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RESUMEN



La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica biofisica que se ha utilizado tradicionalmente para el estudio
de la estabilidad térmica de proteinas en solucién. En ella se determina el exceso de capacidad calorifica en funcion de la
temperatura, lo que se conoce como termograma. El uso del DSC con muestras bioldgicas es lo que se conoce como
biopsia liquida térmica (TLB). Estudios previos han demostrado que existe un patrén muy homogéneo y caracteristico de
los termogramas obtenidos de pacientes sanos, al igual que se ha demostrado que el termograma cambia ante situaciones
de patologias inflamatorias, autoinmunes, cancerosas, etc.

A pesar de los cada vez mas estudios publicados y en diferentes patologias, todavia no existe una metodologia estandar
para analizar las curvas de termogramas y poder diferenciar diferentes grupos (sanos vs enfermos). Gracias al avance en
la bioinformatica se han propuesto algunas metodologias mas sofisticadas para obtener modelos de clasificacion a partir
de la informacién de los termogramas.

En esta Tesis Doctoral se propone una nueva metodologia de andlisis de curvas de termogramas procedentes de muestras
bioldgicas (sobre todo de suero sanguineo), caracterizado por el uso de parejas de temperaturas como variables
predictivas, con la aplicacidon de algoritmos ya validados en otro tipo de datos (6micas), para ajustar un modelo de
clasificacién mediante aprendizaje automatizado, el cual incluye un sistema de penalizacién tipo Lasso, para evitar
problemas de sobreajuste, mediante la aplicacion de validacidn cruzada. Todo este procedimiento se ajusta en un 70% de
los datos (entrenamiento) y se validara en el 30% restante, aleatorizando la seleccién de estos dos grupos 100 veces. La
respuesta obtenida del modelo de clasificacion (modelo iTLB), es un nimero que, si es menor de cero (umbral estandar)
significa que el modelo iTLB clasifica ese termograma como no patoldgico, mientras que si la respuesta es un niumero
superior a cero significa que clasifica ese termograma como patoldgico.

Existen muchas patologias donde seria muy interesante la incorporacién de nuevas herramientas como la TLB para
mejorar el diagndstico o seguimiento de los pacientes. Esta Tesis Doctoral se ha centrado en dos principales patologias
oncoldgicas: el adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) y el cancer colorrectal (CCR). La primera de ellas porque es
una de las enfermedades oncolégicas con peor prondstico, debido principalmente a su diagndstico en estadios avanzados.
Por lo que son necesarias nuevas herramientas que mejoren la deteccién del PDAC en estadios tempranos. En el caso del
CCR, es uno de los canceres mas frecuentes, sobre todo es los paises desarrollados. Hacen falta nuevas técnicas no
invasivas que mejoren la sensibilidad y especificidad obtenida de los principales biomarcadores tumorales de uso clinico,
para mejorar el diagndstico en estadios tempranos, y para ayudar en el prondstico de estos pacientes. De igual manera,
en el caso del CCR, se dispone de un programa de cribado de pacientes asintomaticos, basado en la realizacién de la
prueba de sangre oculta en heces, seguido de una colonoscopia en el caso de ser positivo. A pesar de que el programa de
cribado a supuesto una disminucién en la mortalidad del CCR, hacen falta mas esfuerzos para mejorarlo, sobre todo para
evitar el colapso de las listas de espera para la realizacion de la colonoscopia.

Se ha comprobado que la metodologia propuesta de analisis de termogramas se ha podido aplicar en estudios
relacionados con el diagndstico y/o prondstico de pacientes con PDAC, CCR y en el programa de cribado de CCR (en este
ultimo caso como segunda prueba después del positivo en sangre oculta en heces y realizando la extraccion de las
muestras antes de empezar con la preparacidén de la colonoscopia). Al mismo tiempo, se ha puesto de manifiesto la
versatilidad de la metodologia propuesta para incorporar variables clinicas al modelo (edad, sexo, concentracion de
biomarcadores en sangre periférica), e incluso el ajuste de un modelo de clasificacién utilizando Unicamente dichas
variables clinicas. También se ha combinado el estudio de la TLB con técnicas de espectrometria de masas para la
busqueda de nuevos biomarcadores para el diagndstico y/o prondstico de las enfermedades.

Ademas, se ha estudiado algunas condiciones preanaliticas relacionadas con la TLB, como son el tipo de muestra (suero
o plasma-EDTA) y el diluyente usado (PBS, NaCl 0.9% o agua Milli-Q), donde se ha comprobado que los termogramas
obtenidos segln el tipo de muestra no son intercambiables. Ademas, se ha observado que segun el diluyente usado se
obtienen diferentes perfiles de termogramas. En el caso de los termogramas obtenidos con PBS y con NaCl 0.9% son muy
parecidos, pero tampoco son intercambiables.

Como conclusiones de esta Tesis Doctoral, es la primera vez que se aplica la misma metodologia de andlisis de
termogramas de muestras biolégicas en diferentes patologias, e incluyendo variables clinicas. Son necesarios mas
estudios para pulir aspectos metodoldgicos e incluso probar otros algoritmos de clasificacion como los no supervisados.
Ademas, es la primera vez que se realizan estudio preanalitico de la TLB, abriendo las puertas a valorar diferentes
condiciones (muestra/diluyente) para buscar las éptimas del estudio.
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ABSTRACT



Differential scanning calorimetry (DSC) is a biophysical technique that has traditionally been used to study the thermal
stability of proteins in solution. It determines the excess heat capacity as a function of temperature, which is known as a
thermogram. The use of DSC with biological samples is known as thermal liquid biopsy (TLB). Previous studies have shown
that there is a very homogeneous and characteristic pattern of thermograms obtained from healthy patients, just as it
has been shown that the thermogram changes in situations of inflammatory, autoimmune, cancerous pathologies, etc.

Despite the increasing number of studies published and in different pathologies, there is still no standard methodology
to analyze thermogram curves and be able to differentiate different groups (healthy vs sick). Thanks to advances in
bioinformatics, some more sophisticated methodologies have been proposed to obtain classification models from
thermogram information.

In this Doctoral Thesis, a new methodology for analyzing thermogram curves from biological samples (especially blood
serum) is proposed, characterized by the use of temperature pairs as predictive variables, by applying algorithms already
validated in other types of data (omics), to adjust a classification model through machine learning, which includes a Lasso-
type penalty system, to avoid overfitting problems, through the application of cross-validation. This entire procedure is
adjusted to 70% of the data (training) and will be validated in the remaining 30%, randomizing the selection of these two
groups 100 times. The response obtained from the classification model (iTLB model) is a number that, if it is less than zero
(standard threshold) means that the iTLB model classifies that thermogram as non-pathological, while if the response is
a number greater than zero it means which classifies this thermogram as pathological.

There are many pathologies where the incorporation of new tools such as TLB would be very interesting to improve the
diagnosis or monitoring of patients. This Doctoral Thesis has focused on two main oncological pathologies: pancreatic
ductal adenocarcinoma (PDAC) and colorectal cancer (CCR). The first of them because it is one of the oncological diseases
with the worst prognosis, mainly due to its diagnosis in advanced stages. Therefore, new tools are necessary to improve
the detection of PDAC in early stages. In the case of CCR, it is one of the most common cancers, especially in developed
countries. New non-invasive techniques are needed to improve the sensitivity and specificity obtained from the main
tumor biomarkers in clinical use, to improve diagnosis in early stages, and to help in the prognosis of these patients.
Similarly, in the case of CRC, there is a screening program for asymptomatic patients, based on performing the fecal occult
blood test, followed by a colonoscopy if positive. Although the screening program has led to a decrease in CRC mortality,
more efforts are needed to improve it, especially to avoid the collapse of waiting lists for colonoscopy.

It has been proven that the proposed methodology of thermogram analysis has been able to be applied in studies related
to the diagnosis and/or prognosis of patients with PDAC, CCR and in the CCR screening program (in the latter case as a
second test after the positive in fecal occult blood and extracting the samples before starting the colonoscopy
preparation). At the same time, the versatility of the proposed methodology has been revealed to incorporate clinical
variables into the model (age, sex, concentration of biomarkers in peripheral blood), and even the adjustment of a
classification model using only these clinical variables. The study of TLB has also been combined with mass spectrometry
techniques to search for new biomarkers for the diagnosis and/or prognosis of diseases.

In addition, some preanalytical conditions related to TLB have been studied, such as the type of sample (serum or plasma-
EDTA) and the diluent used (PBS, NaCl 0.9% or Milli-Q water), where it has been proven that the thermograms obtained
according to the type of sample are not interchangeable. Furthermore, it has been observed that different thermogram
profiles are obtained depending on the diluent used. In the case of the thermograms obtained with PBS and with 0.9%
NaCl, they are very similar, but they are not interchangeable either.

As conclusions of this Doctoral Thesis, it is the first time that the same methodology for analyzing thermograms of
biological samples is applied in different pathologies and including clinical variables. More studies are necessary to refine
methodological aspects and even test other classification algorithms such as unsupervised ones. Furthermore, it is the
first time that a pre-analytical study of TLB has been carried out, opening the doors to evaluating different conditions
(sample/diluent) to find the optimal ones for the study.
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ABREVIATURAS



AT diferencia de temperatura

ACN acetonitrilo

AJCC american joint comitee on cancer
ANOVA analysis of variance

ASA american society of anesthesiologists
AUC area under curve

Bili bilirrubina

Cr capacidad calorifica

CA19.9 antigeno carbohidrato 19-9

CACI Charlon-age comorbidity index

CART  classification and regression tree

ccl Charlson comorbidity index

CCR cancer colorectal

CEA antigeno carcinoembrionario

CEICA comité de ética de la investigacion de la comunidad de Aragon
DNA  deoxyribonucleic acid

DSC differential scanning calorimetry
DTW  dynamic time warping

ECOG eastern cooperative oncology group
EDTA  &cido etilendiaminotetraacético

EE enfermedad estable

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay
Espec especificidad

Exact exactitud

FC fold change

FDA food and drugs administration
FERMT3 fermitin family homolog 3

FGL1  proteina similar a fibrinégeno-1

G grado de diferenciacién histolégica
GLM  generalized linear model
GLOBOCAN global cancer observatory

HCULB hospital clinico universitario Lozano Blesa
HUMS hospital Universitario Miguel Servet

1Cos% intervalo de confianza del 95%

IL-6 interleucina-6

IMC indice de masa corporal

iTLB intelligent thermal liquid biopsy

KNN k-nearest neighbors

KTSP K-top scoring pair

L1 regularizacion tipo Lasso
L2 regularizacion tipo Ridge
LDA linear discriminant analysis
LDH lactate deshidrogenasa

Le? genotipo Lewis a

Le® genotipo Lewis b

MCN  mucinous cystic neoplasm
MLDA  maximum linear discriminant analysis

MS mass spectrometry
N propagacion o no a nédulos o ganglios linfaticos adyacentes
na not available

