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INTRODUCCION

A escala mundial, el cancer de pulmén es la prin-
cipal causa de muerte por neoplasia en el hombre y
estd aumentando significativamente entre las muje-
res, de tal forma que, actualmente, es la cuarta causa
de mortalidad por neoplasia®?. A pesar de los avan-
ces en el diagndstico y en el tratamiento quirdrgico y
quimioterapico, la supervivencia a los 5 afios conti-
nua siendo muy baja’. Desgraciadamente, el diagnos-
tico se realiza en estadios avanzados y la reseccion
quirurgica soélo es posible en un porcentaje bajo de
casos™.

Hasta la fecha, hay poca evidencia de la utilidad
del cribado diagnostico para reducir la mortalidad. El
esputo y la radiograffa de térax no han logrado dis-
minuirla®. No obstante, recientemente se ha compa-
rado, en una muestra amplia de personas con riesgo
de padecer cancer de pulmén, una técnica de cribado
mediante tomografia axial computerizada (TAC), de
baja radiacion frente a la radiografia de térax®. El es-
tudio aportd una reduccién en la mortalidad relativa
por cancer de pulmoén del 20% en el grupo en el que
se realizo la TAC. Sin embargo, la tasa de lesiones
sugestivas de malignidad y los falsos positivos son
elevados y, ademas, el coste anual del programa es
muy alto y no exento de posibles efectos secunda-
rios debidos a la radiacion. Por tanto, es razonable la
investigacién en otras areas y, en los dltimos afos, el
estudio de muestras biolégicas de caracter no invasi-
vo tiene un fuerte desarrollo. En esta linea, se ha des-
crito la deteccion de compuestos organicos volatiles
liberados por enfermos de cancer en el concentra-
do del aire exhalado. Un estudio publicado en 2006
mostro el uso de perros entrenados para la deteccion
en estadios muy tempranos de cancer de pulmén y
de mama’, con una elevada especificidad y sensibi-
lidad. Sin embargo, aunque el sudor se utiliza desde
hace muchos afios para el diagnostico de la fibrosis
quistica®, no se han realizado otros avances en pato-
logia respiratoria utilizando esta muestra. En el drea
de las disciplinas conocidas genéricamente como
“Omicas”, existe un interés creciente por muestras
biolégicas obtenidas de forma no invasiva, y la me-
tabolémica es la mas apropiada para el estudio de
los compuestos excretados en el sudor. La mejora
constante de la instrumentacion analitica y el desa-
rrollo de métodos basados en ellas han posibilitado
la identificacién y cuantificaciéon de compuestos en
muy baja concentracién. En base a estos anteceden-
tes, en el presente trabajo se postula que en el sudor
se pueden detectar compuestos con potencialidad
diagnéstica en el cancer de pulmoén.
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PACIENTES Y METODOS

Se disei6 un estudio observacional, de primera
aproximacion, realizado en el Hospital Universitario
Reina Sofia y en el Departamento de Quimica Anali-
tica de la Universidad de Cérdoba.

La poblacioén la constituyeron 96 sujetos, que fue-
ron estudiados para valorar, en una primera aproxi-
macion, la validez del sudor como muestra con po-
tencial contenido de biomarcadores de cancer de
pulmén. Con la finalidad de establecer los criterios de
inclusién y exclusion, a los sujetos se les realizé una
historia clinica, examen fisico completo y las explora-
ciones complementatias para descartar o confirmar
la existencia de cancer de pulmoén. La inclusion en el
grupo de sujetos sin cancer de pulmén y nunca fu-
madores requirié la ausencia de sintomas sugestivos
de proceso neoplasico y una radiografia de térax sin
hallazgos patologicos. La inclusiéon en el grupo sin
cancer de pulmoén y con factor de riesgo (consumo
de tabaco > 20 paquetes/aflo) exigié que el sujeto
estuviese en estabilidad clinica, sin sintomatologfa su-
gestiva de proceso neoplasico ni lesiones sospechosas
de malignidad en la radiogratia de térax. Se consideré
ausencia de sintomas sugestivos de malignidad, algu-
no de los siguientes:

Expectoracion hemoptoica.

Tos de nueva aparicién o cambio en sus catracte-

risticas

3. Dolor toracico de > 4 semanas de evolucion; apa-
ricién de disnea o aumento significativo de la mis-
ma.

4. Pérdida no explicada de peso > 5% del peso total

en los ultimos 3 meses.

