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 75 0.87246 4 0.010095
Arginine and proline metabolism 77 0.89572 4 0.011061
Primary bile acid biosynthesis 47 0.54674 3 0.01624
Nitrogen metabolism 39 0.45368 2 0.074242
Purine metabolism 92 1.0702 3 0.088937
D-Arginine and D-ornithine metabolism 8 0.093062 1 0.089485
Lysine degradation 47 0.54674 2 0.10237
Fatty acid biosynthesis 49 0.57 2 0.10982
Biotin metabolism 11 0.12796 1 0.12101
D-Glutamine and D-glutamate metabolism 11 0.12796 1 0.12101
Pyrimidine metabolism 60 0.69796 2 0.15306
Linoleic acid metabolism 15 0.17449 1 0.16141
Taurine and hypotaurine metabolism 20 0.23265 1 0.20939
Retinol metabolism 22 0.25592 1 0.22783
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 24 0.27919 1 0.24586
Pantothenate and CoA biosynthesis 27 0.31408 1 0.27215
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 27 0.31408 1 0.27215
Lysine biosynthesis 32 0.37225 1 0.314
Steroid hormone biosynthesis 99 1.1516 2 0.32119
Propanoate metabolism 35 0.40715 1 0.33799
Valine, leucine and isoleucine degradation 40 0.46531 1 0.37618
Ascorbate and aldarate metabolism 45 0.52347 1 0.41224
Phenylalanine metabolism 45 0.52347 1 0.41224
Fructose and mannose metabolism 48 0.55837 1 0.43291
Glycine, serine and threonine metabolism 48 0.55837 1 0.43291
Cysteine and methionine metabolism 56 0.65143 1 0.48465
Tyrosine metabolism 76 0.88409 1 0.59485
Tryptophan metabolism 79 0.91899 1 0.60928
(Table 3). We found 3 metabolites (metabolite 1: DISCUSSION

542.2335@6.062038 (p=3.2109E-18), metabolite 2:
497.3955@6.065792 (p=2.6216E-14), metabolite 3:
204.0813@9.653965 (p=5.7445E-38)) with an area
under the curve (AUC) = 1, a specificity= 1 and a
sensibility = 1. Among the metabolites with a putative
identity we found with highest significant the caproic
acid (AUC = 0.995, specificity= 1 and a sensibility =
1), the taurine (AUC = 0.952, specificity= 0.9 and a
sensibility = 1), staramide (AUC = 0.959, specificity=
0.9 and a sensibility = 0.9) and the linoleic acid (AUC =
0.935, specificity= 0.9 and a sensibility = 1) (Figure 3).

Breast cancer has been associated with marked
metabolic shifts [2] [12-19] [20-34]. Since now,
metabolomics has been mainly used to refine molecular
subtyping of breast cancer, cancer progression, cancer
metastasis, and prediction of treatment sensitivity. Only
a few metabolomics breast cancer studies have been
conducted in plasma/serum mostly focused to discriminate
breast cancer subtypes [35], metastatic breast cancer
[36-41], recurrence [42, 43] and response to neoadjuvant
chemotherapy [44].
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The present study demonstrate for the first time
that a metabolic signature of breast cancer exists and
can be detected in patient plasma. Thus, we found 1269
metabolites with different concentration in plasma from
healthy controls and cancer patients. Among them, 354
could be identified (based on exact mass, retention time
and isotopic distribution) and different functions could be
attributed. Specifically, some of the metabolites could be
involved in cell growth by providing building stones for the
synthesis of essential cellular components, and substrates
for bioenergetics. So, the lower plasma concentrations of
the amino acids valine, arginine, tryptophan and lysine
in breast cancer patients could express the higher uptake
of these amino acids by the tumor, but also a preferential
utilization of them. In addition, the elevated content in
taurine and homocysteine is also suggestive of increased
utilization of the amino acid methionine, essential for the
synthesis of methyl group donor compounds, the amino
acid cysteine, and the antioxidant glutathione [45]. In this
line, the higher content of linoleic acid and stearic acid,

as well as cytidine (also used for phosphatidylcholine and
phosphatidylethanolamine biosynthesis) [46], suggest a
higher rate of structural lipids biosynthesis. Furthermore,
the higher plasma concentration of cytidine (pyrimidine
nucleoside), inosine diphosphate (purine nucleoside) and
uric acid suggest increased need of substrates for nucleic
acid biosynthesis by the tumor. In parallel, the elevated
content in short- and medium-chain fatty acids (caproic
acid, and myristic acid), the lower content in glutamine
and creatine, and higher content of taurine, suggest
increased bioenergetics of tumor cells.