NaCl cloruro sédico

NaOH hidroéxido de sodio

OMS  organizacién mundial de la salud
(O overall survival

P. polipo

PanIN pancreatic intraepitheliel neoplasia
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PBS phosphate buffered saline

PCR proteina C reactiva

PDAC adenocarcinoma ductal de pancreas

PE progresion enfermedad

PFS progression free survival

POC point of care

RO reseccion complete

R1 reseccion incompleta con resto tumoral microscépico
R2 reseccion incompleta con resto tumoral macroscépico
RC respuesta completa

RECIST response evaluation criteria in solid tumors
RNA ribonucleic acid
ROC receiver operating characteristic

RP respuesta parcial
rpm revoluciones por minuto
RR rango de referencia

Sens sensibilidad
SDC sodio desoxicolato
SOH sangre oculta en heces

SPE solid phase extraction

T tamaiio tumoral

TAC tomografia axial computarizada
TAG-72 tumor-associated glycoprotein 72
TFA trifluoroacetic acid

TLB thermal liquid biopsy

TPMI  tumor papilar mucinoso intraductal
u.a. unidades arbitrarias

USE ultrasonografia endoscépica

VAMS  volumetric absorptive microsampling
VPP valor predictivo positivo

VPN valor predictivo negativo

VR valor de referencia

WASP  Wiskott-Aldrich syndrome protein
YKL-40 proteina 1 similar a quitinasa-3
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PROLOGO



El tema principal de esta Tesis Doctoral es el uso de la técnica conocida como calorimetria diferencial de barrido (DSC de
sus siglas en inglés) con muestras bioldgicas, lo que nuestro grupo ha acufiado con el término de biopsia liquida térmica
(TLB de sus siglas en inglés). La muestra bioldgica mas frecuentemente estudiada ha sido la muestra de suero de sangre
periférica.

Concretamente, el hilo conductor de la Tesis Doctoral ha sido el desarrollo de una nueva metodologia para analizar las
curvas de termogramas. Por ello, primero se explica la metodologia propuesta, y se utilizan como ejemplo los
termogramas de suero de dos cohortes independientes: un grupo de sanos de banco de sangre, y un grupo de pacientes
con diagndstico de cancer de pancreas. Posteriormente, se aplica la metodologia propuesta en otros estudios
relacionados con el cancer de pancreas y el cancer colorrectal.

Para mejorar la lectura del manuscrito, se ha dividido en dos bloques. Un primer bloque que corresponde a la
introduccidn, la cual se dividide en tres partes: una primera parte relacionada con el DSC, una segunda parte de
introduccidn al cancer de pancreas y una tercera de introduccidn al cdncer colorrectal. El segundo bloque corresponde a
los diferentes estudios realizados con la TLB, que consta del estudio de la interferencia de la bilirrubina en el TLB,
presentacién de la metodologia de analisis de curvas de termogramas, estudio realizado en pacientes con cancer de
pancreas, estudio en pacientes con cancer colorrectal y termina con el estudio de pacientes del programa de cribado de
cancer colorrectal. Este ultimo, se divide en dos partes. Una primera parte donde se estudio el efecto de la preparacidon
en la TLB, donde se muestra un resumen del estudio. Los detalles de material y métodos, resultados y discusidn se pueden
ver en le articulo del apartado de PUBLICACIONES. Y una segunda parte donde se estudid otras condiciones preanaliticas
(tipo de muestra y de diluyente) y se realiza una primera aproximacién a un modelo iTLB para el programa de cribado.

En cada uno de los apartados del segundo bloque se muestra una breve introduccién, un apartado de materiales y
métodos, resultados y discusion de los mismos. A continuacion de los estudios, se muestra unas conclusiones generales
de la Tesis Doctoral.

Para mantener la coherencia en todo el texto, y dado que los resultados obtenidos por los diferentes métodos de analisis

suelen llevar la forma anglosajona, se utilizara esta misma a lo largo del texto, por lo que los valores decimales se indicardn
con un punto en lugar de una coma, que seria la forma correcta en castellano.
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INTRODUCCION



Calorimetria diferencial de
barrido, herramientas de
aprendizaje automatizado y
metodologias propuestas para
analizar los termogramas
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Las muestras de sangre periférica son una poderosa herramienta de evaluacién clinica para diagnosticar y monitorizar
enfermedades. Tanto es asi que se considera que las pruebas solicitadas al laboratorio clinico influyen en un 60-70% de
las decisiones médicas, (1) siendo la sangre periférica el tipo de muestra mas comunmente estudiada debido, en parte, a
gue es una muestra facil de extraer, segura y minimamente invasiva, y también porque en el torrente sanguineo suele
haber un reflejo de practicamente casi todo lo que ocurre en el organismo.

En sangre periférica se puede encontrar mas de 3000 proteinas y péptidos cuya concentracidn varia desde picogramos
hasta decenas de miligramos por mililitro. Sin embargo, al hablar de proporcidn, muy pocas proteinas representan casi el
99% del proteoma: 10 proteinas constituyen el 90%, y otras 12 representan un 9% adicional. (2) Por lo tanto, existe un 1%
restante de informacion que no hay que menospreciar. En los Ultimos afios se han realizado muchos esfuerzos dirigidos
al estudio de estos componentes de baja abundancia, llamado peptidoma, mediante técnicas como la espectrometria de
masas y la electroforesis, donde se ha demostrado que los cambios en la composicién de proteinas y péptidos poco
abundantes parecen correlacionarse con enfermedades, aumentando su interés clinico.

Sin embargo, la teoria del interactoma complica el estudio del peptidoma y del proteoma en general. Los defensores del
interactoma creen que el peptidoma, donde se incluyen posibles biomarcadores potenciales, no estdn libres en el torrente
sanguineo, sino que se encuentran formando interacciones con las proteinas mayoritarias. Asi, en estados patoldgicos,
las proteinas o péptidos de bajo peso molecular exclusivos de esa enfermedad, aumentan su concentracidn en sangre
periférica, formando complejos con las proteinas mas abundantes, particularmente con la albumina y las
inmunoglobulinas. (3-5) Esta es una de las razones por las que cada vez cueste mas la busqueda de un Unico biomarcador
que justifique toda una patologia, cobrando mas peso la defensa de que los cambios producidos ante una enfermedad
involucran a numerosas proteinas. Por ello, se habla de patrones de proteinas o péptidos caracteristicos de un estado
patolégico.

El articulo que introdujo el concepto del interactoma, concluyé diciendo que “el descubrimiento de nuevos biomarcadores
en suero o plasma requiere de nuevos enfoques bioquimicos y analiticos y, lo mas importante, esta claro que ninguna
preparacion de muestra Unica o método de deteccidn sera suficiente para que las investigaciones de biomarcadores sean
ampliamente exitosas utilizando las tecnologias actuales”.

A la luz de las dificultades que plantea el descubrimiento de biomarcadores con el avance en la investigacion del
proteoma, un enfoque experimental completamente nuevo basado en una base biofisica diferente podria resultar
interesante. Es aqui donde la calorimetria, especificamente la calorimetria diferencial de barrido (DSC de sus siglas en
inglés), podria ofrecer una nueva base fisica para observar el proteoma y el peptidoma, basada en la estabilidad térmica
de las muestras.

El DSC es una técnica biofisica que se ha utilizado tradicionalmente para estudiar la estabilidad térmica de proteinas. En
esta técnica se dispone de una celda con una proteina en solucidn, y una segunda celda de referencia idéntica con
Unicamente el disolvente. Durante un experimento, se va a calentar ambas celdas a una velocidad constante y controlada.
A medida que va aumentado la temperatura, la proteina pasara de estado plegado a desplegado. Al mismo tiempo, se va
a ir manteniendo el equilibrio térmico entre ambas celdas mediante unos calentadores de retroalimentacion accionados
eléctricamente y conectados a las celdas. Cualquier proceso quimico en la celda de muestra que absorba o libere calor
resulta en un desequilibrio térmico. La potencia aplicada por los calentadores de retroalimentacién es directamente
proporcional a los cambios en la capacidad calorifica que acompaiia a las reacciones de desnaturalizacién y disociacién
inducidas térmicamente (Figura 1). La representacion del exceso de capacidad calorifica especifica (Cp) frente a la
temperatura se conoce como termograma. Cada proteina tiene, bajo unas condiciones determinadas, un termograma de
desnaturalizacién caracteristico, reflejando sus propiedades fisicas fundamentales.
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Figura 1: Esquema del instrumento DSC (calorimetria diferencial de barrido). Figura adaptada de (36).

Las muestras bioldgicas como suero y plasma se pueden considerar una mezcla de proteinas y macromoléculas. Si se usa
este tipo de muestras bioldgicas en el DSC, se puede obtener un termograma, el cual proporciona una firma especifica
para cada muestra, que refleja su composicion proteica y, por tanto, ofrece una ventana y una base fisica Unica para ver
el proteoma.

Al igual que el termograma de una Unica proteina es directamente proporcional a la masa de ésta en disolucion (si se
duplica la concentracidn en peso de la proteina, la respuesta calorimétrica se duplicara), el termograma de una muestra
bioldgica es directamente proporcional a la masa de cada componente en disolucidn. El termograma global observado en
una muestra bioldgica sera, en ausencia de interacciones, la suma ponderada de todos los termogramas de sus
componentes individuales, ponderados segln la masa de cada uno de ellos. (6)

Si la hipdtesis del interactoma es correcta, el DSC proporciona una ventaja adicional, ya que seria muy sensible tanto a los
cambios en composicion como a las interacciones de unidn, siendo particularmente susceptible al estudio de las
interacciones proteina-proteina y proteina-péptido del interactoma. Estas interacciones de union podrian tener un efecto
considerable en la desnaturalizacién térmica de las proteinas mayoritarias analizadas por el DSC cuando se utiliza una
muestra bioldgica. Por ejemplo, si un ligando se une a un sitio en una proteina nativa y la estabiliza, resultara en un
aumento en la temperatura media de desnaturalizacion. Por el contrario, si un ligando tiene mayor afinidad por la forma
desnaturalizada de la proteina, se observara una disminucién en la temperatura media de desnaturalizacion. (7)

Ante una patologia, se producen cambios en la composicidn y en las interacciones en una muestra bioldgica, que alteraria
los termogramas, produciendo cambios respecto al patrén normal. Los cambios de décimas de grados en la temperatura
de fusion podrian ser mucho mas significativos que los pequefios cambios de tamario, forma o carga resultante de la
unién de una proteina a un receptor observado mediante electroforesis o métodos de espectrometria de masas. (2)

Aunque en el ensayo calorimétrico no se observa especificamente la desnaturalizacion de biomarcadores de baja
abundancia y bajo peso molecular, ni identifica directamente biomarcadores de enfermedad, si informa de las
consecuencias debido a los cambios en las interacciones con las principales proteinas plasmaticas a través de la
modificacion de las propiedades observadas durante su proceso de desnaturalizacién.