N —

Si se observaron algunos de estos sintomas o
anormalidades en la radiografia, se efectué tomogra-
fia axial computerizada TAC y/o fibrobroncoscopia,
cuyo resultado fue negativo para cancer de pulmoén.
En estos dos grupos sin cancer de pulmén se realizo
un seguimiento clinico de 1 afio, para comprobar que
no hubo cambio clinico ni radiolégico. En el grupo
con cancer de pulmén, se realizaron las exploraciones
necesarias para concluir con un diagnoéstico inequi-
voco de cancer de pulmén. Estas incluyeron: fibro-
broncoscopia, puncién aspiraciéon con aguja, medias-
tinoscopia (cuando estuvo indicado), tomografia de
emision de positrones (PET) y PET-TAC. Fueron ex-
cluidos pacientes con edad superior a 80 afios, coexis-
tencia de neoplasia extrapulmonar o tratamiento con
citostaticos en los ultimos 5 afios, enfermedad grave
de 6rgano con repercusion negativa en el prondsti-
co incluyendo: insuficiencia cardiaca grado 1V de la
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NYHA, hepatopatia cronica avanzada (estadio fun-
cional MELD >12) e insuficiencia renal estadio 5 en
tratamiento sustitutivo (hemodialisis o dialisis perito-
neal).

Tras concluir el estudio clinico, segun se ha expli-
cado anteriormente, se clasificaron los sujetos en uno
de los tres grupos siguientes; grupo con cancer de
pulmén, grupo sin cancer de pulmén y sin factor de
riesgo y grupo sin cancer de pulmén y con factor de
riesgo.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico y de
Investigacion de Cordoba y todos los individuos fir-
maron el consentimiento informado para participar
en el estudio.

Recogida y procesamiento del sudor: la estimula-
cion de la sudoracién se realizé por métodos electro-
quimicos basados en la técnica de Gibson y Cooke®.
La recoleccién se llevo a cabo mediante el sistema
Macroduct®. La muestra de sudor se consetvo a
—80°C hasta su analisis.

Tras descongelar la muestra, se trasvasé cuantita-
tivamente a viales del automuestreador de un sistema
automatico de extraccion en fase solida, para retener
los componentes de interés utilizando el sorbente
adecuado: polar o no polar, dependiendo de la na-
turaleza de los analitos. Para detectar las moléculas
en el espectrometro de masas, se procedi6 a ionizarla
aplicando un voltaje para que, en funcion de la ioniza-
cion, la molécula adquiriera una carga positiva o nega-
tiva. Dado que hay compuestos con mayor facilidad
para ionizarse en positivo y otros en modo negativo,
las muestras fueron analizadas en ambas polaridades.

Una vez retenidos y eliminada la matriz de la
muestra, los compuestos se eluyeron directamente
al instrumento analitico, utilizando la fase movil cro-
matografica para arrastrarlos de forma cuantitativa.
Cada familia de compuestos se eluy6 al instrumento
adecuado. La optimizacion de esta etapa (sorbentes,
naturaleza y volumen de la disolucién de lavado y
naturaleza y volumen del eluyente) se realizé me-
diante el diseno quimiométrico mas adecuado en
cada caso™ .

Analisis estadistico: se describen los datos uti-
lizando medias y desviaciones estandar y, en su caso,
mediana y rango intercuartilico para variables conti-
nuas, mientras que las variables categoricas se expre-
san como frecuencias y porcentajes. L.a comparacion
de variables continuas entre los tres grupos se realizo
mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Todas las com-
paraciones realizadas fueron bilaterales, considerando
valores estadisticamente significativos una p < 0,05.
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RESULTADOS

Se incluyeron 96 sujetos, con una edad media de
59 £ 10 afios, de los cuales 25 eran mujeres y 71 hom-
bres, sin observarse diferencias entre grupos (tabla 1),
excepcion hecha de la edad entre el grupo con cancer
de pulmén y el grupo sin factor de riesgo para cancer
de pulmén (p = 0,018).