In this context it is also particularly interesting
the detection of increased levels in breast cancer
patients of three metabolites belonging to the branched
chain amino acid (BCAA) metabolism (2-hydroxy-3-
methylbutiric acid, 2-hydroxy-3-methylpentanoic acid,
and 3-methylglutaric acid) suggesting that BCAA are
preferentially used by breast cancer cells likely to provide
carbon for gluconeogenesis. Because i) BCAAs have a
central role in the maintenance of lean body mass and
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Figure 2: A. Hierarchical clustering analyses using the statistical significant metabolites which has a potential identity (based on exact mass,
retention time and isotopic distribution. B. Principal Component Analyses performed with the statistical significant metabolites which has
a potential identity (based on exact mass, retention time and isotopic distribution. C. Partial Least Square Discriminant Analysis performed
with the statistical significant metabolites which has a potential identity (based on exact mass, retention time and isotopic distribution.
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Table 3: Receiver operator characteristic (ROC) analysis of metabolites significantly associated with the presence of

breast cancer

Metabolite Accurate mass@ Sensitivity Specificity AUC P Fold difference in breast
retention time cancer vs. healthy controls
C26H43CIN4S3 542.2335@6.062 100 100 1.00 3.21e-18 0.98
C26H51N504 497.3955@6.065 100 100 1.00 2.62¢-14 1.32
C9H1603S 204.0813@9.653 100 100 1.00 5.74e-38 1.08
C23H30N2S 366.2115@7.516 100 100 0.999  4.76e-17 2.08
278.1552@9.641 278.1552@9.641 100 100 0.999  6.15¢-36 1.06
Caproic acid 348.2573@5.769 100 100 0.995  4.12¢-23 0.99
Taurine 125.0153@0.328 100 90 0952  3.048e-14 0.66
Stearamide 283.2877@11.795 90 90 0.959 2'3Z§26- 0.85
Linoleic Acid 280.2411@11.37 100 90 0.935  8.7246¢-8 6.29

Metabolites investigated through ROC analysis were selected on the basis of their value to Random Forest, p-value and false
discovery rate, and fold difference in breast cancer vs. healthy controls. Mass spectrometry peak areas corresponding to

expression level in each patient were used in the ROC analysis.
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Figure 3: Receiver operating characteristic curve of caproic acid, stearamide, taurine and linoleic acid.
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Table 4: Demographic and clinical pathological characteristics of study population

Breast cancer patients

Healthy control subjects

Biospecimen Plasma
Number of participants 20
Age (median, range) 62 (34-91) 48 (22-64)
TNM stage-1 2 (2.1%) n.a.
TNM stage-Ila 40 (43.4%) n.a.
TNM stage-1Ib 30 (32.6%)

TNM stage-I1Ia 13 (14.1%) n.a.
TNM stage-1ITb 7 (7.6%)

TNM stage-IV n.a
Luminal A 25 (27.1%) n.a.
Luminal B 38 (41.3%) n.a.
HER-2 25(27.1) n.a.
Triple Negative 12 (13.0%) n.a.
Abbreviations: n.a., not applicable.

regulation of skeletal muscle protein metabolism [47] and MATERIALS AND METHODS

ii) cancer cachexia is characterized by increased oxidation
of BCAAs, and net catabolism of skeletal muscle
through a reduction in protein synthesis and activation
of proteolysis, it is postulated that breast cancer activates
metabolic pathways which induce cachexia.

Other metabolites which show antioxidant activity
(taurine and uric acid) were increased in plasma from
cancer subjects could be involved in protecting cancer cells
from excessive damage by oxidative stress. Reinforcing
this fact, a lower concentration of the oxidative stress-
derived compounds 7alpha-hydroxy-cholesterol and
3-hydroxyanthranilic acid (oxidation product of tryptophan)
were detected in the breast cancer group.

Finally, among differential metabolites endogenous
signaling lipids were found. Thus, we detected a decreased
content of retinoic acid, C18:1 ceramide and two N-acyl
amino acids (2-methylhippuric acid and hippuric acid),
while the endocannabinoid oleamide is increased in
breast cancer group. Globally, all these changes seem to
be designed to enhance cell proliferation and tumor cell
survival.