Se ha demostrado que el DSC proporciona un termograma bien definido, homogéneo y reproducible para individuos sanos
(clinicamente asintomaticos). (6) Ademas, los estudios en varias enfermedades revelaron cambios significativos en el
termograma del suero/plasma en comparacidn con controles sanos. Incluso en algunos casos se han observado diferentes
cambios segun el estadio o durante el seguimiento de los pacientes. (2,6-27) Aunque la muestra bioldgica mas
comunmente estudiada haya sido el suero o plasma, también hay estudio donde se han analizado mediante DSC otras
muestras bioldgicas (liquido sinovial, liquido cefalorraquideo, liquido intraquistico pancreatico, saliva, etc.). (28—32)

Con todos los estudios publicados hasta ahora, aunque no hay evidencia de los mecanismos bioldgicos responsables de
los cambios en los perfiles de DSC, se ha demostrado que los termogramas de muestras bioldgicas pueden proporcionar
informacién complementaria importante a las técnicas existentes, mostrando asi su potencial como posible nueva
herramienta de diagndstico y seguimiento de enfermedades. Serian necesarios estudios con mayores tamafos
muestrales, diferentes patologias y seguimientos de los pacientes, asi como el desarrollo de métodos de estandarizacion
de analisis de los datos de termograma, con tratamientos estadisticos rigurosos, pero que a la vez sea facilmente de aplicar
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para generar métricas sencillas de entender por los clinicos, con el fin Ultimo de alcanzar el potencial diagnéstico
prometedor de esta metodologia.

A la hora de analizar de forma comparativa las curvas de termogramas entre individuos sanos y enfermos, las referencias
bibliograficas muestran unos analisis para obtener parametros termodinamicos de caracteristicas localizadas y especificas
de los perfiles de DSC (temperaturas maximas, entalpia calculada mediante el 4rea, exceso de capacidad calorifica a
determinadas temperaturas, etc.). (6,8,9,11,12,14-21,24,25,33,34) Con el avance en el andlisis de datos y el desarrollo
de técnicas cada vez mas sofisticadas relacionadas con la inteligencia artificial, en los ultimos afios se han incorporado
conceptos como el aprendizaje automatizado y el aprendizaje profundo.

De manera simplista se puede decir que dentro del ambito de la inteligencia artificial se incluye el aprendizaje
automatizado, y dentro de éste el aprendizaje profundo. La principal diferencia entre estas areas radica en el objetivo a
estudio. Asi, la inteligencia artificial representa un sistema no bioldgico que se basa en reglas, el aprendizaje automatizado
se basa en algoritmos que entrenan modelos usando datos existentes, y el aprendizaje profundo se basa en algoritmos
que parametrizan redes neuronales de multiples capas que representan los datos mediante diferentes niveles de
abstraccion.

El aprendizaje automatizado crea sistemas que aprenden automaticamente, es decir, un algoritmo aprende a partir de
datos existentes y, posteriormente es capaz de predecir comportamientos futuros. Ademads, estos sistemas se mejoran de
forma auténoma con el tiempo, sin intervencion humana. Dentro del aprendizaje automatizado se distinguen dos
variantes, el aprendizaje supervisado y el no supervisado. Ambos se diferencian en que el supervisado tiene la informacion
de la variable respuesta de antemano, mientras que en el no supervisado se le proporciona todos los datos y el algoritmo
hara agrupaciones segun las variables dadas. Dentro del aprendizaje supervisado se incluye la clasificacién (cuando la
variable respuesta es categorica) y la regresion (cuando la variable respuesta es continua) (Figura 2).

Aprendizaje

Supervisado No Supervisado
Clasificacion Regresion Agrupacion
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Figura 2: Tipos de aprendizaje automatizado.

El aprendizaje automatizado en estadistica se ha considerado como una ciencia independiente, donde se dispone de un
conjunto de herramientas basada en diferentes métodos y algoritmos que permite clasificar a los individuos segun una
serie de variables. Algunas de las metodologias son:

e  Regresion lineal: método de regresion paramétrica cuando la variable respuesta es continua. No es una de las
técnicas mas sofisticadas, pero, su uso correcto lleva a alcanzar una precision predictiva comparable a algoritmos
mas avanzados. Ademas, se puede obtener informacion descriptiva gracias a los coeficientes asociados a cada
variable predictora.

e  Regresion logistica: se considera uno de los métodos mas sencillos para crear modelos predictivos cuando la
variable respuesta es dicotomica. Es decir, es un método de clasificacion supervisada. El objetivo del modelo de
regresion logistica es la de predecir lo mejor posible la variable resultado usando la combinacidn mas eficiente
de las variables predictoras incluidas en el estudio. La ecuacion inicial del modelo no es una funcién lineal, sino
exponencial, si bien una sencilla transformacién logaritmica (logit) la convierte finalmente en una funcion lineal,
que sigue la ecuacidn de la recta, cuya pendiente son los distintos coeficientes de regresién (Figura 3). Es una de
las mejores aproximaciones a la realidad bioldgica, ya que la influencia de una variable predictiva sobre la
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probabilidad de que aparezca una categoria (una enfermedad, por ejemplo) suele asemejarse mds a una curva
sigmoidea (funcion exponencial) que a una recta.

e(BO+PIXi++BpXp)

P o
P = 1+e(BO+PIXi+-+PDXD) -> Log ir pO+ BiXi+ -+ fpXp

Figura 3: Formula del modelo de regresion logistica multiple.

Regresion Lasso: este tipo de modelos incorpora una regularizacion, lo que se conoce como penalizacion, que es
una manera de evitar el sobreajuste (cuando un modelo se ajusta demasiado a los datos de entrenamiento,
obteniendo un rendimiento deficiente en los datos no vistos), generalizar el modelo, y seleccionar
automdticamente las variables predictoras. De manera general se puede hablar de regresién Lasso
(regularizacién L1) y regresion Ridge (regularizacion L2). Ambos se basan en el vector de coeficientes del modelo,
pero la gran diferencia entre ellos es que el tipo L1 puede reducir el valor del coeficiente hasta llegar a cero, lo
que conlleva la eliminacion de esas variables del modelo. Mientras que el tipo L2 puede estimar coeficientes con
valores muy bajos, pero sin llegar a ser ceroy, por lo tanto, no se eliminan. Existen otras funciones de penalizacion
como la red elastica, que combina las dos anteriores, donde se suelen descartar variables correlacionadas. El
grado de penalizacion se puede controlar, pasando por distintos niveles desde muy estricto a sin restricciones.

Andlisis lineal discriminante (LDA por sus siglas en inglés): es un sistema de aprendizaje automatico supervisado
de clasificacion y un método de reduccién de dimensiones. Busca la mejor combinacion lineal de variables que
diferencie las diferentes categorias de la variable respuesta. Parece que el LDA tiene cierta ventaja respecto la
regresion logistica cuando hay correlaciones importantes, pero ambos no serian muy Utiles cuando existe una
muy alta multicolinealidad.

Arboles de decisién: también conocidos como modelos de arbol de clasificacién y regresién (CART), son un tipo
de aprendizaje automatizado supervisado. Estos modelos segmentan el espacio predictor en K nodos no
superpuestos. Cada nodo se describe mediante un conjunto de reglas que se pueden utilizar para predecir
nuevas respuestas (Figura 4). Son faciles de usar e interpretar, pero no son competitivos con los mejores métodos
de aprendizaje automatizado. Sin embargo, son la base para un grupo de modelos (bagged trees, random forest,
boosted trees) mas precisos, pero menos interpretables. Una de las ventajas es que considera las interacciones
entre las variables.

Nodo nuevo Nodo nuevo
Nodo nuevo Nodo nuevo

Figura 4: Diagrama de arbol de decision.

Regresion de K vecinos mds proximos (KNN de sus siglas en inglés): método no paramétrico donde aproxima la
asociacion entre las variables independientes y la variable resultado promediando las observaciones en la misma
vecindad (Figura 5). Este método se vuelve menos practico cuando se aumenta las variables predictoras. Es una
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manera diferente de construir un modelo de clasificacidn, pero con algunas limitaciones como la mayor carga
computacional y la falta de interpretabilidad, en comparacion con la regresion logistica.

Figura 5: Algoritmo de K vecinos mas proximos.

Desde que se comenzd a estudiar el potencial de la técnica DSC aplicada al diagndstico, se han reportado diversos
métodos de analisis, ya que los esfuerzos de los grupos de investigacion se han centrado en el desarrollo de una
metodologia sistemdtica y robusta para el andlisis computacional de las curvas de los termogramas de DSC. Estas son
algunas de las metodologias de analisis desarrolladas en diversos estudios orientados a patologias tumorales e
inflamatorias:

En 2010, Fish D. et al, (35) desarrollaron un método no paramétrico para analizar y clasificar los termogramas. Consiste
en la combinacién de dos parametros, una métrica de distancia y un coeficiente de correlacion, para resumirlos en un
Unico parametro de “similitud” respecto a un grupo empirico de referencia. Ademas, analizaron la variabilidad en cada
temperatura y concluyen que el rango entre 60°C y 80°C es el de mayor variabilidad. Por esta razén, decidieron no usar
todo el rango de temperatura (considerando todo el rango entre 40°C hasta 95°C), sino que seleccionaron desde 55°C
hasta 85°C para aplicar su metodologia. Con todo esto, fue posible clasificar los termogramas de pacientes diagnosticados
de lupus en categorias estratificadas por diferentes grados de la patologia. Posteriormente, esta metodologia fue aplicada
por otros grupos de investigacidn, y otras patologias como cancer colorrectal, gammapatias monoclonales y pacientes
con esquizofrenia, poniendo de manifiesto la reproducibilidad del método. (10,13,23,27)

En 2013, Rai S. et al, (36) puso de manifiesto la complejidad del andlisis y la clasificacion de estos datos, considerados de
alta dimensidn, es decir, son datos en los que el nimero de variables es mucho mayor que el nimero de pacientes. En
este trabajo, se hizo referencia al método de clasificacidon I-RELIEF, (37) utilizado sobre todo en conjuntos de datos de alta
dimensién como son los datos de expresion genética o los de protedmica. En estos casos solo un grupo pequefio de
variables fueron significativos, por lo que se necesitaban de herramientas de seleccién o reduccién de variables. Por ello,
este grupo desarrolld y validé un nuevo método de reduccién y modelado de datos de alta dimensién, demostrando que
el rendimiento era mayor que el método I-RELIEF. Como en el caso anterior, seleccionaron un rango de temperaturas,
pero en este caso entre 50°Cy 75°C. Ademads, en cada muestra, se promedid los valores de Cp dentro de cada incremento
de 1°C, es decir, de 50°C a 50.9°C, de 51°C a 51.9°C, etc. obteniendo 26 observaciones por muestra. Esta metodologia se
aplicé para diferenciar controles sanos de pacientes con cancer de cuello de utero.

