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1. RESUMEN/ ABSTRACT

El cancer de pulmén es la primera causa de muerte por cancer en el mundo. La
presentacion clinica paucisintomatica y la ausencia de métodos adecuados de screening
favorecen un diagndstico tardio y son la causa de los malos resultados y mal prondstico.
Todas estas razones hacen necesaria la busqueda de un nuevo biomarcador que permita
un diagndstico precoz y un abordaje temprano. Los exosomas son vesiculas celulares de
entre 40 y 150 nm, pudiendo contener RNA, proteinas y lipidos y participan en la
comunicacion intercelular y estdn involucrados en numerosas vias metabdlicas
fisioldgicas y patolégicas. Se ha demostrado su papel en el crecimiento tumoral, en la
angiogénesis, en la formacién de metastasis y en otras muchas vias, por lo que su
conocerlos en profundidad es vital. Su papel en el cancer de pulmdn es desconocido. En
el trabajo que se presenta se expone el analisis de una cohorte de pacientes intervenidos
quirdrgicamente de lesiones sospechosas de cancer de pulmdn. Se seleccionaron 10
pacientes, 6 con cancer y 4 con lesiones no cancerosas y se analizaron sus exosomas
tanto en tejido pulmonar en fresco alejado de la zona tumoral como de plasma
sanguineo. Es la primera vez que se realiza un andlisis de este tipo en tejido pulmonar.
El analisis que se realizé fue cuantitativo y del contenido dichas vesiculas. Se demostré
una mayor presencia de exosomas en paciente con cdncer y se encontrd contenido
genético diferencial entre paciente afecto y paciente control, lo que subraya la

importancia del trabajo y la necesidad de ampliar los estudios en esta direccidn.

Palabras clave: cancer de pulmdn, exosomas, biomarcador, RNA, parénquima pulmonar.



Lung cancer is the main cause of cancer-related death. The mild clinical presentation
and the lack of adequate screening methods favor the late diagnosis and lead to poor
results and premature death. All these factors make necessary the search of a novel
biomarker that allows clinicians to assess patients promptly. Exosomes are cellular
vesicles measuring between 40 and 100 nm, they could contain RNA, protein and lipids
and they participate in intercellular communication. Exosomes are linked to tumor
growth, angiogenesis, metastasis and many other scenarios, which makes their
knowledge profoundly crucial. Their role in lung cancer remains unknown. We present
the analysis of a cohort of patients who underwent surgery to remove nodules
suggestive of malignancy. We took 10 patients, 6 of them with cancer and 4 of them
with non-cancer findings and we analyzed their exosomes in fresh lung parenchyma and
in blood plasma. It’s the first time that lung parenchyma is analyzed in this manner. We
analyzed the vesicles quantitatively and then we assessed its contents. We
demonstrated a higher presence of exosomes in cancer patients and a differential
genetic content, which highlights the importance of our work and the necessity of

further investigations.

Keywords: lung cancer, exosomes, biomarker, RNA, lung parenchyma.



2. INTRODUCCION

El cancer de pulmon es hoy en dia la causa mas frecuente de muerte por cancer. Los
esfuerzos en investigacién han arrojado luz recientemente sobre la genética de la
enfermedad y han clarificado el papel del sistema inmune, ofreciendo nuevas terapias
que alargan la vida de los pacientes. Sin embargo, es comun que la enfermedad avance
a pesar de las intervenciones por lo que la mortalidad y la pérdida de anos de vida siguen

siendo muy elevadas (1,2).

2.1 Epidemiologia

Seglin GLOBOCAN (Global Cancer Statistics 2020), en 2020 en el mundo se
diagnosticaron 19.3 millones de casos de cancer, siendo el cancer de pulmén el segundo
en frecuencia de diagndstico con 2.2 millones de personas afectadas (11.4% de los

casos), y el primero en causa de muerte (un 18%, 1.8 millones de personas) (3).

En hombres es la principal causa de morbilidad y mortalidad. En mujeres, supone la
tercera causa en incidencia, tras el cancer de mama vy el cancer colorrectal y la segunda

causa de mortalidad, tras el cancer de mama (3).

En Espaia, la mortalidad por cancer de pulmon supone el 19.5 % de la mortalidad por
cancer en total. En hombres es la causa principal, pero en mujeres es la segunda,
superado por el cdncer de mama. En 2017 la mortalidad en mujeres aumenté un 2.2%,
mientras que en hombres descendié un 0.4%, fiel reflejo del habito tabaquico en Espana.
El pico de tabaquismo en hombres se alcanzé en los nacidos entre 1950y 1959, mientras

gue en mujeres es poco frecuente hasta llegar a 1960 (4,5).

2.2 Factores de riesgo

El desarrollo de un carcinoma pulmonar exige de la exposicién a un factor de riesgo y de
la presencia de susceptibilidad genética al mismo. Existe una clara agregacion familiar
(6) en la presentacion de los casos, pero hoy en dia los mecanismos detras de la

patogenia son desconocidos.



El factor de riesgo mas importante es el humo del tabaco. Estudios epidemioldgicos de
principios del siglo XX mostraron una relacion clara entre el aumento de la prevalencia
del habito tabaquico y la aparicidon de carcinoma broncogénico afios después, pudiendo

aparecer incluso 10 afios tras el abandono del habito (7).

Segun la Encuesta Nacional de Salud mas reciente (2017), en Espaiia el 22.1% de la
poblacidn era fumadora, el 2.3% fumaba de forma esporddica, el 24.9% eran
exfumadores y el 50.7% nunca habia fumado. En cuanto a la diferencia entre sexos, el
habito estaba mas extendido entre hombres, 25,6% de hombres respecto a 18.8% de
mujeres. Sin embargo, la caida en la proporcién de hombres fumadores entre 1993 y

2017 cayé 18 puntos, mientras que el porcentaje de mujeres sélo descendié un 2% (8).

Se atribuye el potencial carcinogénico del tabaco a los hidrocarburos aromaticos
policiclicos y a las nitrosaminas presentes en el humo. A pesar de aumentar el riesgo
entre 10y 30 veces, y que el 80% de los casos ocurran en fumadores, tan sdlo el 20% de
los fumadores sufren esta enfermedad (7,9), por lo que, como se ha mencionado,
existen condicionantes individuales y factores de riesgo no conocidos por el momento

gue favorecen la transformacién maligna.

Otros factores de riesgo ambientales incluyen la exposicién a combustion de biomasa,
la poluciéon ambiental, la exposicién a uranio, radio, raddn, cromo, arsénico, niquel y la
exposiciéon ocupacional a asbesto (6). Existe asimismo un componente genético en la
patogenia del cancer, tanto a la hora de desarrollarlo como en cuanto a la capacidad de
respuesta terapéutica (7). Se han descrito multitud de genes implicados en la patogenia
de la enfermedad, que implicarian un aumento del riesgo, que sin duda se potencia por

la exposicion al tabaco.

Dentro de la patologia crdnica pulmonar, el riesgo de padecer cancer de pulmén es 6
veces mayor en paciente EPOC y 2 veces mayor en paciente con deficiencia de alfal-
antitripsina (7). También se relaciona al cancer de pulmdn con infecciones, entre los
agentes causales, y objeto actual de debate, se encuentran el HPV en cancer escamoso,

el citomegalovirus, el virus de la Hepatitis B y el virus de Epstein-Barr, éste ultimo



responsable del linfoma de Burkitt, del carcinoma nasofaringeo y de un tumor pulmonar

raro, del carcinoma linfoepitelioma-like (7).