La estirpe histolégica de los 41 casos de cancer
de pulmén fueron en 7 de ellos un carcinoma mi-
crocitico, en 21 sujetos un carcinoma escamoso, en
8 un adenocarcinoma, en 2 casos un carcinoma de
células grandes y en 3 sujetos fue posible establecer
el diagnéstico de malignidad, aunque sin establecer
con seguridad la estirpe histolégica. La recogida de
la muestra de sudor se efectud en la etapa clinica del
diagnostico, por tanto, en ningdin caso se administrd
tratamiento citostatico y la medicacién fue para el
control de los sintomas, ocasionalmente paracetamol
o codeina, o bien firmacos por patologia concomi-
tante, caso de estatinas, antihipertensivos, etc, sin ob-
servar diferencias en ambos grupos.

Las muestras de los 96 invididuos se emplearon
para hacer un pool de cada grupo, de forma que los
componentes metabdlicos debidos al individuo que-
den diluidos y no influyan en el estudio global de los
perfiles. A continuacién, cada pool se inyect6 10 veces
consecutivas en el cromatografo de liquidos acoplado
al espectréometro de masas, usando el automuestrea-
dor del que dispone.

En la figura 1 se observa discriminacion entre los
tres grupos considerados en este estudio mediante
la técnica de analisis por componentes principales
(PCA). Esta es utilizada para reducir la dimensiona-
lidad de los datos del perfil de metabolitos detectado
por cromatograffa de liquidos, acoplada a espectro-
metrfa de masas en tandem (LC-MS/MS) en modo
de ionizacién negativo. Asi, los individuos diagnosti-
cados con cancer aparecen a la derecha de la grafica
bidimensional, mientras que los otros dos grupos de
invididuos que componen la poblacién control se se-
paran a lo largo de la componente 2 (PC2). Por tanto,
la variabilidad asociada al diagnéstico de cancer de
pulmén estd recogida en la componente 1 (PC1), que
representa un 28,2% de la variabilidad total, mientras
que la diferenciacién entre los dos grupos de indivi-
duos control y, por tanto, asociada al habito de fu-
mar, se recoge en la PC2, que explica un 17,4% de la
variabilidad total. Es, por tanto, evidente que existe
una discriminacion entre individuos en base al diag-
noéstico del cancer de pulmén entre sanos y enfermos
y que se identifica como la principal fuente de varia-
bilidad en la poblacién estudiada.

La figura 2 muestra el mismo tipo de estudio, pero
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utilizando LC-MS/MS en modo de ionizacién posi-
tivo. El hecho de utilizar dos modos de ionizacién en
espectrometria de masas, viene justificado por obtener
informacién complementaria, debido a la existencia
de metabolitos que se detectan mejor con ionizacion
positiva o con ionizacién negativa y permite maximi-
zar el nimero de metabolitos detectados en sudor y

obtener una vision mas completa del metaboloma de
sudor. Como puede observarse en este nuevo analisis
PCA también se discrimina entre individuos con can-
cer de pulmén e individuos control, aunque en este
caso la separacién entre ambos grupos de individuos
control, fumadores y no fumadores, es mas clara que
en el caso de ionizacién negativa.

Variables Grupo con cancer de pulmén | Grupo con factor de riesgo | Grupo sin factor de riesgo P
(n=41) (n=24) (n = 31)
Edad, afios 62 £10,9 56 £ 11,8 54+73 NS *
Hombres, % 78 % 70 % 70 % NS
IMC, (kg/m?) 27143 28 £37 27145 NS
EPOC, % 34% 37% 0 NS **

IMC: indice de masa corporal. * El andlisis post hoc mostr6 diferencias significativas en la edad de los pacientes con cancer y el grupo control sin factor de riesgo y ** entre grupos con cancer de
pulmén y con factor de riesgo, respecto al grupo sin factor de riesgo (p < 0,05).
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Figura 1. Analisis por componentes principales (PCA) del perfil de metabolitos detectado en modo de ionizacién
negativo en las muestras de sudor.

Cadigo de color:
Rojo (individuos con cancer de pulmoén);
marrén (individuos sanos y no fumadores);
azul (individuos sanos y fumadores)
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Pool de muestras en positivo
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Figura 2. Analisis por componentes principales (PCA) del perfil de metabolitos detectado en modo
de ionizacién positivo en las muestras de sudor.
Simbolos:
Cuadrado (individuos con cancer de pulmoén);
triangulo (individuos sanos y fumadores);
circulo (individuos sanos y fumadores).
DISCUSION

El presente estudio expone la potencialidad en
la estrategia global del manejo del cancer de pulmén
que tiene el estudio metabolémico del sudor. Este
hallazgo es novedoso y relevante desde el punto de
vista clinico, ya que demuestra la validez del estudio
metabolémico del sudor y la posible aplicacion futura
en el cribado del cancer de pulmon.