En 2016, Garbett N. et al, (38) propusieron un analisis utilizando tres enfoques: un ajuste con un primer modelo de
regresion logistica con cinco de los parametros localizados clasicos, un ajuste de un segundo modelo con los seis primeros
componentes principales, y, finalmente, un ajuste con seis modelos de clasificacion con algoritmos penalizados. Ademas,
para este estudio se seleccion6 de nuevo un rango de temperaturas, ente 60°C y 80.9°C (cada 0.1°C), contando con 210
variables. Se dividié la poblacion a estudio en 2/3 como entrenamiento y 1/3 como prueba, aleatorizando 100 veces cada
grupo. Aplicando estas metodologias para diferenciar los termogramas de pacientes sanos respecto a pacientes con lupus,
concluyeron que el rendimiento de la clasificacion fue significativamente mayor cuando se aplicd cualquiera de los
algoritmos de penalizacidn.

En 2017, Kendrik S. et al, (39) considerd en su estudio las curvas de termogramas como datos funcionales. Por ello,
primero utilizaron puntuaciones de componentes principales funcionales para reducir la dimensionalidad, para,
posteriormente, ajustar un modelo de regresion logistica funcional. Se dividié los datos en 2/3 de entrenamiento y 1/3
de prueba, aleatorizandolo hasta 1000 veces. Se aplicé de nuevo en pacientes con lupus, destacando de su modelo la facil
interpretacidn de los resultados y la posibilidad de introducir ademas covariables como edad, sexo, etc.

Ese mismo afio y usando la misma patologia (lupus), Garbett N. et al, (40) utilizaron una versién modificada del anélisis
discriminante lineal de Fisher (MLDA), el cual también fue disefiado para datos de alta dimensidn. Dividiendo 2/3 de la
muestra en entrenamiento y 1/3 en prueba, aleatorizando 1000 veces, se comparé tres modelos: un primero modelo
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basado Unicamente en las curvas de DSC, un segundo modelo basado en los resultados de autoanticuerpos, y un tercer
modelo usando las curvas de DSC y los autoanticuerpos. En este trabajo se demostré que la combinacion de los
termogramas y las pruebas diagndsticas disponibles, se mejora el diagndstico de los pacientes.

En 2019, Rai S. et al, (41) propusieron un analisis de componentes principales para la reduccion de los datos, aplicandolo
a un método paramétrico, y comparandolo con un método no paramétrico de K-vecinos (KNN) y con un método
semiparamétrico de KNN con distorsidon dinamica del tiempo (DTW). Para realizar los ajustes de los modelos emplearon
el 70% como entrenamiento y el 30% restante como prueba. Ademas, seleccionaron el rango entre 48°Cy 80°C, tomando
la media para cada grado, contando finalmente con 33 variables. Todo ello se ajusté a modelos de dos grupos (controles
vs cancer de pulmon; controles vs cancer de cuello de Utero; controles vs cancer de pulmdn y de cuello de Utero; cancer
de pulmédn vs cancer de cuello de Utero) y de tres grupos de clasificacion (controles vs cancer de pulmén vs cancer de
cuello de utero), siendo mayor el rendimiento en los modelos de dos grupos. Concluyeron que el modelo paramétrico
tenia mejor rendimiento, sobre todo cuando se introducian covariables demograficas, debido a que este método utiliza
menos parametros y es menos sensible al sobreajuste.

Nuestro grupo de investigacion comenzdé sus estudios sobre la utilizacion del DSC con muestras bioldgicas en el 2015. (42)
El primer trabajo publicado, presentaba un enfoque fenomenoldgico y multiparamétrico de analisis. Para ello, primero se
realizaba una deconvolucidn del termograma en seis curvas individuales. De cada curva se obtenian diferentes parametros
(parametros primarios): altura del pico (equivalente a la capacidad calorifica maxima), temperatura del maximo del pico
(equivalente a la temperatura de transicion media) y el ancho del pico. Luego, mediante su combinaciéon, obtener unos
parametros segundarios (area normalizada bajo la curva en las transiciones 2 al 5, area normalizada del poligono en las
transiciones 2 al 5), los cuales, junto con la temperatura media (primer momento del termograma) y la asimetria del
termograma, se podian comparar entre individuos sanos y pacientes con adenocarcinoma gastrico.

En un trabajo posterior en 2018, (43) realizado en colaboracién con el grupo de la Dra. Garbett (pioneros en el uso de DSC
aplicado a diagndstico) se acufié el término de biopsia liquida térmica (TLB de sus siglas en inglés) para definir el uso del
DSC con muestras bioldgicas. Se aplico el andlisis multiparamétrico de los termogramas en muestras recogidas durante el
tratamiento y la vigilancia de los pacientes con melanoma, y se comparo con la evaluacién clinica y con las pruebas de
imagen. Se observé una buena concordancia entre la evolucion clinica y los cambios en el termograma. Incluso, en algunos
casos se observaron cambios en el termograma antes de que fuera diagnosticado clinicamente, poniendo en manifiesto
el potencial del TLB como herramienta para el seguimiento de los pacientes.

En el trabajo publicado en 2019, (44) los pardmetros descritos previamente se introdujeron en un modelo de regresién
logistica multiple de forma que fue posible obtener un modelo que proporcionaba una puntuacién de prediccion (TLB
score) basada en la capacidad de detectar termogramas alterados de pacientes con cancer de pulmaon.

En 2021, (45) se aplicd el TLB score en pacientes con esclerosis multiple, concluyendo que el modelo mejoraba su
prediccion en estadios tempranos, cuando era mas dificil el diagndstico con las técnicas disponibles. Estos resultados
abrieron las puertas al uso del TLB como herramienta de cribado. Este estudio fue publicado durante la Tesis Doctoral,
por lo que se puede ver en el apartado de PUBLICACIONES.
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Cancer de pancreas
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El adenocarcinoma ductal (PDAC) es el tipo mas frecuente de cancer de pancreas. Es un tumor del pancreas exocrino, que
se origina a partir del epitelio ductal. Existen tres lesiones precursoras reconocidas que son, por orden de frecuencia, la
neoplasia microscopica intraepitelial pancreatica (PanIN), la neoplasia mucinosa papilar intraductal (TPMI) y la neoplasia
quistica mucinosa (MCN). (46) Es un problema de salud grave y de incidencia creciente a nivel mundial, debido sobre todo
al diagnéstico tardio (estadios localmente avanzados o metastdsicos) por ausencia de sintomas especificos, por la no
disponibilidad de biomarcadores sensibles, asi como por la resistencia a las terapias disponibles.

En Espaiia, la incidencia estimada en el afio 2023 es de 9.280 nuevos casos (51.40% en el sexo masculino), siendo el octavo
cancer mas frecuente. A pesar de no ser uno de los tumores mas incidentes, si es uno de los mas mortales, siendo la
tercera causa de muerte por cancer, con un cociente muerte/incidencia casi de 0.98. (47) Tiene una tasa de supervivencia
menor al 10% a 5 afios, y sélo entre un 10-20% de los pacientes son candidatos a tratamiento quirargico, siendo ésta la
Unica opcion potencialmente curativa. Aunque en Espafia la mortalidad por cancer ha experimentado un importante
descenso en las Ultimas décadas gracias a los programas de prevencion, de cribado y a los avances terapéuticos, el cancer
de pdancreas es el Unico en el que la mortalidad se ha visto incrementada, siendo ademas esta tendencia similar a la
estimada en la mayoria de los paises europeos. Segliin datos proporcionados por GLOBOCAN (Global Cancer Observatory),
se prevé que la mortalidad y la incidencia por cdncer de pdncreas en los préximos veinte afios se mantendra en ascenso
(Figura 6).
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Figura 6: Estimacion de la incidencia y la mortalidad del cancer de pancreas a nivel mundial, desde el 2020 hasta el 2040,
segun el sexo.

Uno de los mayores problemas en el cancer de pancreas es la ausencia de los sintomas especificos, siendo practicamente
indetectable en las primeras etapas de la enfermedad. Esta es una de las razones por las que el diagndstico suele
producirse en estadio avanzados. Las manifestaciones van a depender de la situacion, tamafo y diseminacién del tumor.
Asi, las principales zonas de diseminacion metastdsica son higado, peritoneo, pulmones y hueso (Figura 7). (46)
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Figura 7: Localizacidon del pancreas y sus principales metastasis. Imagen creada mediante la libreria gganatogram.
(171,172)

Actualmente no existe ningun programa de cribado poblacional para el cdncer de pancreas debido sobre todo a su baja
incidencia y a la ausencia de biomarcadores con alta sensibilidad. Sin embargo, la mayoria de las sociedades cientificas si
gue aconsejan la realizacion de programas de cribado en determinados grupos poblacionales de riesgo con susceptibilidad
genética, que pueden suponer hasta el 10% de los casos.

Una de las herramientas de las que se dispone cuando se esta estudiando a un paciente con cancer de pancreas son la
realizacion de una analitica sanguinea general con bioquimica, hemograma y coagulaciéon. Dentro de todos estos
parametros, se va a destacar:

- Albumina: proteina sintetizada en el higado que representa alrededor del 60% de las proteinas en sangre
periférica. La albumina actua en la homeostasis, nutre a los tejidos y es uno de los principales
transportadores del torrente sanguineo. Su concentracion puede disminuir en estados patolégicos como el
cancer, pero ademds cuando hay signos o sintomas de malnutricién y pérdida de peso. Es considerado un
reactante de fase aguda negativo.

- Lactato deshidrogenasa (LDH): enzima que interviene en reacciones metabdlicas que conducen a la
obtencion de energia, y se encuentra en casi todas las células del organismo, predominando en el corazon,
higado, musculo, rifiones y pulmones. Puede emplearse para establecer el estadio de ciertos tipos de cancer,
determinar su prondstico y/o monitorizar su tratamiento. Un aumento en la concentracion de LDH suele
indicar algun dafio tisular, siendo una sefial de peor evolucidn, menor supervivencia y que el paciente no
esta respondiendo bien el tratamiento (quimioterapia). Es considerado un reactante de fase aguda positivo.

- Marcador tumoral antigeno carbohidrato 19-9 (CA19.9): proteina que se encuentra en la superficie de ciertas
células cancerosas, siendo liberado por las mismas al torrente sanguineo, lo que permite su aplicacién para
su diagnéstico, con una sensibilidad entorno al 70%-92% y una especificidad del 68%-92%, es decir, no es
especifico del cancer de pancreas. Pero sobre todo esta mas aceptado su uso como medida de carga tumoral,
aplicdndose por su valor prondstico en el seguimiento de los pacientes y en la toma de decisiones
quirdrgicas. (48,49) No se ha demostrado su utilidad como herramienta de cribado en individuos
asintomaticos por su escaso valor predictivo negativo (58%). (50) Ademas, por un lado, existe un grupo
poblacional que no son capaces de producir CA19.9. Este grupo tiene un genotipo Lewis (Le? y Le®) negativo,
caracterizandose por no poder sintetizar la enzima fucosiltranferasa necesaria para el CA19.9, y representa
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entre el 10%-15% de los pacientes caucasicos, llegando a un 22% en poblacién africana. (46,51,52) Por otro
lado, existen patologias benignas que provocan elevaciones de CA19.9 como son la pancreatitis aguda,
cirrosis hepatica o colestasis. Incluso puede estar aumentado en menor concentracidén en personas sanas.
Esto limita su uso como Unica prueba para el diagndstico de cancer de pancreas.