2.3 Presentacion clinica

A nivel clinico, la presentacion suele ser inespecifica y a menudo se presenta de forma
paucisintomatica. La aparicién e intensidad de los sintomas se ha relacionado a menudo
con la extension de la enfermedad. Hasta el 25% de los pacientes se encontraban

asintomaticos en el momento del diagndstico (10).

La presencia de tos persistente en un paciente fumador, una pérdida inexplicable de
peso y neumonias recurrentes en el mismo lugar anatdomico o exacerbaciones
frecuentes en paciente EPOC podrian alertarnos sobre una causa neoplasica subyacente
(9,10). En torno a un tercio de los pacientes afectos suelen presentar disnea, y otras
presentaciones contemplan la presencia de dolor toracico, hemoptisis,

tromboembolismo pulmonar, neumotérax y derrame pleural o pericardico (9).

Existen numerosas estructuras en el torax sugestivas de ser invadidas y de provocar
sintomas secundarios. Los lugares mas frecuentes de metdstasis local son los ganglios
linfaticos, y aunque de por si su invasion no produce clinica, pueden formar
conglomerados que den lugar a sintomas por compresion, como son la obstruccion del

flujo aéreo, el sindrome de vena cava superior o la disfagia.

Las metdastasis a distancia, por su parte, pueden provocar un abanico muy amplio de
sintomas (10), las dseas suelen ser intensamente dolorosas y las del sistema nervioso
central son en su mayoria asintomaticas, aunque pueden provocar sindromes
neuroldgicos, especialmente si afectan a trayectos nerviosos periféricos. Por ultimo, el
cancer de pulmon es capaz de provocar sindromes paraneopldsicos como el SIADH, el

sindrome de Eaton-Lambert o una hipercalcemia por metastasis dseas, entre otros (9).



2.4 Diagnostico

Los sintomas poco expresivos dan lugar a una sospecha tardia. En la practica clinica
diaria es habitual la realizacion de radiografias del térax ante diversos escenarios. Esta
exploracién es accesible, da gran cantidad de informacién y supone una radiacion muy
baja para el paciente. Sin embargo, Bradley et al. realizaron una revisién sistematica
sobre la sensibilidad de ésta y se estimd que esta prueba en paciente que ya

presentaban sintomas fallo en la deteccion del cdncer hasta en un 20% de los casos (11).

La biopsia de tejido tumoral se considera el gold standard para el estudio de las lesiones,
pero la pequeiia cantidad de tejido que puede obtenerse es, a menudo, insuficiente para
los estudios anatomopatoldgicos y moleculares. Asimismo, el tejido tumoral suele ser
heterogéneo y tomar una biopsia puede ser un método incompleto de caracterizar el
tejido (2,12). Hay que destacar también que la obtencién de tejido para su estudio

puede ser doloroso o provocar complicaciones potencialmente graves.

De igual forma, tomar biopsias sucesivas para monitorizar la progresion del tumor o sus
cambios tras el tratamiento es inviable a pesar de la informacidn que proporcionaria.
Los pacientes con cancer broncogénico presentan habitualmente limitacidn respiratoria
al esfuerzo, lo que limita la cantidad de tejido que podemos obtener y, ademads, este
tipo de toma de muestras puede ser compleja en tumores muy vascularizados o con

zonas de necrosis.

Los tumores de pulmdn se clasifican en estadios segun la octava edicién de la
clasificacién TNM, aprobada en enero de 2017 (13). La T se refiere al tamafio y a la
extension del tumor primario. La N habla de la extension de la enfermedad a los ganglios

linfaticos o nédulos y la M se refiere a si el cdncer ha metastatizado.

El tratamiento éptimo de los tumores englobados en los estadios | y Il es la cirugia si no
existen contraindicaciones formales, dado que son potencialmente curables. El estadio
Il es un grupo heterogéneo que engloba lesiones resecables, potencialmente resecables

y localmente avanzadas no operables, que requieren de la evaluacién de un comité de



expertos. El estadio IV engloba las lesiones con diseminacion metastasica (14), no

sugestivos de reseccion.

La organizacion mundial de la salud (WHQO) propone asimismo una clasificacion
histolégica de las lesiones pulmonares. Se recogen hasta 18 tipos de tumor pulmonar,
siendo los mas importantes el adenocarcinoma, el carcinoma escamoso, los tumores
neuroendocrinos (dentro del que se engloba el carcinoma microcitico), los carcinomas
de células grandes, los mesenquimales o las metastasis de otros tumores primarios

(15,16).

Es necesario resefar un tipo histolégico concreto, el carcinoma microcitico. Se engloba
dentro de los tumores neuroendocrinos y dada su agresividad y capacidad de
proliferacién, sin tratamiento es mortal en un periodo entre 2 y 4 meses (17). La
supervivencia estimada a los 5 afos del diagndstico solo se consigue para entre el 10y
el 20% de los pacientes (17), y presenta una relacién etiolégica fuerte con el humo del
tabaco. La mediana de supervivencia se encuentra entre 15 y 20 meses (17). Debido a
su rapida capacidad de diseminacién, encontrar esta lesidn en estadios resecables es
raro y se produce en menos del 5% de los casos (17). Por otro lado, es una neoplasia

muy quimiosensible, pero que recidiva rapido.

Se han planteado programas de screening que permitan abordar las lesiones en estadios
muy precoces y asi aumentar la esperanza de vida. No existen estrategias nacionales
organizadas en Europa en este sentido, pero si que se recomienda en pacientes de muy
alto riesgo. En Estados Unidos se realizan TACs (Tomografia Axial Computarizada) de
baja dosis a pacientes entre 55 y 77 afios, con historia de IPA (indice Paquetes-Afio)
mayor de 30 paquetes/afio y actualmente fumadores o exfumadores desde hace menos
de 15 afios (18). Europa presenta una prevalencia de fumadores alta, por lo que se cree

gue su poblacién podria beneficiarse de estos programas (18,19).

2.5 Tratamiento
Casi un tercio de los tumores de pulmdn diagnosticados en Espafia son sugestivos de

tratamiento quirdrgico. El tratamiento neoadyuvante, unido al abordaje por VATS



(Video-Assisted Thoracic Surgery), mucho menos invasivo que la toracotomia abierta, ha
ampliado los criterios de operabilidad (4). A pesar de que la reseccién sea completa, es
frecuente la recidiva de la enfermedad, por lo que el seguimiento a posteriori es clave y

supone un reto para los clinicos (16).

El tratamiento con quimioterapia y/o radioterapia se rige por dos esquemas principales,
diferenciando los tumores en microciticos y no microciticos por la extraordinaria

agresividad de este tipo histoldgico.

2.6 Seguimiento

Los nuevos tratamientos han aumentado la esperanza de vida, apareciendo la figura del
superviviente a largo plazo (mayor de 5 afios desde el diagndstico). Las guias espafiolas
en cancer de pulmoén no microcitico sometido a tratamiento con intencién curativa
recomiendan un seguimiento con historia clinica, exploracion fisica y TAC cada 6-12
meses durante los primeros 2 afios, y anualmente tras ello, sin establecer un limite a

largo plazo en ausencia de recidiva (14).

La realizacion de exploraciones de estas caracteristicas, tanto como seguimiento de
patologia como en caso de realizacién de screening, puede suponer un problema por si
mismo. El intervalo en el que deben realizarse las exploraciones no estd claro y expone

al paciente a radiacion ionizante (18,20).

En la medicion estadistica de la supervivencia de pacientes con cancer, tradicionalmente
se consideran los 5 afios de supervivencia tras el diagndstico como medida de
mortalidad a medio plazo. En ocasiones, esta medida ha sido equiparada a curacién. Las
caracteristicas intrinsecas del cancer de pulmdn y la experiencia clinica han demostrado
gue esta medicidon es imprecisa, dado que la recidiva puede ser muy posterior, y es

necesario un seguimiento exhaustivo (14,17,21).