In summary, the changes described in the
metabolomic profile in breast cancer patients may affect
disease biology in different ways. Specifically, these
metabolites may promote tumorigenesis by changing
the differentiation status of tumors, induce metastatic
phenotype, or make tumors more viable in oxidative
stress conditions. But in any case, metabolomics studies in
human plasma from breast cancer patients could be useful
to describe diagnostic and/or prognosis biomarkers, as
well as for monitoring treatment.

Participants and ethics

A total of 91 breast cancer patients and 20 healthy
control subjects were recruited at the Breast Cancer
Medicine Service at Hospital of Jaén (Jaén, Spain). The
study was approved by the institutional review board of
the Clinical Research Ethics Committee of the Hospital of
Jaén, and every patient provided written informed consent
for participation. The criteria for selection included:
at last 18 years old with histological confirmation of
breast cancer; no detectable macrometastatic disease,
and no prior anticancer treatment. Demographic
characteristics and clinical diagnosis of studied subjects
are summarized in Table 4. In order to avoid the effect
of potential cofounders (such as age, BMI, menopause,
diabetes, cholesterol and drug treatment) in metabolomics
analyses the homogeneity of both groups was checked.
We applied Student T-test for continuous variables (age,
BM and cholesterol) and Fisher’s exact Test for two way
categorical data (menopause, diabetes and drug treatment).
Among cofounders analyzed only BMI presents
statistically significance (p=0.0057) between groups. To
further analyze the effect of BMI in plasma metabolomics
profile we performed multivariate statistics which showed
that BMI, contrary to pathology, did not have any effect in
determining plasma metabolomic profile (Supplementary
Figure S1). Further, one-way ANOVA on BMI (Normal
Weight (BMI: 18.5-24.9); Overweight (BMI: 25-29.9);
Obese (BMI>30)) showed no statistically significant
metabolites between groups.
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Samples were collected in EDTA tubes at 08:00
hours in the morning after at least 8h of fasting using
standard venipuncture procedures. Blood was processed
by centrifugation within 2 h of collection using a gradient
of histopaque in order to separate plasma, erythrocytes
and PBMC. Plasma samples were isolated, aliquoted and
stored at -80°C until further use.

Sample processing

Metabolites from plasma were extracted as
previously described [9]. Samples were thawed on ice
at 4°C, and 300 pl of cold methanol (containing 1 pM
of hutylhydroxytoluene as antioxidant and 1 pg/ml of
13C-phenylalanine as internal standard) were added to 100
1l of plasma for deproteinization, followed by incubation
at -20°C for 1h and then, centrifuged at 12000g for 3 min.
The supernatants were recovered, evaporated using a
Speed Vac (Thermo Fisher Scientific, Barcelona, Spain)
and re-suspended in water 0.4% acetic acid/methanol
(50/50).

Metabolomic analyses

For the metabolomic study, an Agilent 1290
LC system coupled to an ESI-Q-TOF MS/MS 6520
instrument (Agilent Technologies) was used. In all cases, 2
uL of extracted sample was applied onto a reversed-phase
column (Zorbax SB-Aq 1.8 pm 2.1 x 50 mm; Agilent
Technologies) equipped with a precolumn (Zorba-SB-C8
Rapid Resolution Cartridge 2.1 x 30 mm 3.5 um; Agilent
Technologies) with a column temperature of 60°C. The
flow rate was 0.6 mL/min. Solvent A was composed of
water containing 0.2% acetic acid and solvent B was
composed of methanol 0.2% acetic acid. The gradient
started at 2% B and increased to 98% B in 13 min and held
at 98% B for 6 min. Post-time was established in 5 min.