En Espafia, en una revisiéon sobre la mortalidad
por cancer, la tendencia mostré que el CP continua
siendo la primera causa de muerte en la poblacién
masculina y la tendencia es ascendente en la pobla-
cién femenina’. Igualmente, en Europa, la supervi-
vencia global a los 5 aflos, expresada en tasas abso-
lutas, se encuentra ain por debajo del 15%" 2 No
obstante, la tasa de supervivencia relativa a los 5 afios
varfa notablemente, segun el estadio en el momento
del diagnéstico', siendo de 49%, 16% y 2% para los
pacientes con enfermedad en estadio local, regional
y a distancia, respectivamente'”. El estudio Epicli-
CP-2003 mostré que unicamente al 14,8% de todos
los pacientes diagnosticados se les puedo realizar
reseccién quirdrgica’. También es reflejo del retraso
diagnostico el hecho de que, en un 29,8% de los pa-
cientes con cancer de pulmon, el tratamiento Gnica-
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mente fue paliativo®.

El diagnéstico precoz del cancer de pulmoén es la
mejor estrategia para aumentar la supervivencia. Los
programas de cribado han demostrado su validez en
el cancer de mama, prostata y cancer de colon, con
aplicacion de test clinicos capaces de detectar precoz-
mente la enfermedad'. Uno de los problemas del cti-
bado ha sido la falta de efectividad de los programas
basados en andlisis del esputo y radiografia de térax'.
Sin embargo, en los ultimos afios, se han aportado
avances significativos con la TAC de baja radiacion.
En un estudio multicéntrico, se ha demostrado dis-
minuciéon de la mortalidad mediante TAC seriados
frente a control radiografico®. No obstante, la pobla-
ci6n diana es muy elevada, por lo que un programa
de deteccion anual con TAC serfa muy costoso y di-
ficilmente sostenible. En consecuencia, es previsible
que en el futuro sea necesario seleccionar la muestra
a la que pueda aplicarse estas técnicas de imagen. En
este aspecto, en base a los resultados de nuestro es-
tudio, se puede establecer que existen diferencias en
la composicién y niveles de metabolitos detectados
en sudor entre individuos con o sin cancer de pul-
mon. El diagnostico del cancer de pulmén se identi-
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fica como la principal fuente de variabilidad presente
en la poblacién en estudio, descartandose el habito
de fumar como origen de la misma, puesto que los
individuos control sin cancer de pulmoén, no fuma-
dores y fumadores, también fueron separados de los
individuos con cancer de pulmén por el mismo com-
ponente principal (PC1). Estas diferencias a nivel de
metabolismo suponen un aspecto de interés para el
desarrollo de una herramienta que permita establecer
y validar un modelo de discriminacién de individuos
con cancer de pulmon.

No obstante, hay que tener en cuenta que nuestros
resultados son aplicables a nuestra poblacion y en el
futuro conviene validar estos datos en una muestra de
sujetos mas amplia. Por otra parte, como se expresa
en resultados, el tratamiento de los pacientes fue sin-
tomatico, ocasionalmente analgésicos y antitusigenos,
y no esta demostrado que estos farmacos tengan una
via de excrecién a través del sudor ni se identificaron
en el analisis metabolémico compuestos especificos
relacionados con ellos. Por tanto, debemos resefiar
que la posibilidad de que pudieran influir en el resul-
tado es muy improbable.

El sudor ha sido utilizado para el diagndstico de
fibrosis quistica desde hace afios, aunque en nuestro
conocimiento ningdn grupo ha aportado resultados
en cancer de pulmén que permitiran abrir un cam-
po novedoso en la investigacién con importante
aplicabilidad clinica. De tal forma, que este modelo
podria convertirse en una herramienta de indudable
ayuda en el diagnostico de esta enfermedad Asi, el
desarrollo de una herramienta de analisis metabolo-
mico podria mejorar la capacidad de prediccion de
las herramientas de diagnodstico actuales que, por su
caracter invasivo, coste y complejidad, no pueden ser
aplicadas en el cribado de toda la poblacion en riesgo.
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