Hay que tener en cuenta que los tratamientos actuales pueden cronificar la enfermedad
durante un periodo de tiempo. Hubbard et al. realizd un seguimiento a una gran cohorte

de pacientes con cancer de pulmdn hasta 18 afios tras el diagndstico en el que se



constaté que la supervivencia especifica respecto a la enfermedad disminuye
progresivamente con el tiempo. En este estudio, de los pacientes que superaron los 10
anos libres de enfermedad, el 40,6% fallecieron de causas relacionadas directamente
con el cancer de pulmén. En cuanto a supervivencia en general, de esta muestra, sélo

llegd al final del estudio el 24.3% de los pacientes (21).

Esta circunstancia, la enorme carga de la enfermedad y la pérdida de afios de vida que
supone hace necesaria la busqueda de nuevas herramientas que nos permitan un
diagndstico precoz y un seguimiento estrecho que nos facilite anticiparnos a las

recidivas.

2.7 Nuevas perspectivas y lineas de avance

Recientemente aparecio el concepto de “biopsia liquida” como el estudio de liquidos
corporales facilmente accesibles (sangre, orina, derrames serosos o saliva) para superar
las limitaciones de la biopsia tradicional. En las citadas muestras, se pueden estudiar
células tumorales circulantes (CTCs), DNA tumoral circulante (ctDNA), plaquetas
educadas por el tumor (TEPs) y vesiculas extracelulares (EVs), asi como RNA celular o

micro RNAs (miRNA) (2).

Las vesiculas extracelulares (EVs) son estructuras celulares heterogéneas formadas por
membrana celular que intervienen en la comunicacién de célula a célula. Entre ellas se
pueden distinguir los exosomas, las microvesiculas y los cuerpos apoptoéticos (22). Han
sido descritas en la mayoria de los fluidos corporales, encontrandose en mayor

abundancia en plasmay suero (23,24).

Los exosomas tienen un diametro entre 40 y 150 nandmetros y fueron descritos en
primer lugar por Johnstone et al. (25). En la Figura 1 se presenta esquematicamente su
biogénesis y contenido. Se forman por la invaginacién de la membrana celular, y se
fusionan con las vesiculas intracelulares. Producto de esta fusién, el contenido que
presentan puede degradarse o formar un endosoma maduro. Los endosomas
resultantes se denominan endosomas maduros o tardios y si contienen vesiculas en su

interior se denominan cuerpos multivesiculares (o MVB por sus siglas en inglés) (2).



Los MVB se regulan por el complejo clasificador requerido para el transporte (o ESCRT
por sus siglas en inglés) y sus proteinas asociadas. Asimismo, los MVBs pueden, de
nuevo, unirse a lisosomas que degradan sus contenidos o fusionarse con la membrana

plasmatica liberando los exosomas al espacio extracelular (2,26).
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Figura 1. Formacidon y contenido de los exosomas. Adaptado de Vanni et al.
Exosomes: a new horizon in lung cancer(27). (EE): early endosome, (LE): late
endosome.

Los exosomas, regulados por las proteinas que contienen en su membrana, son capaces
de fusionarse de nuevo con la membrana e interaccionar con otras células (26). Su
contenido final es diverso, y puede incluir acidos nucleicos, proteinas, lipidos,
aminodcidos y metabolitos (24). Este contenido se encuentra regulado selectivamente
por el ESCRT, que se encuentra alterado en las células tumorales y que puede dar lugar
a contenidos vesiculares diferentes a los fisioldgicos y por tanto alterar las funciones de

las vesiculas y por ende de las células con las que contactan (2).

La interaccién intercelular mediante exosomas puede producirse por fusidn,
endocitosis, y unién mediada por receptor (26). La funcion del exosoma, como se ha
descrito, depende de su célula de origen y de su contenido. La mayoria de ellos se
encargan del mantenimiento de la homeostasis, aunque también se asocian con la
respuesta inmune, la patogénesis viral, el embarazo, las enfermedades
cardiovasculares, enfermedades del sistema nervioso central y la progresién del cancer

entre otras (22,24).
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Mas especificamente, y atendiendo al campo que nos ocupa en su papel en el cancer de
pulman, influyen en el origen neoplasico, en el crecimiento del tumor, en la apariciéon
de metastasis, en la angiogénesis, en la disregulaciéon inmune, en la creacion de un
microambiente tumoral idéneo, en los sindromes paraneoplasicos y en la resistencia a

la terapia (24,26).

Existen estudios como el de Rabinowits et al. que demostraron un aumento en los
niveles de exosomas en plasma sanguineo en los pacientes con adenocarcinoma de
pulmon respecto al grupo control sano (28). Por otro lado, en otro estudio de Rodriguez
et al. se demostrd que los niveles de exosomas también estaban elevados
significativamente en muestras de lavado broncoalveolar de sujetos con cdncer respecto

a pacientes sanos (29).

Dentro del rango de contenido de los exosomas, se han estudiado particularmente los
miRNAs. Existen estudios que han identificado diversos miRNAs, podemos citar el miR-
205-5p y el miR200b, que fueron estadisticamente significativos en una muestra como

marcadores diagndsticos para distinguir entre cancer y neumonia (30)

Ademads de lo expuesto, los exosomas tienen el potencial terapéutico de servir como
vehiculo, dado que se pueden disefar para interaccionar con una diana concreta. Son
altamente biocompatibles, estables en la circulacidn sistémica y su uso puede suponer
una disminucion de la toxicidad de los tratamientos. Son capaces de transportar RNAs
de cadena corta, oligonucledtidos, agentes quimioterapicos y moduladores inmunes

(2,24,26).

2.8 Objetivos e Hipotesis

El estudio ExVelP, sobre cuyos resultados preliminares versa este trabajo, compara
muestras procedentes de lobectomias y resecciones atipicas en pacientes con imagenes
radioldgicas sugestivas de cancer. Tras el pertinente estudio anatomopatoldgico, se
compararon los exosomas procedentes de 6 pacientes con diagndstico de carcinoma

broncogénico con 4 pacientes con lesiones no cancerosas.

11



El objetivo principal del trabajo es conocer si existen diferencias significativas en
cantidad de exosomas celulares en pacientes con cancer broncopulmonar y sin él en
tejido pulmonar en fresco. Tras ello se compara su presencia en sangre periférica de los
mismos pacientes, de forma que podamos conocer si el ambiente celular in situ en el

tejido tiene una correlacién en sangre, mucho mas accesible.

Basado en lo anterior, la hipdtesis que se plantea es que al igual que en los fluidos, en
los que se ha demostrado la presencia de vesiculas extracelulares, existen vesiculas en
los tejidos porque son liberados a los fluidos bioldgicos por las propias células tisulares.
Ademads, nos planteamos que tanto la cantidad de exosomas como su contenido podria
variar entre pacientes con lesién cancerosa respecto a pacientes sanos. Por ultimo, se
cree que los resultados de las vesiculas procedentes del pulmdn se correlacionaran con

las aisladas en el plasma.

A largo plazo, este conocimiento puede llevarnos a conocer las diferencias en formay
contenido de los exosomas y de esta forma, poder llevarnos a establecer nuevos

biomarcadores precoces obtenidos de forma no invasiva.