Data were collected in positive electrospray mode
time of flight operated in full-scan mode at 100—-3000
m/z in an extended dynamic range (2 GHz), using N,
as the nebulizer gas (5 L/min, 350°C). The capillary
voltage was 3500 V with a scan rate of 1 scan/s. The
ESI source used a separate nebulizer for the continuous,
low-level (10 L/min) introduction of reference mass
compounds: 121.050873, 922.009798 (positive ion
mode) and 119.036320, 966.000725 (negative ion
mode), which were used for continuous, online mass
calibration. MassHunter Data Analysis Software (Agilent
Technologies, Barcelona, Spain) was used to collect the
results, and MassHunter Qualitative Analysis Software
(Agilent Technologies, Barcelona, Spain) to obtain
the molecular features of the samples, representing
different, co-migrating ionic species of a given molecular
entity using the Molecular Feature Extractor algorithm
(Agilent Technologies, Barcelona, Spain), as described
[9, 48]. Finally, MassHunter Mass Profiler Professional

Software (Agilent Technologies, Barcelona, Spain) and
Metaboanalyst platform [49] were used to perform a non-
targeted metabolomic analysis of the extracted features.
We selected samples with a minimum of 2 ions. Multiple
charge states were not considered. Compounds from
different samples were aligned using a retention time
window of 0.1% =+ 0.25 minutes and a mass window of
10.0 ppm +2.0 mDa. Only common features (found in at
least 50% of the samples of any group) were analyzed,
correcting for individual bias. PCA, PLS-DA, RF
analyses, Hierarchical analyses and ROC curves were
done using Metboanalyst platform [49]. Then, we applied
univariate statistics (Student’s T test, p<0.05, Benjamini-
Hochberg false discovery rate) evaluate significant
differences induced by carcinogenic process. The
resulting differential metabolites were searched against
PCDL database from Agilent (Agilent Technologies,
Barcelona, Spain), which uses retention times in a
standardized chromatographic system as an orthogonal
searchable parameter to complement accurate mass data
(accurate mass retention time approach) according to
previously published works [48]. Pathway analysis was
performed using Metaboanalyst platform [49].

CONFLICTS OF INTEREST

The authors declare that they have no competing
interests.

FUNDING

This research was funded by the Spanish Ministry
of Economy and Competitiveness, Institute Carlos III (FIS
grant P114/00328), and the Autonomous Government of
Catalonia (2014SGR168) to R.P. This study has been co-
financed by FEDER funds from the European Union (‘Una
manera de hacer Europa’).

Author contributions

P.S.R. and R.P. designed the experiments. M.J., and
R.P. analyzed the data. M.J., R.C., JL.Q., M.CR, J.S.,
AlJ., MF.,, C.T,, and C.R. performed the experiments.
R.P. supervised the design and data interpretation. The
manuscript was written by M.J., R.C., P.S.R. and R.P.
and edited by R.P. All authors discussed the results and
commented on the manuscript.

REFERENCES

1. Hirschey MD, DeBerardinis RJ, Diehl AME, Drew JE,
Frezza C, Green MF, Jones LW, Ko YH, Le A, Lea MA,
Locasale JW, Longo VD, Lyssiotis CA, et al. Dysregulated
metabolism contributes to oncogenesis. Semin Cancer Biol.
2015; 35: S129-50. doi: 10.1016/j.semcancer.2015.10.002.

www.impactjournals.com/oncotarget

Oncotarget

209



10.

11.

12.

13.

Mishra P, Ambs S. Metabolic Signatures of Human Breast
Cancer. Mol Cell Oncol [Internet]. Taylor & Francis; 2015
[cited 2016 Aug 17; 2. doi: 10.4161/23723556.2014.992217.
Torre LA, Bray F, Siegel RL, Ferlay J, Lortet-Tieulent J,
Jemal A. Global cancer statistics, 2012. CA Cancer J Clin
[Internet]. 2015 [cited 2015 Feb 10]; 65: 87-108. doi:
10.3322/caac.21262.

Siegel R, Naishadham D, Jemal A. Cancer statistics, 2012.
CA Cancer J Clin [Internet]. [cited 2016 Aug 1]; 62: 10-29.
doi: 10.3322/caac.20138.

Griffin JL, Shockcor JP. Metabolic profiles of cancer cells.
Nat Rev Cancer [Internet]. Nature Publishing Group; 2004
[cited 2016 Aug 1]; 4: 551-61. doi: 10.1038/nrc1390.
Nicholson JK. Global systems biology, personalized
medicine and molecular epidemiology. Mol Syst Biol
[Internet]. European Molecular Biology Organization;
2006 [cited 2016 Aug 1]; 2: 52. doi: 10.1038/
msb4100095.

Wishart DS, Knox C, Guo AC, Eisner R, Young N, Gautam
B, Hau DD, Psychogios N, Dong E, Bouatra S, Mandal
R, Sinelnikov I, Xia J, et al. HMDB: a knowledgebase
for the human metabolome. Nucleic Acids Res [Internet].
2009 [cited 2014 Mar 27]; 37: D603-10. doi: 10.1093/nar/
gkn810.