- Proteina C reactiva (PCR): proteina que se produce en el higado, aumentando su concentracién en sangre
periférica cuando existe una inflamacién, de manera que puede ayudar al diagndstico de situaciones agudas
o al seguimiento de enfermedades inflamatorias crdnicas. Se considera un reactante de fase aguda. Puede
estar aumentada en traumatismos, infarto agudo de miocardio, enfermedades autoinmunes, infecciones,
etc. Parece que la inflamacién juega un papel importante en el desarrollo y progresion del cancer. (53) En el
caso del cancer de pancreas, parece estar relacionado con la supervivencia de los pacientes, de manera
aislada o combinada con otros biomarcadores. (54—64)

- Interleucina 6 (IL-6): proteina de la familia de las citoquinas, con un gran nimero de funciones, sobre todo
relacionadas con el sistema inmunitario, participando en la llamada “cascada inflamatoria”. Es producida por
diferentes tipos de células, ejerciendo su funcion sobre varias células o tejidos. Favorece la diferenciacién de
linfocitos B y la produccién de reactantes de fase aguda. Es principalmente proinflamatorio, aunque tiene
algunos efectos antiinflamatorios también. En pacientes con cancer de pdancreas, se ha asociado niveles
elevados de IL-6 con menor supervivencia, tanto solo como combinado con otros biomarcadores. (64)

- Proteina 1 similar a quitinasa-3 (YKL-40): lectina fijadora de carbohidratos con preferencia por la quitina, sin
actividad quitinasa. Desempeiia un papel en la respuesta inflamatoria de células T, y en la inflamacion
inducida por la interleucina 13. En pacientes con cdncer de pancreas, un nivel alto de YKL-40 se ha asociado
con una menor supervivencia, pero no es tan prondstico como la PCRy la IL-6. (64)

Las pruebas de imagen son otra herramienta importante para el diagndstico, permitiendo el estudio de la extensién y la
planificacion del tratamiento. Las mas habituales son: pruebas radiolégicas como la ecografia abdominal, la tomografia
axial computarizada (TAC), y la resonancia magnética; y pruebas endoscépicas como la ultrasonografia endoscopica (USE).
(65—68) Estas técnicas de imagen permiten la clasificacion del adenocarcinoma de pancreas en estadios segun el sistema
TNM del American Joint Committee on Cancer (AJCC). De esta manera, segln la American Cancer Society, se pueden
clasificar en base a tres parametros: tamafo del tumor (T), propagacion o no a los nédulos o ganglios linfaticos adyacentes
(N), y metastasis a sitios distantes (M). El tamafio y si hay metastasis o no (es decir, T y M), se puede saber mediante
pruebas de imagen, mientras que la informacién de la propagacién a los nddulos (N) solamente si se dispone en la pieza
quirdrgica, es decir, en los pacientes operados. Este proceso facilita la toma de decisiones ya que, cada estadio tumoral
se asocia a un prondéstico diferente y con unas opciones terapéuticas concretas. En la 82 edicion de la AJCC del 2017 se
establecen los estadios IA, IB, lIA, IIB, lll y IV segln el TNM, (69) de forma que, posteriormente, se puede resumir en unas
etapas que va de 0 hasta IV, como se indica en la Tabla 1.

Tabla 1: Etapas del cancer de pancreas segun la clasificacién de la AJCC y su agrupacion segun las caracteristicas del tumor
descrita en los parametros TNM (tamafio, metastasis y propagacién a nddulos).

Estadio Etapas AJCC Agrupacion por etapas
0 0 TisNOMO (carcinoma in situ)
I IA TINOMO
IB T2NOMO
Il A T3NOMO
111B TIN1IMO
111B T3N1MO
111B T3N1MO
] 1] T2N2MO
1] T3N2MO
1l T4NcualquieraMO
1\ \Y TcualquieraNcualquieraM1

Notas: Estadios segun la octava edicion de la AJCC (American Joint Committee on Cancer).
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Independientemente del estadio, existe una clasificacion mds practica, especialmente desde el punto de vista quirurgico:

(46,69)

Resecables: si el cdncer esta sdlo en el pancreas o se ha propagado cerca de éste, pudiéndose extraer por
completo el tumor. Aqui se incluyen los pacientes T1, T2 y T3 sin metéstasis (MO0).

No resecables: cuando mediante cirugia no se pueden extraer completamente. Aqui se puede subclasificar
en:
o Localmente avanzado: si el cancer aun no se ha propagado a drganos distantes pero el cirujano
considera que no se puede extraer completamente. La principal razén es porque ha crecido hacia
o alrededor de los vasos sanguineos principales adyacentes. El objetivo de esta cirugia no seria
tratar de curar el cancer, sino que prevenir y aliviar sintomas o problemas tales como una
obstruccién del conducto biliar o del tracto intestinal. Aqui se incluyen los pacientes T4 sin
metastasis (MO0).

o Metastésico: cuando el cancer se propaga a 6rganos distantes y no se pueden extraer por completo.
Aqui se incluyen los pacientes con metastasis.

Ademads, se cuenta con otras escalas para poder clasificar a los pacientes en funcidn de diferentes categorias:

La escala ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) del estado funcional, que fue creada por Zubrod y
cols., (70) la cual incluye la funcionalidad como uno de los pardmetros para tener en cuenta la evaluacion
del efecto de las quimioterapias en pacientes oncolégicos. Consta de 6 niveles, desde funcionalidad normal
(ECOG =0) a muerte (ECOG = 5) (Tabla 2). Es una valoracién clinica muy util y sencilla de utilizar para valorar
del estado general de los pacientes, debido a los pocos niveles que tiene, de manera que los pacientes con
ECOG =0-1-2 son pacientes candidatos para tratar con quimioterapia, mientras que los pacientes clasificados
como ECOG=3-4 normalmente reciben cuidados paliativos.

Tabla 2: Escala Eastern Cooperative Oncology Group (Escala ECOG).

Puntuacion Descripcion

0
1

Completamente activo, capaz de realizar todas las actividades previas a la enfermedad, sin restriccion.
Restringido en actividad fisica extrema, capaz de caminar y realizar trabajos livianos, como en casa o en
el trabajo.

Capacidad de caminar y de autocuidados, pero incapaz de realizar cualquier tipo de trabajo. Deambula
mas del 50% de las horas que esta despierto.

Capacidad de autocuidados limitado, se mantiene postrado o en sillas mds del 50% de las horas que esta
despierto.

Completamente incapacitado. No puede realizar autocuidados. Totalmente confinado en cama o silla.
Muerte

El grado de diferenciacion histoldgica indica la rapidez con la que probablemente crecera ese tumor. La
importancia de esta variable es que puede ser uno de los factores que determine el pronéstico y el
tratamiento. Esta informacion se recoge del estudio anatomopatoldgico de la muestra quirdrgica. De manera
general se habla de tumores bien diferenciados, cuando las células del tumor y la organizacién del tejido se
asemeja a las células y tejidos normales, y su crecimiento es lento por ser de baja malignidad; y de tumores
indiferenciados o pobremente diferenciados, cuando las células son anormales y le falta la estructura de los
tejidos normales. De manera mas especifica, segun la semejanza a las células normales, los tumores se
clasifican en grados que van del 1 al 4. A medida que aumenta el grado, menor semejanza hay con las células
normales, mayor tendencia a crecer y a diseminarse mas rapidamente y, por lo tanto, peor prondstico. Asi,
se puede distinguir los siguientes grados: desconocido o cuando no puede determinarse (Gx), bien
diferenciados (G1), moderadamente diferenciado (G2), pobremente diferenciado (G3), o indiferenciado
(G4).
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- El sistema de medicién conocido como The Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST), en su
version 1.1., (71) el cual también se suele llamar criterios de evaluacion de respuesta en tumores sélidos, es
un método estandar que se usa para medir el modo en que un paciente con cancer responde al tratamiento.
Permite determinar si los tumores se reducen, permanecen igual o se agrandan. Los tipos de respuesta
serian:

o Respuesta Completa (RC): Desaparicién de todas las lesiones diana. Cualquier ganglio linfatico
patoldgico (ya sea diana o no) debe tener una reduccién en el eje corto de < 10 mm.

o Respuesta Parcial (RP): Al menos una disminucion del 30% en la suma de los didametros de las
lesiones diana, tomando como referencia la suma basal de los didametros.

o Progresién de Enfermedad (PE): Al menos un aumento del 20% en la suma de los didmetros de las
lesiones diana, tomando como referencia la suma mas pequefia en el estudio (esto incluye la suma
basal si es la mas pequeiia en el estudio). Ademas, la suma también debe demostrar un aumento
absoluto de al menos 5 mm. La aparicién de una o mas lesiones nuevas también se considera
progresion.

o Enfermedad Estable (EE): Ni la disminucion suficiente para calificar como RP ni el aumento
suficiente para calificar como PE, tomando como referencia los didametros de la suma mas pequefia
durante el estudio.

- indice de comorbilidad de Charlson corregido por la edad (CACI): (72) sistema de evaluacién de la esperanza
de vida a los diez afos, segln la edad y 19 situaciones mas. En general se considera valores entre 0-1 como
ausencia de comorbilidad, valores de 2 como comorbilidad baja, y valores = 3 como comorbilidad alta.

Por lo tanto, en la actualidad para el cancer de pancreas, considerado uno de los tipos de cancer con evolucion infausta,
no contamos con biomarcadores que permitan sospechar de la afectacion o diagnosticarlo en estadios precoces, ni con
herramientas mas sensibles para realizar un seguimiento mas preciso. Estos serian algunos de los puntos de mayor interés
para poder mejorar el manejo de los pacientes con esta patologia. Aunque es todo un reto, uno de los escenarios ideales
seria disponer de una técnica de alta sensibilidad para mejorar el diagndstico, la estratificacidn y el seguimiento de los
pacientes con cancer de pancreas, a partir de una muestra poco invasiva, como es la muestra de sangre periférica.
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Cancer colorrectal
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El cancer colorrectal (CCR) es el tercer cancer mas frecuente en cuanto a incidencia a nivel mundial, manteniendo esta
posicion en ambos sexos. En el 2022 causé 903,853 muertes, siendo el segundo cancer con mayor mortalidad después
del de pulmoén. Estas tasas dependen de la geografia, observandose una mayor incidencia y mortalidad en los paises mas
desarrollados (Europa, Oceania y América del Norte) (Figura 8). Se estima que tanto la incidencia como la mortalidad
van a ir aumentado en los proximos afios, manteniéndose una frecuencia mayor en el sexo masculino. En Europa, todos
estos porcentajes y tendencias se mantienen, excepto en la incidencia, donde pasa a ser el segundo tipo de cancer mas
frecuente. Y en Espaia destaca por ser el cancer mas frecuentemente diagnosticado.