Esta investigacion tiene un gran potencial como se ha expuesto en las lineas anteriores
y puede suponer un cambio muy importante en el control y manejo de la enfermedad
que se traduce directamente en un aumento de la esperanza de vida en una enfermedad

muy prevalente y con una mortalidad muy elevada.
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3. MATERIALY METODOS

En relacién con los objetivos expuestos del trabajo que se plantea, la metodologia
empleada para la elaboracidon de la cohorte de estudio y los analisis de biologia

molecular fue la siguiente:

3.1 Poblacion a estudio

Los objetivos incluidos en este trabajo se encuentran englobados en el estudio ExVelP,
(Extracellular Vesicles from Lung Parenchyma). Los pacientes reclutados para este
estudio fueron incluidos por parte del Servicio de Cirugia Tordcica del Hospital

Universitario Miguel Servet, de manera previa a su intervencion quirurgica.

Estos pacientes se encontraban en estudio diagndstico por imdgenes radioldgicas
obtenidas mediante TAC sugestivas de malignidad y abordables quirdrgicamente con
intencidn curativa. El estudio diagnodstico se realizdé de forma conjunta por los Servicios
de Neumologia y Radiologia de los diversos hospitales que forman el Servicio Aragonés
de Salud, con la colaboraciéon de los Centros de Salud adscritos. Tras la pertinente
evaluacion de indicacion de cirugia y viabilidad estimada de la misma, todos ellos fueron
intervenidos por el Servicio de Cirugia Tordacica del Hospital Universitario Miguel Servet
y estudiados histopatoldgicamente por el Servicio de Anatomia Patolégica de dicho

hospital.

Los pacientes fueron informados de manera previa a su inclusidn en el estudio ExVelP y
proporcionaron su aceptacion mediante la firma del consentimiento informado. Los
procedimientos incluidos en el estudio estan recogidos y aprobados por el Comité Etico
de Investigacién Clinica de Aragéon (CEICA) (C.P.-C.l. P115/130; 29/04/2020, Acta
10/2020), que se adjunta en el Anexo |. Todos los procedimientos descritos y llevados a
cabo tanto en el manejo de los pacientes, asi como de sus muestras siguieron los
principios éticos de la Declaracion de Helsinki, las guias de Buenas Practicas Clinicas y las

guias de Buenas Practicas de Laboratorio.
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Tras la cirugia y reseccion completa con margenes, se nos proporciond una pieza de
parénquima pulmonar sano de 2x2 cm? alejada de la zona tumoral, pero habitualmente
del mismo ldbulo, para su estudio.

Ademads, se realizd la extraccidn de sangre periférica mediante venopuncién de los

mismos pacientes a estudio, de manera previa a la intervencién y anestesia.

No todas las lesiones se trataban de lesiones cancerosas o malignas, lo que nos permitio
establecer dos grupos a estudio dentro de nuestra muestra, pacientes con cancer y

pacientes sin cancer.

3.2 Procesamiento primario de muestras
Una vez obtenido el tejido y la sangre que sera objeto de estudio, se siguid el protocolo

de procesamiento establecido para su criopreservaciéon y posterior andlisis.

3.2.1 Tejido pulmonar

El fragmento de tejido pulmonar recibido del Servicio de Cirugia Toracica fue procesado
de manera inmediata tras la cirugia. El proceso se llevé a cabo en campana y en
condiciones de esterilidad. Se tomd una imagen macroscopica del fragmento antes de
proceder a su division en pequefios trozos que se dividieron en dos tubos de
microcentrifuga (o tubos eppendorf) de 5 ml. Estos tubos se introdujeron rapidamente
en el congelador, a -80°C, para su preservacion hasta el momento de analisis

3.2.2 Sangre periférica

Al igual que en el caso de la muestra de parénquima pulmonar, la muestra de sangre
periférica se procesé de manera inmediata tras la cirugia. La muestra habia sido
obtenida en un tubo de vacio (sistema Vacutainer®) con EDTA. Para la separacion de las
diferentes fracciones sanguineas se centrifugd la muestra durante 15 minutos y 3000
rom (revoluciones por minuto). De esta manera, transcurrida esta centrifugacion, se
alicuoté en primer lugar la muestra de plasma, posteriormente el anillo de células
blancas y finalmente se recogieron los eritrocitos. Todas las alicuotas fueron congeladas

a -80 °C a la espera de su andlisis.
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3.3 Aislamiento de exosomas

El aislamiento de vesiculas extracelulares, especificamente exosomas, se llevé a cabo
utilizando una metodologia similar, la precipitacién mediante polimero artificial, para
ambos origenes de muestra. A continuacion, se detalla el procedimiento empleado para

cada tipo de muestra.

3.3.1 Parénquima pulmonar

Este origen presenta una particularidad respecto al tipo de muestra descrito en la
bibliografia y en los kits de aislamiento preestablecidos, por lo que, en primer lugar, fue
necesario la adecuacién de la muestra a un estado de suspensién mediante una
digestion enzimdtica y posteriormente, fueron necesarias ciertas adaptaciones del
protocolo recomendado por la casa comercial para la aplicacion del kit comercial de

precipitacion.

En primer lugar, el tejido se descongeld y se pesé con el objetivo de preparar las enzimas
que constituyen el medio de digestion. El medio de digestién consté de medio de DMEM
junto con colagenasa, DNAsa y dispasa. Como se muestra en la Figura 2, el tejido
descongelado se colocd en una placa y se corté con una tijera sumergido en el medio,

con el objetivo de exponer la maxima superficie a la solucién.

Tras ello se incubd a 37°C durante dos horas en agitacién. Una vez terminado este
proceso, se neutralizé la reaccién con medio de DMEM suplementado al 1% con b27 y
se dividié el liquido resultante en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. El suplemento
b27 es una mezcla de Vitamina E, acetato de vitamina E, superdxido dismutasa, catalasa,

glutatidn, y vitamina A.

Tras el proceso de homogeneizacion, se procedid al aislamiento de exosomas. En primer
lugar, se realizaron dos centrifugaciones. La primera a 6000 rpm (2000 g) durante 20
minutos a 20°C, la segunda a 12000 rpm (10000 g) durante otros 20 minutos a 202C. y
se descartaron en ambas ocasiones el sedimento o pellet, para quedarnos con el
sobrenadante. En este momento, se afiadié el factor precipitante ExoQuick-TC y se

incubaron las muestras durante toda la noche a 4°C.
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Terminada la incubacion, se realizé una centrifugaciéon a 12000 rpm (10000 g) durante
75 minutos a 4°C y en esta ocasion se descarté el sobrenadante y nos quedamos con el
sedimento, que a continuacién resuspendimos en PBS. El PBS o tampdn fosfato salino
es una solucion isotdnica y no téxica para las células que gracias a los grupos fosfato que
contiene es capaz de mantener el pH estable, siendo de uso ubicuo en investigacién

biomédica. Tras ello, guardaremos los tubos de microcentrifuga a -202C.

.\) Anatomia

‘ , .\\ / patoldgica

)

Cirugia

I\ o

e i Medio de digestion:
DMEM, dispasa,
colagenasa, DNAsa

El resultado se incuba \ 7 \ 7
a 37°C, se neutraliza '

en DMEM * Se centrifuga

» J R
suplementado (B27 Seafiade el Se centrifuga ~ que entonces

dos veces y agente una ultima se resuspende
1%13 y se pasaporun se descarta precipitante  vezy se en PBS g
cell strainer. el pellet ExoQuick-TC  descarta el

sobrenadante

Figura 2: Proceso de obtencidon de exosomas en tejido sdlido (realizado en BioRender.com)

3.3.2 Plasma periférico

La fraccion seleccionada para el aislamiento de exosomas de sangre periférica es el
plasma. Tras descongelar una alicuota de 600 pl, se comenzd realizando dos
centrifugaciones, de forma andloga a la realizada con el tejido pulmonar. La primera a
6000 rpm (2000 g) durante 5 minutos a 202C, y la segunda a 12000 rpm (10000 g)

durante 20 minutos a 20 °C, descartandose en ambas ocasiones el sedimento o pellet.