Ansoleaga B, Jové M, Schliiter A, Garcia-Esparcia P,
Moreno J, Pujol A, Pamplona R, Portero-Otin M, Ferrer
I. Deregulation of purine metabolism in Alzheimer’s
disease. Neurobiol Aging. 2015; 36: 68-80. doi: 10.1016/].
neurobiolaging.2014.08.004.

Jové M, Mauri-Capdevila G, Suarez I, Cambray S, Sanahuja
J, Quilez A, Farré J, Benabdelhak I, Pamplona R, Portero-
Otin M, Purroy F. Metabolomics predicts stroke recurrence
after transient ischemic attack. Neurology [Internet].
2015 [cited 2016 Aug 1]; 84: 36-45. doi: 10.1212/
WNL.0000000000001093.

Jové M, Naudi A, Portero-Otin M, Cabré R, Rovira-Llopis
S, Baiiuls C, Rocha M, Hernandez-Mijares A, Victor
VM, Pamplona R. Plasma lipidomics discloses metabolic
syndrome with a specific HDL phenotype. FASEB T
[Internet]. 2014 [cited 2015 Jun 17]; 28: 5163-71. doi:
10.1096/17.14-253187.

Jové M, Portero-Otin M, Naudi A, Ferrer I, Pamplona
R. Metabolomics of human brain aging and age-related
neurodegenerative diseases. J Neuropathol Exp Neurol
[Internet]. 2014 [cited 2015 Aug 7]; 73: 640-57. doi:
10.1097/NEN.0000000000000091.

Aboagye EO, Bhyjwalla ZM. Malignant transformation
alters membrane choline phospholipid metabolism of
human mammary epithelial cells. Cancer Res [Internet].
1999 [cited 2016 Aug 1]; 59: 80—4. Available from http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9892190.

Katz-Brull R, Seger D, Rivenson-Segal D, Rushkin E,
Degani H. Metabolic markers of breast cancer: enhanced
choline metabolism and reduced choline-ether-phospholipid

14.

15.

16.

19.

20.

21.

22.

synthesis. Cancer Res [Internet]. 2002 [cited 2016 Aug 1];
62: 1966-70. Available from http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/11929812.

Kennedy KM, Scarbrough PM, Ribeiro A, Richardson
R, Yuan H, Sonveaux P, Landon CD, Chi J-T, Pizzo S,
Schroeder T, Dewhirst MW. Catabolism of exogenous
lactate reveals it as a legitimate metabolic substrate in breast
cancer. PLoS One [Internet]. 2013 [cited 2016 Aug 1]; 8:
€75154. doi: 10.1371/journal.pone.0075154.

Locasale JW, Grassian AR, Melman T, Lyssiotis CA,
Mattaini KR, Bass AJ, Heftfron G, Metallo CM, Muranen
T, Sharfi H, Sasaki AT, Anastasiou D, Mullarky E, et al.
Phosphoglycerate dehydrogenase diverts glycolytic flux
and contributes to oncogenesis. Nat Genet [Internet]. 2011
[cited 2016 Aug 1]; 43: 869—74. doi: 10.1038/ng.890.
Shaw PG, Chaerkady R, Wang T, Vasilatos S, Huang Y, Van
Houten B, Pandey A, Davidson NE, Soule H, Maloney T,
Wolman S, Jr. WP, Brenz R, et al. Integrated Proteomic and
Metabolic Analysis of Breast Cancer Progression. Singh
KK, editor. PLoS One [Internet]. Public Library of Science;
2013 [cited 2016 Aug 1]; 8: €76220. doi: 10.1371/journal.
pone.0076220.

Simpson NE, Tryndyak VP, Beland FA, Pogribny IP. An
in vitro investigation of metabolically sensitive biomarkers
in breast cancer progression. Breast Cancer Res Treat
[Internet]. 2012 [cited 2016 Aug 1]; 133: 959-68. doi:
10.1007/310549-011-1871-x.

Singer S, Souza K, Thilly WG. Pyruvate utilization,
phosphocholine and adenosine triphosphate (ATP) are
markers of human breast tumor progression: a 31P- and
13C-nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy
study. Cancer Res [Internet]. 1995 [cited 2016 Aug 1];
55: 5140-5. Available from http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/7585561.