A B
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Notas: Imagen recogida de GLOBOCAN (Global Cancer Observatory) a fecha 22 de febrero del 2024.

Figura 8: Mapa de incidencia del cancer colorrectal en el mundo segun rangos de edad. A/ En el sexo masculino; Bf En el
sexo femenino.

El CCR es generalmente considerado como una sola entidad, pero en realidad, se compone del cancer de colon y cancer
del recto, que difieren no sélo por su localizacién anatdmica, sino también por sus diferentes origenes, patrones
metastasicos y tratamientos. (73) La clasificacion patoldgica de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasifica el CCR
en los siguientes subtipos histoldgicos: canceres glandulares (adenocarcinomas clasicos, el mas frecuente),
adenocarcinomas mucinosos, carcinomas de células en anillo de sello y variantes que incluyen carcinomas
adenoescamosos, carcinomas de células escamosas, carcinomas medulares, neuroendocrinos, indiferenciados y otros. El
CCR es un cancer de origen epitelial, que suele desarrollarse a partir de adenomas convencionales. (74)

En las primeras etapas del CCR, periodo que puede durar afios, generalmente el proceso se origina a partir del crecimiento
de células del colon, y cominmente comienza como un pequefio crecimiento no canceroso, llamado pdlipo, en la pared
del colon. Con el tiempo, estas células se multiplican sin control, haciendo que el pélipo crezca y se vuelva canceroso
(Figura 9). Como resultado, los tejidos circundantes se dafian, alterando las funciones normales del colon. (75) Ademas,
a medida que los pdlipos crecen, pueden sangrar y/u obstruir el intestino. La transformacidon del epitelio coldnico normal
en una lesion precancerosa, que conduce a un carcinoma invasivo, requiere una acumulacién de mutaciones genéticas ya
sea en la linea somatica (adquirida) y/o en la linea germinal (heredada), lo cual suele tardar aproximadamente de 10 a 15
afios. Toda esta progresion desde una lesidon benigna (pdlipo adenomatoso) hasta el cdncer, es una secuencia bien
establecida y conocida en el 70-80% de los pacientes con CCR. (76) Aunque no todos los adenomas evolucionan a
carcinoma.
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Nota: Imagen tomada de https://serviciodigestivotomelloso.es/cribado-de-cancer-colorrectal/

Figura 9: Evolucién de la mucosa normal a cancerosa en el intestino grueso.

Para los pacientes diagnosticados con CCR en una etapa temprana de la enfermedad, la cirugia es la principal opcién
terapéutica, llegando a ser curativa. Sin embargo, un gran nimero de pacientes son diagnosticados en una etapa
avanzada, es decir, con metastasis, donde la tasa de supervivencia a 5 afios es de aproximadamente el 14%. Para estos
pacientes, la principal opcion terapéutica es la quimioterapia. (77)

Los sintomas y signos del CCR pueden pasar desapercibidos en etapas tempranas de la enfermedad, mientras que su
aparicion suele ser indicativa de estadios avanzados. Estos sintomas y signos pueden depender de la localizacién del
tumor, (74) pero de manera general destaca el sangrado rectal, cambios en los habitos intestinales alternando periodos
de diarrea con periodos de estrefiimiento, pérdida de peso involuntaria y dolor abdominal. Entre los signos, se pueden
detectar masas palpables rectales y abdominales, anemia ferropénica (como consecuencia de las pérdidas de sangre),
sintomas agudos y enfermedades metastasicas. (78)

El riesgo de CCR esta influenciado por factores modificables y no modificables. Dentro de los modificables destacan la
obesidad, el tabaquismo, el abuso del alcohol, el consumo de carnes procesadas y rojas, y las infecciones bacterianas. Por
otro lado, la actividad fisica, los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos, la terapia hormonal posmenopausica y
la ingesta de frutas y verduras se asocian con un menor riesgo de CCR. Asi, se estima que cambios en los hdbitos
nutricionales y dietéticos pueden reducir hasta un 70% el riesgo de padecer CCR. (74) Entre los factores no modificables,
la edad, los antecedentes familiares de CCR, la enfermedad inflamatoria intestinal, un diagndstico previo de diabetes tipo
Il'y un diagnédstico de enfermedades hereditarias como el sindrome de Lynch o la poliposis adenomatosa familiar, son los
mas relevantes. Ademas, se debe tener en cuenta que la carcinogénesis es el resultado de la interaccidén entre mutaciones
genéticas y cambios epigenéticos. Por lo que sus interacciones con factores ambientales, asi como la microbiota humana
que influye en el metabolismo celular y la tasa de proliferacién, la alteracion de la informacidn genética, la regulacidon
epigenética, los defectos genéticos en los remodeladores de la cromatina, asi como las limitaciones en el conocimiento
sobre el papel de las regiones no codificantes del genoma en el desarrollo del cdncer, deben tomarse en conjunto como
factores clave para comprender la carcinogénesis. (74)

Para estratificar a los pacientes con CCR se utilizan escalas aplicadas en otros tipos de canceres, tales como la escala ECOG,
los estadios segln la octava edicion de la AJCC, y escalas relacionadas con la comorbilidad como la escala CACI. Todas
ellas ya han sido descritas en la INTRODUCCION: Cancer de pancreas. Por ello, ahora Gnicamente se va a afiadir el sistema
de clasificacion del estado fisico de la Sociedad Estadounidense de Anestesidlogos (ASA). Es un sistema uniforme de
clasificacién de los pacientes antes de un procedimiento quirdrgico que requiere anestesia, con el objetivo de predecir
los riesgos y complicaciones quirurgicas, las cuales van a depender del tipo de cirugia, la edad del paciente, la extension
del procedimiento, etc. Para ello, utiliza un sistema de clasificacion que va desde el estado | al estado V, existiendo un
sexto estado que identifica a los donantes de érganos fallecidos (Tabla 3).
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Tabla 3: Sistema de clasificacidn del estado fisico de la Sociedad Estadounidense de Anestesidlogos.

ASA Definicion Ejemplo en adultos Ejemplo en pediatria
| Persona con buena salud Persona que no fuma y consume Nifio/a con un IMC saludable para
minimamente alcohol su edad
1] Con afeccién leve pero bien Embarazada, persona con afeccién Nifio/a con asma leve, con arritmias
manejada o tratada pulmonar, fuma o consume alcohol bien  controladas o apnea
socialmente o tiene sobrepeso obstructiva del suefio leve
[l Con una condicion grava que tiene  Persona con IMC superior a 40, Nifio/a con asma grave, anomalia
un impacto en su salud general trastorno por el abuso del alcohol o cardiaca, epilepsia o apnea
con un marcapasos implantado obstructiva del suefio grave
IV Conunacondicidén grave que pone Persona con sepsis, que recibe Nifio/a con insuficiencia cardiaca
en peligro su vida dialisis con regularidad o tiene una congestiva, que depende de un
enfermedad cardiaca grave ventilados o estd en shock
\Y Con una afeccidén potencialmente Persona con aneurisma roto, Nifio/a con hemorragia
mortal que necesita cirugia sangrado cerebral o disfuncién intracraneal, insuficiencia
inmediata para aumentar las multiorganica respiratoria o enfermedad hepatica
probabilidades de supervivencia grave
VI  Fallecida donante de érganos Fallecido Fallecido

Nota: ASA: Sociedad Estadounidense de Anestesidlogos, de sus siglas en inglés; IMC: indice de masa corporal.

A la hora de realizar un diagndstico de un paciente con CCR, primero hay que diferenciar dos escenarios. El primero de
ellos es el de un paciente sintomatico y se tenga la sospecha de que el origen de esos sintomas es posiblemente un CCR.
En esta situacidn lo mas habitual es realizar una bateria de pruebas de laboratorio, donde se incluyen pruebas de sangre
periférica como hemograma y parametros relacionados con el metabolismo del hierro, si el paciente tiene sintomas
relacionados con una posible anemia, para asi confirmarla y clasificarla (normo/macro/microcitica, con/sin ferritina baja,
con déficit de vitamina B12 o acido fdlico, etc.).

Ademas, la prueba mas utilizada ante una sospecha de CCR es la determinacidn de sangre oculta en heces (SOH), que
consiste en una prueba inmunoquimica para la cuantificacién de hemoglobina en heces. Es una prueba no invasiva y
barata con una sensibilidad elevada, en torno al 79%. (74) Cuando un paciente obtiene un resultado positivo en la prueba
de SOH, se realiza una segunda prueba para confirmar el CCR, que es la colonoscopia, la cual es una técnica de deteccién
muy conocida y popular que tiene la ventaja de detectar y, al mismo tiempo, eliminar lesiones sospechosas precancerosas.
Su sensibilidad es muy alta, entre el 92% y 99%, (79) aplicable tanto al cdncer como a los adenomas no cancerosos. Pero
se considera una prueba invasiva, ya que conlleva ciertos riesgos y complicaciones como la perforacion intestinal, ademas
de que se realiza con sedacidn. Es muy importante mencionar que una correcta preparacion del paciente es necesaria
para asegurar la correcta visualizacidn del intestino grueso por parte de los endoscopistas.

Una cuestion muy interesante es qué se considera positivo en la prueba de SOH, ya que es un umbral que se puede
modificar, como en todas las pruebas de laboratorio. En este caso, es muy habitual utilizar un punto de corte mas alto
ante pacientes sintomaticos (50 pg hemoglobina/g heces), mientras que se suele reducir dicho punto de corte ante
pacientes asintomaticos (20 pug hemoglobina/g heces). (80) Es aqui donde aparece el segundo escenario, es decir, el
correspondiente al cribado poblacional del cancer colorrectal. En este caso, el punto de corte en SOH varia segun la
incidencia y presentacién del CCR, de forma que, si esta cambia, se podria cambiar el punto de corte utilizado. Un ejemplo
es la interrupcion del programa de cribado de CCR durante el periodo de pandemia COVID-19 desde el 13 de marzo hasta
el 01 de septiembre del 2020. (81) Como consecuencia de esta interrupcion, se redujo el nimero de colonoscopias
disponibles a realizar, por lo que se redujo el nimero de casos diagnosticados de CCR, aumentando la proporcién de
estadios avanzados. Para mitigar estas consecuencias, y debido a que no se podia aumentar la disponibilidad de las
colonoscopias en los servicios de salud, se estudiaron estrategias como aumentar el punto del corte de la prueba de SOH
o el uso de factores de riesgo especificos como el sexo o la edad avanzada, con el fin Gltimo de priorizar el acceso a las
colonoscopias y reducir el infra diagndstico de pacientes con CCR y con lesiones avanzados. (82)