A continuacidn, se afiadieron 0.6 L de trombina y se centrifugd de nuevo a 12000 rpm
(10000 g) durante 5 minutos a 20°C y se descarto el sedimento. Tras ello se afiadid la
solucién de precipitacién y se incubé durante 1 hora a 4 °C. La figura 3 muestra de

manera esquematica los distintos pasos del aislamiento.
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De nuevo se realizé una ultima centrifugacion y se descartd el sobrenadante,

resuspendiendo el sedimento en PBS y se guardé en tubos de microcentrifuga a -20 °C.

i\ =000

Y se centrifuga © Se afiade

ob ' Se afiade un Por dltimo, ¥
Lenemos 45 veces y se trombina, se buffer de se
el plasma retira el pellet centrifuga de precipitacion, resuspende
nuevo y se se incuba en PBS
retira el pellet. durante 1h a

4°C, se
centrifuga por
dltima vez y se
retira el
sobrenadante

Figura 3: Proceso de obtencion de exosomas en plasma sanguineo (realizado en
BioRender.com)

3.4 Caracterizacion de exosomas

Tras haber llevado a cabo el aislamiento de exosomas en nuestras muestras, y dado su
caracter microscépico, se procedid a llevar a cabo diferentes técnicas de caracterizacion
y cuantificacidn con el objetivo de confirmar su presencia, tanto mediante el analisis de

marcadores proteicos como su morfologia.

3.4.1 Caracterizacion proteica: ELISA

Para la caracterizacion proteica de los exosomas presentes en las muestras se utilizé un
método de ELISA indirecto frente a CD63 como muestra la figura 4. En primer lugar, se
midié la cantidad de proteina en las muestras para obtener una concentracién de 100

Mg y se prepararon las muestras para la curva estandar.

Se afiadieron las muestras y se incubd la placa durante una hora a 37°C para facilitar la
fijacidon de los exosomas en los pocillos. Tras ello, se lavaron los pocillos con buffer o
tampon. Se afiadié entonces el anticuerpo primario anti-CD63 y se incubé durante una
hora a temperatura ambiente, tras lo que se lavaron de nuevo los pocillos con solucién

buffer. El CD63 es una tetraspanina, un tipo de proteina de membrana que se encuentra
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en las células eucariotas. En concreto la proteina CD63 entre otras es propia de los

exosomas y sirve en este caso para identificarlos como tal (31).

Tras la incubacidn se afiadio el anticuerpo secundario HRP que se incubd de nuevo una
hora a temperatura ambiente, y se realizé un nuevo lavado. HRP son las siglas de
Horseradish Peroxidase o Peroxidasa del Rabano Picante. Es una enzima de uso habitual
en bioquimica por su capacidad de amplificar una senal débil y aumentar los niveles de
deteccidn de la molécula objetivo. Por ultimo, se afiadié el sustrato TMB, que permite
el analisis colorimétrico (azul) e incubamos durante 10 minutos. Se afiadié el buffer que
para la reaccién enzimatica y se leyd la placa con un espectrofotometro a 450 nm. TMB
(3,3',5,5' tetrametilbenzidina) es un cromégeno que produce un color azul cuando se
oxida con peréxido de hidrogeno (catalizado por HRP). A continuacion, el color cambid
a amarillo (medido a 450 nm.) tras la adicion de acido sulfurico o fosférico para detener

la reaccion (32).

) ‘ T~ Anti-cp 63
.

CD-63

Figura 4: ELISA indirecto para deteccion de exosomas (Realizado en BioRender.com).

3.4.2 Caracterizacion morfoldgica: Microscopia electrénica de transmision

Este procedimiento se llevd a cabo en colaboracién con el Servicio de Microscopia de
Muestras Bioldgicas de la Universidad de Zaragoza que se encuentra en la Facultad de
Medicina. Tres muestras de cada grupo fueron preparadas para su analisis.

En primer lugar, las muestras se diluyeron 1:50 en PBS basandonos en la experiencia
previa del grupo. Tras ello se llevaron al servicio descrito, donde se procedid a su fijacion

y tincién negativa con acetato de uranilo sobre una capa de carbono activado. La
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visualizacién de las muestras las llevd a cabo un técnico especializado del Instituto de

Nanociencia y Materiales de Aragdén (INMA).

3.4.3 Cuantificaciéon de exosomas: NTA

Como ultima técnica de caracterizacidn, y con el objetivo de cuantificar los exosomas de
nuestras muestras, se realizd el andlisis de seguimiento de particulas o NTA
(Nanoparticle Tracking Analysis). Se trata de un analisis que calcula la distribucién de las
particulas por sus propiedades de dispersion de la luz y por el movimiento browniano
para calcular su concentracidén y analizar su trayectoria. El estudio se realizd en un

equipo Nanosight NS300 de Malvern Panalytical.

Las muestras se diluyeron 1:1000 en una solucién con PBS y EDTA para evitar su
agregacion. Tras ello, se introdujeron en la cdmara de lectura mediante un aparato de
microfluidica. Un laser incide en la cdmara donde se inyecta la muestra, de forma que
las particulas pueden observarse facilmente con un microscopio de 20 aumentos por la
dispersidn de la luz que generan. La imagen se graba por el software de analisis de
seguimiento y analiza y calcula su didmetro hidrodinamico mediante la ecuacion de

Stokes-Einstein (33,34).

3.5 Analisis de secuenciacion del RNA

Tras finalizar el proceso de caracterizacién, se procedid al andlisis del RNA de su interior,
que se realizé mediante la técnica de RNA-Seq o secuenciacion de RNA (35). Esta permite
conocer la cantidad, presencia y tipo de RNA contenido en una muestra bioldgica
determinada. La técnica utiliza RNA para obtener DNA de doble cadena mediante PCR
inversa. Una vez obtenida dicha cadena, se amplifica para crear una biblioteca de ADN
gue entonces se divide en fragmentos de entre 30 y 400 pares de bases y que después
se lee para comparar los resultados con un modelo de referencia gendmico o
transcriptomico para caracterizar la muestra (35,36). Esta técnica permite diferenciar
los diferentes tipos de RNA, asi como los cambios cuantitativos especificos de cada

sujeto.
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Dada la complejidad metodoldgica y el elevado coste de las infraestructuras, el proceso
de secuenciacién masiva no se pudo llevar a cabo en nuestras instalaciones ni en los
servicios adheridos a la Universidad. El procedimiento de RNA-Seq se realizé6 de manera
externa, en las instalaciones de Palo Alto (California, USA), de la empresa especializada

System Bioscience (SBI).

3.6 Analisis estadistico

En la tabla de caracterizacidn clinica de la poblacion, se expresé la edad, y la escala de
Charlson a través de la mediana de sus datos. En el caso de la tabla que expresa las
caracteristicas de la muestra, se afiadié ademas la mediana del indice de Masa Corporal
y la mediana de los datos espirométricos. El resto de variables, el sexo, el habito
tabaquico, la presencia de hipertensién arterial, dislipemia, EPOC o bronquiectasias

aparecen representadas en numeros absolutos.
Para comparar cuantificacion de exosomas entre las muestras con cancer y los
controles, se usé la prueba de Mann Whitney, usando como umbral de significacién

0.05.