Weljie AM, Bondareva A, Zang P, Jirik FR. (1)H NMR
metabolomics identification of markers of hypoxia-induced
metabolic shifts in a breast cancer model system. J Biomol
NMR [Internet]. 2011 [cited 2016 Aug 1]; 49: 185-93. doi:
10.1007/310858-011-9486-4.

Balluff B, Frese CK, Maier SK, Schone C, Kuster B,
Schmitt M, Aubele M, Hofler H, Deelder AM, Heck A,
Hogendoorn PCW, Morreau J, Maarten Altelaar AF, et al.
De novo discovery of phenotypic intratumour heterogeneity
using imaging mass spectrometry. J Pathol [Internet]. 2015
[cited 2016 Aug 1]; 235: 3—13. doi: 10.1002/path.4436.
Borgan E, Sitter B, Lingjerde OC, Johnsen H, Lundgren
S, Bathen TF, Serlie T, Borresen-Dale A-L, Gribbestad IS.
Merging transcriptomics and metabolomics--advances in
breast cancer profiling. BMC Cancer [Internet]. 2010 [cited
2016 Aug 1]; 10: 628. doi: 10.1186/1471-2407-10-628.
Brockmoller SF, Bucher E, Miiller BM, Budczies J, Hilvo
M, Griffin JL, Oresi¢ M, Kallioniemi O, Iljin K, Loibl S,
Darb-Esfahani S, Sinn B V, Klauschen F, et al. Integration
of metabolomics and expression of glycerol-3-phosphate

WWWwW

210

.impactjournals.com/oncotarget

10

Oncotarget




23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

acyltransferase (GPAM) in breast cancer-link to patient
survival, hormone receptor status, and metabolic profiling.
J Proteome Res [Internet]. 2012 [cited 2016 Aug 1]; 11:
850-60. doi: 10.1021/pr200685r.

Budczies J, Denkert C, Miiller BM, Brockmoller SF,
Klauschen F, Gyorfty B, Dietel M, Richter-Ehrenstein C,
Marten U, Salek RM, Griffin JL., Hilvo M, Oresi¢ M, et
al. Remodeling of central metabolism in invasive breast
cancer compared to normal breast tissue — a GC-TOFMS
based metabolomics study. BMC Genomics [Internet].
BioMed Central; 2012 [cited 2016 Aug 1]; 13: 334. doi:
10.1186/1471-2164-13-334.

Budczies J, Brockmoéller SF, Miiller BM, Barupal DK,
Richter-Ehrenstein  C, Kleine-Tebbe A, Griffin JL,
Oresi¢ M, Dietel M, Denkert C, Fiechn O. Comparative
metabolomics of estrogen receptor positive and estrogen
receptor negative breast cancer: alterations in glutamine and
beta-alanine metabolism. J Proteomics. 2013; 94: 279-88.
doi: 10.1016/j.jprot.2013.10.002.

Budczies J, Pfitzner BM, Gyorfty B, Winzer K-J, Radke
C, Dietel M, Fiehn O, Denkert C. Glutamate enrichment
as new diagnostic opportunity in breast cancer. Int J cancer
[Internet]. 2015 [cited 2016 Aug 1]; 136: 1619-28. doi:
10.1002/1j¢.29152.

Cao MD, Lamichhane S, Lundgren S, Bofin A, Fjosne
H, Giskeodegard GF, Bathen TF, Kaplan H, Malmgren J,
Hirshfield K, Ganesan S, Xu H, Eirew P, et al. Metabolic
characterization of triple negative breast cancer. BMC
Cancer [Internet]. BioMed Central; 2014 [cited 2016 Aug
1]; 14: 941. doi: 10.1186/1471-2407-14-941.

Grinde MT, Skrbo N, Moestue SA, Rodland EA, Borgan
E, Kristian A, Sitter B, Bathen TF, Berresen-Dale A-L,
Maelandsmo GM, Engebraaten O, Serlie T, Marangoni E,
et al. Interplay of choline metabolites and genes in patient-
derived breast cancer xenografts. Breast Cancer Res
[Internet]. BioMed Central; 2014 [cited 2016 Aug 1]; 16:
RS5. doi: 10.1186/ber3597.