El programa de cribado de asintomaticos se realiza en pacientes con una edad superior a los 50 afos. Este seria el Unico
criterio para poder ser invitado al programa de cribado. Aunque se esta valorando reducir a los 45 afios, debido a un
aumento de casos de CCR en pacientes menores de 50 afos. (83,84) Una vez que se acepta su participacion, se debe
realizar la prueba de SOH, que si es negativa (< 20 pg hemoglobina/g heces), se debe repetir la prueba de SOH a los dos
afios. Pero si es positiva (> 20 ug hemoglobina/g heces), se debe confirmar con la colonoscopia. En funcidn del resultado
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de la colonoscopia, el paciente tendrd un seguimiento diferente. Asi, si en la colonoscopia no se observa ninguna lesion,
el paciente es excluido temporalmente del programa de cribado durante 10 afios. Pasado este tiempo, tendria que volver
a hacer la prueba de SOH y, en funcion del resultado, hacer otra colonoscopia o no. En cambio, si en la colonoscopia se
observa una lesidn, el paciente es excluido definitivamente del programa de cribado y es trasladado al servicio de digestivo
donde se le realizara un seguimiento (Figura 10). Este seguimiento serd mas exhaustivo o menos en funcién del tipo de
lesion. Las lesiones de bajo riesgo tienen un seguimiento mas distanciado en el tiempo que las lesiones de mayor riesgo,
cuyo seguimiento es mas cercano. La definicidn de la lesidn es posible gracias a que el procedimiento de la colonoscopia
permite extirpar las lesiones para realizar su andlisis anatomopatolégico, el cual permite clasificar la lesiéon. Ademas, la
definicion del grado de riesgo también depende del nimero y tamafio de las lesiones. (85,86) Existen varias guias con los
criterios para realizar el seguimiento, (85,86) pero todas ellas se basan en el nUmero y tamanos de pélipos encontrados
en la colonoscopia, ademas de la displasia y vellosidad analizadas en el laboratorio de anatomia patoldgica.

Invitacion programa
de cribado de CCR

2 aiios
> 50 afios .
. Negativo
Acepta —» SOH
a
Positivo — Colonoscopia
No Acepta . / \
- Sin hallazgos Con lesiones
10 afhos

Seguimiento
segun tipo lesién

Notas: CCR: cédncer colorrectal; SOH: sangre oculta en heces.

Figura 10: Esquema del programa de cribado poblacién del cancer colorrectal.

Una vez que se hace un diagndstico de CCR, ya sea porque el paciente es sintomatico o asintomatico, existen marcadores
tumorales cuyo uso es mas eficiente en el seguimiento que en el propio diagndstico. No existe ningiin marcador tumoral
especifico para CCR, pero destaca el antigeno carcinoembrionario (CEA) por ser uno de los mas utilizados. El CEA es una
proteina que se encuentra en algunos tejidos del feto cuando se esta desarrollando. En el momento del nacimiento su
concentracién en sangre es muy baja, y en los adultos se encuentra en concentraciones pequenas, las cuales pueden
aumentar en algunos tipos de cancer (valor de referencia: < 5 pg/L). Al principio se pensé que era un marcador especifico
de CCR, pero posteriormente se ha demostrado que su aumento también esta relacionado con cancer de pancreas, ovario,
mama, tiroides, pulmodn, higado, estdmago, etc. Incluso puede estar aumentado en patologias no cancerosas, tales como
inflamacidn, cirrosis, Ulcera péptica, colitis ulcerosa, pdlipo rectal, enfisema, trastornos mamarios benignos, asi como en
fumadores. Por esta razon, el CEA tiene limitada su aplicacion en el cribado poblacional. Sin embargo, juega un papel muy
importante en la evaluacion de la respuesta al tratamiento y en el seguimiento de recidivas, ya que su concentracion esta
relacionada con la masa tumoral. Junto al biomarcador CEA, se suele utilizar también el CA19.9, el cual tampoco es
especifico de CCR, pero ambos son muy utilizados en el seguimiento de estos pacientes.

Debido a que todavia no existe una prueba no invasiva con la suficiente especificidad y sensibilidad para diagnosticar el
CCR, con el objetivo final del reducir el nimero de colonoscopias realizadas se siguen haciendo esfuerzos en su busqueda.
Por ejemplo, la proteina septina-9 en suero se ha relacionado con el CCR. Es una proteina implicada en la carcinogénesis
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del CCR cuando su regidn promotora estd hipermetilada. Una vez hipermetilada dentro de las células de CCR, la proteina
se libera al torrente sanguineo donde puede detectarse. Se han obtenido sensibilidades y especificidades entre 52%-73%
y 84%-91% respectivamente, aumentando estos porcentajes en etapas avanzadas. (74) Incluso se ha adaptado un
dispositivo POC (point of care). (87)

Otros biomarcadores estudiados son: 1) el antigeno polipeptidico especifico tisular, la proteina formada en las fases Sy
G2 del ciclo celular y liberada después de la mitosis. Parece que juega un papel en el diagndstico (aumenta su
concentracion en el 60%-80% de los pacientes con CCR) y seguimiento de los pacientes tras el tratamiento
quimioterapéutico en cancer pancreatico y colorrectal, sobre todo; (88) y 2) la glucoproteina asociada a tumores (TAG-
72) es una glicoproteina producida por células de la pelvis renal, el epitelio géstrico y los conductos biliares. Se estima una
sensibilidad del 28%-67% para diagnosticar el CCR. (88)

De igual manera, se estan buscando nuevos biomarcadores no invasivos para el cribado poblacional del CCR, que sean
capaces de mejorar los resultados de la prueba de SOH o como herramienta complementaria, con el objetivo final de
reducir el numero de colonoscopias innecesarias realizadas a pacientes sin lesiones en el colon. En este contexto, la FDA
(Food and Drug Administration) ha aprobado una combinacién de SOH y marcadores de DNA (deoxyribonucleic acid)
anormal para la deteccién del CCR, demostrando una mayor sensibilidad que la SOH para adenomas avanzados (42%
frente al 23%) y cancer (92% frente al 72%). (89)
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Interferencia de |a bilirrubina en
la TLB



INTRODUCCION

Mas de la mitad de los pacientes con diagndstico de cancer de pancreas experimentan un aumento de la concentracion
de bilirrubina en sangre periférica, lo que se conoce como hiperbilirrubinemia o ictericia, y se define como una coloracién
amarillenta de los tejidos corporales por la acumulacién de un exceso de bilirrubina. La ictericia producida en los pacientes
con cancer de pdancreas es causada principalmente por la ubicacidn del tumor, es decir, generalmente los tumores
ubicados en la cabeza del pancreas suprimen los conductos biliares provocando una obstruccién que desencadena en un
aumento de la bilirrubina, sobre todo la bilirrubina directa. Asi, la mayoria de los pacientes con cancer de cabeza de
pancreas presentan signos y sintomas de ictericia obstructiva. (90) Una ictericia temprana suele ocurrir por un tumor en
la cabeza del pancreas, mientras que una ictericia observada en estadios mas avanzados se suele deber a metastasis en
los ganglios linfaticos y los conductos biliares. (91)

Debido a que la bilirrubina es poco hidrosoluble, cuando se encuentra en el torrente sanguineo, se une fuertemente a la
albumina para ser transportada al higado para su metabolizacién, donde se transforma en su conjugado que si es soluble
en agua. (92,93) Un exceso en la concentracion de bilirrubina satura la capacidad de unién a albumina, aumentando la
concentracién de bilirrubina no conjugada libre, que es la responsable de los efectos tdxicos, destacando su
neurotoxicidad.

La unidn entre la bilirrubina y la albimina es estequiométricamente 1:1, habiendo un sitio en la aloimina con mayor
afinidad, ademas de otros sitios segundarios. (94) Por lo tanto, la concentracion de bilirrubina libre (no unida a albimina)
depende, ademas de la concentracion de bilirrubina total, de la concentracién de albimina y de su capacidad de unién.
(95)

La ictericia, junto con la hemdlisis y la lipemia, es considerado uno de los interferentes preanaliticos endégenos que
pueden impedir una correcta interpretacion de los resultados de las pruebas de laboratorio. (96,97) Por ello, ante una
nueva técnica analitica, las sociedades cientificas recomiendan realizar, al menos, el estudio de aquellas interferencias
mas relevantes que podrian afectar a los resultados. Sin embargo, no existe ningln estudio publicado sobre las posibles
interferencias que pueden producir la hemdlisis, la lipemia y la ictericia en el TLB.

Debido a que se estudiaron mediante TLB muestras de suero de pacientes con diagndstico de cancer de pancreas, siendo
uno de los principales agentes etiolégicos de la ictericia, (98) se analizé la posible interferencia de la bilirrubina en suero,
ya que tanto el aumento de la concentracién de bilirrubina como sus interacciones con albumina, podrian detectarse
mediante TLB.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue estudiar si puede haber una interferencia por la bilirrubina o a partir de qué
concentracién no se puede diferenciar pacientes con PDAC de pacientes sin cancer.
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MATERIALES Y METODOS

Se prepard una solucién madre de bilirrubina con una concentracién de 100 mg/dL. Para ello, primero se disolvié 10 mg
de bilirrubina pura (Sigma Referencia B4126, lote SLCK9189) en 1 mL de hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 M. Posteriormente
se afiadié 9 mL de PBS (phosphate buffered saline), obteniendo 10 mL de soluciéon madre (a una concentracién de 1 mg/mL
0 100 mg/dL).

Por otro lado, se preparé 10 mL de soluciéon blanco (sin bilirrubina) mezclando 1 mL de NaOH 0.1 M con 9 mL de PBS.

Se utilizdé una mezcla se sueros de voluntarios sanos, sin patologia pancreatica.

La solucion madre se afiadid a diez diferentes alicuotas de la mezcla de sueros de los voluntarios sanos, obteniéndose
muestras con concentraciones crecientes de bilirrubina, desde cero hasta 40 mg/dL (Tabla 4). En cada alicuota se realizd
una dilucién 1:25 con PSB, utilizando 400 L para el ensayo en el DSC.

Tabla 4: Alicuotas de concentraciones crecientes de bilirrubina, indicando los volimenes usados de la solucién madre, la
solucidén blanco y de la mezcla de suero en cada una de ellas.

Bilirrubina (mg/dL) Soluciéon madre (uL) Solucidn blanco (pL) Mezcla de sueros (pL)
0 0 40 60
1 1 39 60
5 5 35 60
10 10 30 60
15 15 25 60
20 20 20 60
25 25 15 60
30 30 10 60
35 35 5 60
40 40 0 60

Se utilizaron muestras de suero de pacientes diagnosticados de adenocarcinoma pancredtico, donde se recogid la
concentracioén de la bilirrubina en suero.

Todas las muestras se analizaron en un microcalorimetro VP-DSC de escaneo diferencial automatizado de alta sensibilidad
(MicroCal, Malvern Panalytical, Malvern, Reino Unido). Los experimentos se realizaron a una velocidad de escaneo de
1°C/min, realizando un barrido desde los 10°C hasta los 95°C. Los termogramas obtenidos fueron corregidos en funcion
su linea base. En el caso de las muestras de los pacientes con adenocarcinoma pancreatico, se obtuvo un Unico
termograma por pacientes, mientras que las alicuotas de los sueros de voluntarios sanos con concentraciones crecientes
de bilirrubina se realizé por duplicado.