En el caso del estudio RNA-Seq se aplica un False Discovery Rate (FDR) del 5%
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracteristicas de la muestra del estudio ExVelLP

En el momento del estudio, la cohorte contaba con 99 pacientes intervenidos por el
servicio de Cirugia Toracica. La edad de los pacientes esta comprendida entre 19 y 84
anos, con una mediana de 68 anos. Son 31 mujeres y 68 hombres y 96 de ellos son de

raza caucasica.

En cuanto al habito tabaquico, 29 personas eran fumadoras en el momento del estudio,
45 eran exfumadores y 19 referian nunca haber estado expuestos directamente. En
cuanto a comorbilidades destacables, 19 de ellos presentaba diagndéstico de EPOC. La

media de la escala de Charlson fue de 5.47, con una mediana de 5.

Hablando de las lesiones estudiadas 7 pacientes no presentaban lesiones malignas, 43
presentaban histologia compatible con adenocarcinoma, 26 con carcinoma
epidermoide, 7 eran tumores carcinoides, 3 carcinomas microciticos, 2 tumores fibrosos

y 10 tumores metastdsicos de otras localizaciones primarias.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de la poblacidn a estudio

Metastasis

Tumor

\[o} Adenocarcinoma Carcinoma  Tumor

carcinoide  microcitico

cancer Escamoso

Hombre
Mujer 4 15 3 3 2 3
Mediana de edad 65,5 69 69 72 61 65,5

Habito Fumador 2 11 10 1 2 1

Tabaquico

Exfumador 3 25 12 4 1 1
4 24 15 5 3 3
5 21 18 2 1 2
0 11 7 0 1 0
Mediana de la escala de [Be¥s 5 5 4 6 6,5

Charlson
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Existen otros estudios de caracterizacion exosomal en pacientes con cancer. Rodriguez
et al. realizaron un estudio (29) en el Hospital Infanta Leonor de Madrid en el que
seleccionaron 30 muestras de lavado broncoalveolar de pacientes con cancer y 75
controles, para su estudio. De los 30 citados, 16 de ellos (un 54%) se trataba de
carcinomas escamosos y 14 (un 46%) eran adenocarcinomas. La mediana de edad era
69 anos, 23 eran hombres y 7 eran mujeres. Dentro del grupo control, la enfermedad
mas comun era la patologia intersticial, en 24 de ellos (un 32%). Se trata de una muestra
muy pequefia, si bien es cierto que se estudiaron los tumores mds frecuentes, falta
representacion de otros tipos principales y una cantidad de pacientes mayor. Utilizar
como grupo control un grupo en el que predomina una enfermedad con tal componente

inflamatorio puede llevar a conclusiones erréneas o dificiles de interpretar.

Tabla 2. Localizacion de las lesiones intervenidas.

1 - 1 1 1 1 3 8
7 1 6 17 3 8 LSl+Lingula: 1 43
4 - 7 9 1 4 LM+ LID: 1 26
= 9 |1 |1 [z [a 7
2 - - 1 - - - 3
- - | T 2

= = 1 1 1 3 LID +LSD: 1 10

LM + LID: 1

Sandfeld-Paulsen et al. (37), por su parte, aislaron plasma de 581 pacientes, 431 de ellos
con cancer de pulmdn y 150 controles. Finalmente, en la cohorte final, de los 336
pacientes con cancer, 199 eran pacientes con adenocarcinoma (un 59.2%), 71 con
carcinoma escamoso (un 21.13%), 57 de ellos presentaron carcinoma de células
pequenas o microcitico (un 16.96%) y otros tipos en 9 casos, (un 2.67%). Este estudio en
su distribucién se parece mas a nuestra muestra y a la distribucidn que se produce en la
poblacién de forma natural. Bien es cierto que en caso del carcinoma microcitico hay

una muestra mucho mayor, esto es debido a que en nuestro caso se afiadieron pacientes
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sugestivos de tratamiento quirurgico radical. Este tipo de cancer, como se ha explicado,
presenta una agresividad tal, que las opciones quirurgicas a su diagndstico suelen ser

escasas.

4.2 Subpoblacién de estudio RNA-Seq.

De la cohorte descrita, se tomaron para el estudio que se presenta 10 pacientes, 6 de
ellos con cédncer y 4 controles sin enfermedad. Sus caracteristicas concretas se
desarrollan en la Tabla 3. Se seleccionaron los pacientes con adenocarcinoma de entre
los pacientes con cancer por ser el tumor de mayor frecuencia de aparicién en la

poblacién general (4,9).

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de la muestra

No cancer Adenocarcinoma

4 6
Hombre 1 4
Mujer 3 2
Mediana de edad 71 63.5
Mediana de BMI 26 25.965

Habito Fumador 1 1

Tabaquico
Exfumador

1
KL
L
KL °
0

5

o N = U

Bronquiectasias

Mediana de la escala de

Charlson

106.5% 103.6%
Mediana de FEV1 en % 99.5% 96.2%
Mediana de relacion {0y 72
FEV1/FVC
Mediana de DLCO en % 88% 92%
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4.3 Caracterizacion de exosomas de parénquima pulmonar

4.3.1 Caracterizacion Proteica

A continuacion, se presenta una tabla de sefal de absorbancia en la que se compara la
muestra en blanco (sin exosomas) respecto a la muestra con vesiculas, en la que se
demuestra la presencia de la proteina tipica que identifica los exosomas como tales,
como se ha expresado en lineas previas, la conocida como CD63, ampliamente descrita

en la bibliografia (31).

Tabla 4. Tabla de sefial de absorbancia

Blanco (negativo) Exosomas de pulmén
(n=4)
Absorbancia 450 nm. 0.09 0.16 +/- 0.01

4.3.2 Caracterizacién Morfoldgica

Mediante la microscopia electrénica de transmisidon se observan los exosomas con su
forma tipica de copa tal y como se observa en la figura 5. Esta forma se debe a la
deshidratacion extrema que sufren durante el proceso de preparacién de la muestra.
Su tamafio se encuentra entre 60 y 100 nm, como es esperable y como se ha descrito

en la bibliografia (2,25).

Figura 5. Exosomas observados por microscopia electrénica de transmision.

4.3.3 Cuantificacion de exosomas
Finalmente, se cuantificaron las muestras procedentes del aislamiento de exosomas en

parénquima pulmonar de pacientes sin cancer y pacientes con adenocarcinoma.
Se realizd la comparacion con la prueba estadistica de Mann Whitney y se obtuvieron

diferencias significativas entre las dos muestras con una p de 0.0095. En los pacientes
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sin cancer, se encuentra un rango de 3.44x108 part/ml con una desviacion estdndar de
1.472, mientras que en los pacientes con adenocarcinoma presentan un rango de
5.63x102 part/ml con una desviacién estandar de 2.180.

A continuacidn, se adjunta la gréfica de la comparativa, en la figura 6.
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Figura 6: Representacion grdfica de las diferencias cuantitativas de exosomas en
tejido pulmonar

Existen otros estudios en esta direccion. Ya en 2009 Rabinowits et al.(28) analizaron el
microRNA presente en exosomas circulantes en sangre en pacientes con y sin
adenocarcinoma de pulmén. Se tomaron 27 pacientes con cancer y 9 controles, hallando
diferencias estadisticamente significativas tanto en concentracién global de exosomas
como en concentracién de microRNA, ambas determinaciones en mayor cuantia en

paciente afecto de cancer.

4.4 Analisis de RNA-Seq

Ademads de estudiar los exosomas en tejido pulmonar se han estudiado los exosomas en

plasma sanguineo de los mismos pacientes, con el fin de comparar tanto su cantidad
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como su contenido, con la intencién de conocer si es posible obtener una informacién

analoga por medios no cruentos.