Hines KM, Ballard BR, Marshall DR, McLean JA.
Structural mass spectrometry of tissue extracts to
distinguish cancerous and non-cancerous breast diseases.
Mol Biosyst [Internet]. NIH Public Access; 2014 [cited
2016 Aug 1]; 10: 2827-37. doi: 10.1039/c4mb00250d.

Kanaan YM, Sampey BP, Beyene D, Esnakula AK,
Naab TJ, Ricks-Santi LJ, Dasi S, Day A, Blackman KW,
Frederick W, Copeland RL, Gabrielson E, Dewitty RL.
Metabolic profile of triple-negative breast cancer in
African-American women reveals potential biomarkers of
aggressive disease. Cancer Genomics Proteomics [Internet].
[cited 2016 Aug 1]; 11: 279-94. Available from http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25422359.

Li M, Song Y, Cho N, Chang JM, Koo HR, Yi A, Kim H,
Park S, Moon WK. An HR-MAS MR Metabolomics Study
on Breast Tissues Obtained with Core Needle Biopsy.
Monleon D, editor. PLoS One [Internet]. Public Library of

31

32.

33.

34.

3s.

36.

37.

38.

39.

Science; 2011 [cited 2016 Aug 1]; 6: €25563. doi: 10.1371/
journal.pone.0025563.

Mackinnon WB, Barry PA, Malycha PL, Gillett DJ,
Russell P, Lean CL, Doran ST, Barraclough BH, Bilous M,
Mountford CE. Fine-needle biopsy specimens of benign
breast lesions distinguished from invasive cancer ex
vivo with proton MR spectroscopy. Radiology [Internet].
1997 [cited 2016 Aug 1]; 204: 661-6. doi: 10.1148/
radiology.204.3.9280241.

Mimmi MC, Finato N, Pizzolato G, Beltrami CA, Fogolari
F, Corazza A, Esposito G. Absolute quantification of
choline-related biomarkers in breast cancer biopsies
by liquid chromatography electrospray ionization mass
spectrometry. Anal Cell Pathol (Amst) [Internet]. 2013
[cited 2016 Aug 1]; 36: 71-83. doi: 10.3233/ACP-130082.
Mountford CE, Somorjai RL, Malycha P, Gluch L, Lean
C, Russell P, Barraclough B, Gillett D, Himmelreich U,
Dolenko B, Nikulin AE, Smith IC. Diagnosis and prognosis
of breast cancer by magnetic resonance spectroscopy of fine-
needle aspirates analysed using a statistical classification
strategy. Br J Surg [Internet]. 2001 [cited 2016 Aug 1]; 88:
1234-40. doi: 10.1046/j.0007-1323.2001.01864 x.

Tang X, Lin C-C, Spasojevic L, Iversen ES, Chi J-T, Marks
JR. A joint analysis of metabolomics and genetics of breast
cancer. Breast Cancer Res [Internet]. 2014 [cited 2016 Aug
1]; 16: 415. doi: 10.1186/513058-014-0415-9.

Fan'Y, Zhou X, Xia T-S, Chen Z, Li J, Liu Q, Alolga RN,
Chen Y, Lai M De, Li P, Zhu W, Qi L-W. Human plasma
metabolomics for identifying differential metabolites and
predicting molecular subtypes of breast cancer. Oncotarget
[Internet]. 2016 [cited 2016 Aug 1]; 7: 9925-38. doi:
10.18632/oncotarget.7155.

Cui M, Wang Q, Chen G. Serum metabolomics analysis
reveals changes in signaling lipids in breast cancer patients.
Biomed Chromatogr [Internet]. 2016 [cited 2016 Aug 1];
30: 42—7. doi: 10.1002/bmc.3556.

Gu H, Pan Z, Xi B, Asiago V, Musselman B, Raftery D.
Principal component directed partial least squares analysis
for combining nuclear magnetic resonance and mass
spectrometry data in metabolomics: Application to the
detection of breast cancer. Anal Chim Acta. 2011; 686:
57-63. doi: 10.1016/j.aca.2010.11.040.

Jobard E, Pontoizeau C, Blaise BJ, Bachelot T, Elena-
Herrmann B, Trédan O. A serum nuclear magnetic
resonance-based metabolomic signature of advanced
metastatic human breast cancer. Cancer Lett. 2014; 343:
33-41. doi: 10.1016/j.canlet.2013.09.011.