4.4.1 Diferencias en la composicion de RNA exosomal

El primer dato que se evalud fue la composicion de cada tipo de RNA que se localizaba
en el interior de los exosomas de parénquima pulmonar y de plasma. En las figuras 7 y
8 se muestran la representacién porcentual de cada subitipo de RNA estudiado. De
manera visual, es evidente la diferencia que existe entre el tejido pulmonar y el plasma

sanguineo estudiado.

En el tejido pulmonar predominéd claramente el tRNA, mientras que en las muestras en
plasma sanguineo es bastante mas abundante el miRNA. Estos hallazgos pueden explicar
el amplio estudio que se ha realizado de los miRNA exosomales en plasma, ya que son
mucho mas accesibles por el tipo de muestra en el que se encuentran. Ademas, estos
resultados ponen el foco sobre el papel de los tRNAs en la biologia tumoral. Hay que
tener en cuenta que se encuentran en mayor porcentaje, pero también que la cantidad
de exosomas en tejido pulmonar de pacientes con cancer era mayor, lo que puede

suponer que se trate de una pieza clave en la comunicacién celular patolégica.
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Summary of Reads Mapping to Annotation Types
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Figura 7. Representacidn grdfica porcentual de tipo de dcidos nucleicos contenidos
en los exosomas aislados en tejido pulmonar.
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Summary of Reads Mapping to Annotation Types
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4.4.2 Evaluacién de la presencia de miRNAs y tRNAs en plasma y parénquima pulmonar

El material genético estudiado se analizé exhaustivamente. A continuacidn, se adjuntan
en las Figuras 7 y 8 dos diagramas de Venn en la que se representa la cantidad de miRNA
y tRNA, respectivamente, que tienen en comun entre si los diferentes tipos de muestra

obtenidos.

lung_no_cancer plasma_cancer

plasma_no_cancer

Figura 9. Diagrama de Venn de los diferentes miRNA observados en la muestra y sus
coincidencias en los distintos tipos de muestra obtenida.

Sin evaluar la significacion estadistica, se puede observar en la figura 9 la gran cantidad
de miRNA comun a todos ellos, 661 (48.5% del total). Los puntos de corte entre el
pulmdn y el plasma afectos son mayores cuantitativamente respecto a las muestras de
pulmén y plasma sanos. Aun asi, existe un 48.5% de puntos en comun en todas las
muestras, un 13.9% entre las muestras de pulmén, ya sean sanos o no y un 11.2% entre
las muestras de plasma, tanto sanas como afectas, lo que deja en realidad, la cuantia de

posibles miRNA diagndsticos en un porcentaje bajo.

Sin embargo, son esta pequena poblacidon la que posee un mayor interés como

biomarcadores. En este sentido, se detectaron 48 miRNAs especificamente expresados
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en plasma de pacientes con cancer, lo que representa un 3.5% del total. Por otro lado,
en el pulmdén de los pacientes con cancer se detectaron de manera especifica 108
miRNAs (7.8%). Finalmente, se detectaron 12 miRNAs especificos de manera comun a

parénquima pulmonar y plasma de pacientes con céncer.

lung_no_cancer plasma_cancer

plasma_no_cancer

Figura 10. Diagrama de Venn de los diferentes tRNA observados en la muestra y sus
coincidencias en los distintos tipos de muestra obtenida.

Si nos centramos en los tRNAs, como muestra la figura 10, centrandonos en la deteccidn
o no de tRNAs, se observa un 86.8% de determinaciones en comun a todos los tejidos y
grupos de pacientes. En este caso, se detectaron tan solo 4 tRNAs detectados
especificamente en el plasma de pacientes con cdncer (0.7%), 5 tRNAs en el parénquima
pulmonar de pacientes con cancer (0.9%) y 2 comunes en plasma y pulmén de pacientes

con cancer (0.4%).

En ambos casos, miRNAs y tRNAs, estos resultados son realmente prometedores y
exponen varios candidatos para su uso como biomarcador. Sin embargo, es necesario

llevar a cabo estudios de validacién para confirmar la reproducibilidad de su presencia
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0 ausencia en una muestra de pacientes mas grande. Ademas, esta validacién se deberia
llevar a cabo con técnicas mas accesibles en la practica rutinaria como pudiera ser la

reaccion en cadena de la polimerasa o PCR cuantitativa.

4.4.3 Cambios cuantitativos en el RNA exosomal de pacientes con cancer

El siguiente paso en nuestro analisis fue evaluar de manera cuantitativa el nimero de
copias detectadas para cada RNA. Los resultados mas relevantes se muestran en la tabla
5. En esta tabla se muestran aquellas diferencias significativas tras aplicar un False
Discovery Rate (FDR) del 5% al comparar en las dos primeras columnas entre pacientes
con cancer y sin cdncer en pulmén y plasma respectivamente. Las dos columnas
restantes muestran la comparacién entre origenes de muestras en primer lugar en

pacientes con cancer y en segundo lugar en los pacientes sin cancer.

Tabla 5 Resultados del andlisis de RNA-Seq

Lung Plasma Lung vs Lung vs
) i Plasma Plasma
Cancer vs Cancer vs Gancer
normal normal Normal
0 0 1017 704
34 0 445 360
1 0 9401 1221
25 1 9667 1171

Se encontraron hallazgos diferenciales estadisticamente significativos relativos a los
tRNAs encontrados en tejido pulmonar sano respecto a tejido pulmonar no afecto, en
concreto, para 34 tRNAs. Asimismo, se puede inferir una diferencia entre pacientes con
y sin cancer al comparar las diferencias significativas que se encontraban entre plasma
y pulmén en cada uno de ellos. En el caso de los miRNAs, 1017 se encontraban
diferencialmente expresados entre plasma y parénquima en pacientes con céncer
mientras que solo 704 lo estaban en los pacientes sin cancer. Esta diferencia se
incrementaba en el caso de los RefSeq y RefSeq_Antisense que mostraron mas de 9400

en pacientes con cancer por tan solo 1170 en el caso de los pacientes sin cancer.
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En el dendograma mostrado en la figura 11 se observa la separacién de los dos grupos
de pacientes, diferenciados en la parte superior del grafico, los pacientes con cancer y
los pacientes sin cancer. Teniendo en cuenta que a mayor tendencia a los colores célidos
mayor presencia del tRNA de estudio, podemos observar que en la muestra de tejido
pulmonar existen tRNAs concretos de mayor expresion en exosomas obtenidos de
parénquima pulmonar afecto de cancer, lo que orienta hacia cuales pueden ser utiles
como marcador diagndstico y de screening o tener un papel relevante en la biologia

molecular del tumor.
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Figura 11. Hierarchical cluster heatmap o dendograma de tRNAs diferencialmente
expresados en exosomas de parénquima pulmonar de pacientes con
adenocarcinoma pulmonar.

Los acidos nucleicos que contienen los exosomas son, en su mayor parte DNA, mRNA,
miRNA, tRNAs, LncRNA y RNA viral. De entre todos ellos, los mds estudiados en la
bibliografia son los miRNAs. Los miRNAs son una familia de RNAs no codificantes de

entre 21y 25 nucledtidos, altamente conservados entre especies que se encargan de la
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regulacidn de la expresion génica en la célula, asi como de procesos de desarrollo y con

una fuerte relacién con procesos fisiopatoldgicos como el cancer (38).