Oakman C, Tenori L, Claudino WM, Cappadona S, Nepi
S, Battaglia A, Bernini P, Zafarana E, Saccenti E, Fornier
M, Morris PG, Biganzoli L, Luchinat C, et al. Identification
of a serum-detectable metabolomic fingerprint potentially
correlated with the presence of micrometastatic disease
in early breast cancer patients at varying risks of disease
relapse by traditional prognostic methods. Ann Oncol

www.impactjournals.com/oncotarget

11

Oncotarget

211



40.

41.

42.

43.

[Internet]. 2011 [cited 2016 Aug 1]; 22: 1295-301. doi:
10.1093/annonc/mdq606.

Shen J, Yan L, Liu S, Ambrosone CB, Zhao H. Plasma
metabolomic profiles in breast cancer patients and
healthy controls: by race and tumor receptor subtypes.
Transl Oncol [Internet]. 2013 [cited 2016 Aug 1]; 6:
757-65. Available from http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/24466379.

Tenori L, Oakman C, Claudino WM, Bernini P, Cappadona
S, Nepi S, Biganzoli L, Arbushites MC, Luchinat C, Bertini
I, Di Leo A. Exploration of serum metabolomic profiles
and outcomes in women with metastatic breast cancer: A
pilot study. Mol Oncol. 2012; 6: 437—44. doi: 10.1016/;.
molonc.2012.05.003.

Asiago VM, Alvarado LZ, Shanaiah N, Gowda GAN,
Owusu-Sarfo K, Ballas RA, Raftery D. Early detection of
recurrent breast cancer using metabolite profiling. Cancer
Res [Internet]. 2010 [cited 2016 Aug 17]; 70: 8309-18. doi:
10.1158/0008-5472.CAN-10-1319.

Tenori L., Oakman C, Morris PG, Gralka E, Turner N,
Cappadona S, Fornier M, Hudis C, Norton L, Luchinat
C, Di Leo A. Serum metabolomic profiles evaluated after
surgery may identify patients with oestrogen receptor
negative early breast cancer at increased risk of disease
recurrence. Results from a retrospective study. Mol Oncol.
2015; 9: 128-39. doi: 10.1016/j.molonc.2014.07.012.

. Wei S, Liu L, Zhang J, Bowers J, Gowda GAN, Seeger

H, Fehm T, Neubauer HJ, Vogel U, Clare SE, Raftery
D. Metabolomics approach for predicting response to

45.

46.

47.

48.

49.

neoadjuvant chemotherapy for breast cancer. Mol Oncol.
2013; 7: 297-307. doi: 10.1016/j.molonc.2012.10.003.

Stipanuk MH, Ueki I. Dealing with methionine/
homocysteine sulfur: cysteine metabolism to taurine and
inorganic sulfur. J Inherit Metab Dis [Internet]. NIH Public
Access; 2011 [cited 2016 Aug 1]; 34: 17-32. doi: 10.1007/
$10545-009-9006-9.

Gibellini F, Smith TK. The Kennedy pathway—De
novo synthesis of phosphatidylethanolamine and
phosphatidylcholine. TUBMB Life. Wiley Subscription
Services, Inc., a Wiley company; 2010; 62: 414-28. doi:
10.1002/TUB.337.

Baracos VE, Mackenzie ML. Investigations of branched-
chain amino acids and their metabolites in animal models
of cancer. J Nutr [Internet]. 2006 [cited 2016 Aug 1]; 136:
237S-42S. Available from http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/16365090.

Sana TR, Roark JC, Li X, Waddell K, Fischer SM.
Molecular formula and METLIN Personal Metabolite
Database matching applied to the identification of
compounds generated by LC/TOF-MS. J Biomol Tech
[Internet]. 2008 [cited 2014 Feb 7]; 19: 258-66. Available
from http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?
artid=2567134&tool=pmcentrez&rendertype=abstract.

Xia J, Mandal R, Sinelnikov I V, Broadhurst D, Wishart
DS. MetaboAnalyst 2.0--a comprehensive server for
metabolomic data analysis. Nucleic Acids Res [Internet].
2012 [cited 2015 May 13]; 40: W127-33. doi: 10.1093/nar/
gks374.

www.impactjournals.com/oncotarget

212

12

Oncotarget







UNIVERSIDAD DE GRANADA

PROGRAMA DE DOCTORADO NUTRICION HUMANA Y
CIENCIA DE LOS ALIMENTOS

214