En concreto en el cancer de pulmdn, los miRNAs son responsables de muchos procesos
que ayudan al avance de la enfermedad. Citando algunos ejemplos, el miR-660-5p se
expresa en mayor cuantia en pacientes afectos de carcinoma de célula no pequefia, y se
ha comprobado su papel en el crecimiento y la formacién de metdstasis (39). Las
neoformaciones de rapido crecimiento a menudo presentan areas de necrosis. En estas
condiciones de hipoxia se han identificado exosomas con miR-23a, capaz de promover
la neovascularizacion y la permeabilidad capilar, y en dltima instancia la angiogénesis
(40), dotando al tejido tumoral de mayor capacidad de crecimiento y mejores
condiciones. Existen numerosos estudios en este sentido y se han identificado diversas

vias y receptores en las que participan los miRNAs (26).

Ademas de la descripcidn de sus funciones, se estan perfilando algunos de ellos como
biomarcadores. Grimolizzi et al. (41) por su parte, realizaron un estudio también en
suero de paciente con carcinoma pulmonar de células no pequefias en el que se estudid
el microRNA-126 como biomarcador de progresién tumoral. Se tomaron 76 pacientes,
45 casos y 31 controles y se evaluaron los niveles de dicho miRNA segun el estadio
tumoral en suero total, en exosomas aislados y en suero sin exosomas. El miRNA-126
presente en exosomas fue capaz de diferenciar pacientes sanos respecto a pacientes

con carcinoma de célula no pequefia, incluso en estadios precoces.

Mediante el estudio del plasma de paciente enfermo se han llegado a perfilar
agrupaciones de microRNAs concretos dependiendo de la histologia de las lesiones. El
trabajo de Xiance et al. (42) validé con su estudio microRNAs concretos como
herramienta diagndéstica de adenocarcinoma y de carcinoma escamoso de pulmén, lo
gue abre una puerta prometedora en la busqueda de nuevos biomarcadores. Citando
algunos de ellos podriamos destacar el miR-96 como marcador diagndstico, miR-181-
5p, miR-30a-3p, miR-30e-3p y miR-320b como marcadores especificos de

adenocarcinoma y capaces de diferenciar entre éste y el carcinoma escamoso (26).
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Yendo aln mas alld, también se han identificado miRNAs asociados al prondstico del
tumor, como el miR-155 (43) o capaces de dar informacién en relacién con la potencial

respuesta al tratamiento que se plantee.

Los tRNAs, aunque menos estudiados, también forman parte de la regulacion de las
funciones celulares. Recientemente se han descrito alteraciones en la expresion de
diversos tipos de tRNA en leucemia linfocitica y cancer de pulmdn, que podrian tener
que ver con la oncogénesis y el desarrollo de la enfermedad (44,45). En concreto se han
descrito fragmentos de tRNA, los denominados tsRNA, de entre 18 y 40 nucleétidos y se
ha estudiado su papel como biomarcadores diagndsticos. En el estudio de Zhu et al. (45),
en el que se estudié el cancer de higado, se encontrdé en en el interior de los exosomas
una mayoria clara de miRNA, tratandose de tRNA en tan solo el 0.2-2% del total,
encontrandose en mayor cuantia en pacientes enfermos, y 46 de ellos expresados de
forma diferencial respecto a pacientes sanos, lo que abre una puerta a su potencial uso

como biomarcador de forma analoga a los miRNA.

5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Este trabajo presenta un estudio observacional sin intervencién y cuyo objetivo principal

es la generacién de hipotesis de investigacion.

La limitacidon mas evidente en el estudio de secuenciacion del RNA es el reducido tamafio
muestral (6 pacientes con adenocarcinoma y 4 pacientes sin cancer). Los analisis
expuestos en estas lineas son poco accesibles, de una complejidad extraordinaria tanto
técnicamente como en su interpretacion y econdmicamente muy costosos. Ademas, de
manera intrinseca a esta limitacion, se seleccionaron pacientes con un solo perfil de
cancer de pulmén, aquel mas frecuente, por lo que debido a la heterogeneidad de esta
patologia se requieren mas trabajos que incluyan también otros tipos de céncer de

pulman.

En cuanto a los resultados obtenidos, la existencia de determinaciones genéticas

diferenciales y caracteristicas de situaciones clinicas y patoldgicas concretas no
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garantiza su validez como biomarcadores. Su validaciéon, y por supuesto su
generalizacion y uso diario son aun objetivos a largo plazo que requieren un

conocimiento del tema expuesto que aun hay que recorrer.

Actualmente se conoce el hecho de que las lesiones neoplasicas son capaces de cambiar
radicalmente su conformacion histoldgica a lo largo del tratamiento dirigido como parte
de su avance. Si los cambios celulares son de tal peso que son capaces de observarse
con un microscopio éptico, a nivel molecular es esperable que las dianas, la expresién
génica y los marcadores cambien, por lo que, si como se espera esto sucede, los
exosomas seran clave en la monitorizacidn terapéutica y por ello los analisis deberian

realizarse periddicamente con el objetivo de evaluar esta evolucion.
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6. CONCLUSIONES

La situacién epidemiolégica del cdncer de pulmdn y los resultados obtenidos hacen clara
la necesidad de nuevas herramientas diagndsticas. En esta direccidon y con los resultados

expuestos anteriormente podemos extraer las siguientes conclusiones:

El parénquima pulmonar, pese a su naturaleza de tejido sdlido, posee en su estructura
retenidas vesiculas extracelulares que pueden ser aisladas mediante el protocolo
establecido. Ademas, pese converger en su estructura, su carga en cuanto a RNA es
significativamente distinta entre un biofluido como el plasma y el tejido pulmonar, por
lo que su origen, funcién y actividad difieren. Una de las caracteristicas mas notables del
estudio es la extracciéon de exosomas directamente desde tejido pulmonar. Hasta el

momento, sélo se habian extraido exosomas de tejido cerebral (46)

Contando con una muestra pequefia como la que se ha expuesto, hemos obtenido
resultados significativos estadisticamente y demostrado la mayor cuantia de exosomas
en tejido pulmonar patoldgico respecto a los controles con lesiones no cancerosas,

mostrando la sensibilidad de este tipo de vesiculas a la patologia.

La extraordinaria complejidad de los contenidos de dichas vesiculas es evidente y las
variables a tener en cuenta para elegir las secuencias potencialmente vélidas en este
sentido han quedado sucintamente expuestas, destacando especialmente aquellas
pertenecientes a miRNAs y tRNAs, aunque existiendo probablemente otras muchas que
hoy en dia se desconocen. Aun con todo, es un campo prometedor que puede suponer
un cambio de paradigma en el cdncer de pulmén en concreto, pero también en otras

entidades que merman en afos y en calidad la vida a muchas personas hoy.
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ANEXO

Informe Dictamen Favorable

== GOBIERNO
==DE ARAGON CP. - C.L PI15/130
I 29 de abril de 2020

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

CERTIFICA

19, Que el CEIC Aragdn (CEICA) en su reunion del dia 29/04/2020, Acta N° 10/2020 ha evaluado la modificacién
relevante propuesta por el investigador referida al estudio:

Titulo: Recoleccion de tumores primarios pancreaticos y hepaticos, o de la vesicula, o conductos
biliares intra- e extra-hepaticos, o del conducto biliar comin para el aislamiento de células madre del
arbol biliar humano.

Investigador Principal: Pedro Miguel Baptista, IIS Aragén

Version protocolo: 18/03/2020
Versién documento de informacién y consentimiento: v6, 06/04/2020

20, Considera que

- El proyecto se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacion es pertinente.
- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio y estan

justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Es adecuada la utilizacién de los datos y son correctos los documentos elaborados para la obtencién del
consentimiento informado.

- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.
- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

30, Por lo que este CEIC emite DICTAMEN FAVORABLE a la recogida de muestra segun la
maodificacion en un plazo de un aiio tras el dictamen.

Lo que firmo en Zaragoza
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