Se compararon los termogramas obtenidos en cada alicuota para observar si existia un cambio en los termogramas al
aumentar la concentracion de bilirrubina. Ademds, se compard con los termogramas de los pacientes con
adenocarcinoma de pancreas cuya concentracion de bilirrubina era parecida a la concentracion de bilirrubina en la
alicuota.
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RESULTADOS

Las curvas de termogramas de las alicuotas con concentraciones crecientes de bilirrubina experimentaron cambios a
medida que aumentaba dicha concentracion, obteniendo una muy buena reproducibilidad en los duplicados (Figura 11).
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Figura 11: Media y desviacion estandar (sombreado en gris) de los duplicados de los termogramas procedentes de las
alicuotas con concentraciones crecientes de bilirrubina.

Se compard los termogramas obtenidos en cada alicuota, con los termogramas de los pacientes con adenocarcinoma de
pancreas, ambos grupos con concentraciones parecidas de bilirrubina, de manera que hasta 10 mg/dL claramente se
observo diferencias entre los termogramas de las alicuotas y los termogramas de los pacientes con adenocarcinoma. A

partir de la concentracidn de 15 mg/dL empezaron a disminuir las diferencias, siendo practicamente iguales a partir de
los 25 mg/dL (Figura 12 y Figura 13).
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Figura 12: Termogramas de las alicuotas con concentraciones crecientes de bilirrubina, junto a los termogramas de los
pacientes con adenocarcinoma con concentraciones de bilirrubina parecida al de la alicuota.
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Figura 13: Termogramas de la media de las alicuotas a cada concentracion crecientes de bilirrubina, junto a la media de

los termogramas de los pacientes con adenocarcinoma con concentraciones de bilirrubina parecida al de la alicuota, junto
con su desviacion estandar representada como sombreado en gris.



DISCUSION

Se ha observado un cambio en los termogramas de la mezcla se sueros de pacientes sanos al aumentar la concentracidon
de bilirrubina. Los mayores cambios se observaron al pasar de una concentracion de bilirrubina de 10 mg/dL a 15-20
mg/dL, donde se observé una disminuciéon del primer maximo, siendo el segundo maximo mayor a este. El primer maximo
corresponde principalmente a la aportacién de la desnaturalizacidon de la albumina, (6) lo que indicaria un reflejo del
cambio en la interaccidn producida entre la albuminay la bilirrubina. Ademas, se observé un segundo cambio importante
en los perfiles de los termogramas a partir de los 25 mg/dL de bilirrubina, donde practicamente no se observé un cambio
en ellos.

A pesar de los cambios observados al aumentar la concentracion de bilirrubina, esto no impidid que se observasen
diferencias entre los perfiles sanos y los perfiles de pacientes con cancer de pancreas a concentraciones bajas de
bilirrubina. Mientras que a partir de los 15 mg/dL de bilirrubina, estas diferencias fueron menores, siendo practicamente
superponibles a partir de los 25 mg/dL. Es aqui donde el perfil no cambia y, por lo tanto, se deduce que lo que se observa
es el perfil de desnaturalizacion de la bilirrubina principalmente. Es decir, a partir de una concentracién de 25 mg/dL,
independientemente del resto de analitos, es tan alta esta concentracidn que enmascara el perfil de desnaturalizacion
del resto.

Por lo tanto, al comparar los termogramas de pacientes sanos con pacientes con cancer de pancreas, se pueden seguir
observando diferencias entre ambos grupos vy, si se analiza una muestra de un paciente con una concentracion de
bilirrubina superior a 25 mg/dL, habria que tener en cuenta que Unicamente se estaria viendo la aportacién de la
bilirrubina al termograma.

Otras patologias con aumentos de bilirrubina podrian confundirse con cancer de pancreas al usar el TLB, ya que éste
mostraria el perfil de desnaturalizacidn de la bilirrubina, lo que indicaria un aumento considerable de ella en suero, pero
sin indicar la causa. Es aqui donde haria falta utilizar otras pruebas o el contexto clinico para diferenciarlo.
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Desarrollo de un modelo de
aprendizaje automatizado para el
diagnostico y pronostico del
cancer de pancreas mediante
muestras de suero analizadas por

TLB

48



INTRODUCCION

El cancer de pancreas es uno de los canceres mdas mortales y con peor evolucién. Estos pacientes suelen ser
diagnosticados en estadios avanzados debido principalmente a la falta de sintomas en los inicios de la enfermedad, a la
falta de herramientas diagndsticas con la suficiente sensibilidad y especificidad que permitan sospechar de la afectacion
o diagnosticarlo en estadios precoces, y a la falta de respuesta de los pacientes con tratamientos quimioterapicos. Uno
de los principales biomarcadores mas utilizado en los pacientes con PDAC es el marcador tumoral CA19.9, destacando
mas por uso en el seguimiento de la enfermedad, como indicador de carga tumoral, que, como herramienta diagndstica,
debido a su valor predictivo negativo tan bajo. Por todas estas razones, el cancer de pancreas es uno de los escenarios
donde seria interesante buscar nuevas herramientas complementarias.

Se propone la TLB como una nueva herramienta para estudiar a los pacientes con cdncer de pancreas. Pero antes seria
necesario establecer qué metodologia se va a utilizar para analizar las curvas de termogramas de las muestras de suero
de los pacientes con cancer de pancreas.

En este estudio se va a mostrar los resultados de una nueva metodologia desarrollada y validada, para el andlisis de las
curvas de termogramas de DSC cuando se utilizan muestras bioldgicas. Teniendo en cuenta la bibliografia previamente
comentada en la introduccién general, se considera que es interesante el uso de herramientas de clasificacién
tradicionalmente validadas para su uso en datos de alta dimension como las que se utilizan para los resultados de dmicas,
ademas del uso de algoritmos de penalizacion para seleccionar las variables y evitar el sobreajuste. Ademas de dividir la
muestra de estudio en grupo de entrenamiento y en grupo de validacién, aleatorizando varias veces la seleccion de ambos
grupos.

Por ello, el objetivo de este estudio fue: proponer una nueva metodologia de analisis de curvas de termogramas de
muestras bioldgicas, en este caso muestras de suero de sangre periférica, debido a que es un tipo de muestra facil de
conseguir y minimamente invasiva, usando la informacion directa de las curvas gracias al uso de herramientas de
aprendizaje automatizado, para:

1/ Obtener un modelo de clasificacién, modelo iTLB (intelligent Thermal Liquid Biopsy), robusto que nos
diferencie entre pacientes controles sanos y pacientes con cancer de pancreas, ya que es una de las patologias
donde es necesario nuevos enfoques diagndsticos.

2/ Aplicar externamente el modelo con otra cohorte de pacientes diagnosticados de cancer de pancreas, donde
se dispone de dos muestras por paciente, antes y después del tratamiento, para relacionar el cambio del
resultado del modelo iTLB entre ambas muestras con la respuesta o no al tratamiento, y compararlo con los
cambios producidos en variables bioquimicas de uso en clinica como es el marcador CA19.9.
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MATERIALES Y METODOS
Sujetos
A) Cohortes de entrenamiento y validacion del modelo iTLB de clasificacion para el diagndstico

Para el desarrollo de una nueva metodologia de andlisis de los termogramas y obtencion de un modelo de clasificacidon
de pacientes se utilizaron a modo de ejemplo las muestras se suero retrospectivas de dos colecciones del Banco de Sangre
y Tejidos de Aragdn, y proporcionadas por el Biobanco del Sistema de Salud de Aragdn, integrado en la Red Nacional de
Biobancos de Espafia: un grupo de controles sanos, procedentes del banco de sangre de Zaragoza, y un grupo de pacientes
con diagndstico de adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) del Hospital Universitario Miguel Servet (HUMS) de
Zaragoza. En el grupo de pacientes con PDAC, se dispone de la siguiente informacion clinica:

- Estadio segun la octava edicion de la AJCC: Define el grado de extensidon tumoral, en funcidn del tamafio,
metastasis y propagacion a nédulos. Toma valores de 0 a IV.

- Clasificacién de Resecable o No resecable: Informacidn sobre el pronéstico del tratamiento, basandose en
si se puede o no extraer la masa tumoral mediante cirugia. Por ello se pueden dividir en: resecables o no
resecables. Y dentro de este uUltimo en localmente avanzado o metastasico.

Posteriormente el modelo iTLB ajustado se validé externamente en una cohorte de pacientes diagnosticados de PDAC
procedentes tanto del HUMS como del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa (HCULB), ambos de Zaragoza.

B) Cohorte de pacientes con PDAC para la aplicacion del modelo iTLB en la respuesta al tratamiento y su relacion con la
supervivencia de los pacientes

El modelo iTLB se aplicd en una cohorte independiente de un tamafio muestral pequefio, formado por pacientes con
PDAC, procedentes también del HCULB de Zaragoza, muy bien clasificados y con datos clinicos asociados, tanto
bioguimicos como histolégicos:

- Escala ECOG del estado funcional: Valoracién del estado general de los pacientes. Muy utilizado para decidir
qué pacientes son los candidatos para recibir tratamiento quimioterapéutico (ECOG = 0-2) y cuales cuidados
paliativos (ECOG = 3-4).

- Grado de diferenciacion histoldgica: Relacionado con la rapidez que probablemente crecera el tumor, por lo
que estd relacionado con el prondstico. Se clasifica en: desconocido o cuando no puede determinarse (Gx),
bien diferenciados (G1), moderadamente diferenciado (G2), pobremente diferenciado (G3), o indiferenciado
(G4).

- Sistema de medicidon RECIST1.1: Evaluacién de la respuesta al tratamiento. Los tipos de respuesta son:
respuesta completa (RC), respuesta parcial (RP), enfermedad estable (EE) y progresién de enfermedad (PE).

- Concentracion en sangre periférica de albiumina (Rango de Referencia (RR): 3.40 - 5.40 d/dL), hemoglobina (RR
en el sexo masculino: 13.20 16.60 g/dL, RR en el sexo femenino: 11.60 - 15.00 g/dL), LDH (RR: 105 - 333 Ul/L) y
CA19.9 (RR: 0-37 U/mL).

De cada paciente se extrajo dos muestras de sangre periférica, una primera muestra basal extraida antes de empezar con
el mismo tratamiento y la una segunda muestra al mes, después del tratamiento (nad-paclitaxel en combinacién con
gemcitabina). Las muestras de suero se utilizaron para obtener las concentraciones de albumina, hemoglobina, LDH y
CA19.9 en estado basal y al mes. En el caso del marcador tumoral CA19.9, se analizdé también en una tercera muestra
extraida a los dos meses de la muestra basal (segundo punto de control). Ademas, las muestras de suero basales y al mes
se analizaron para obtener sus termogramas.

Todos los pacientes de esta cohorte tuvieron un seguimiento exhaustivo, donde se registré la supervivencia libre de
progresion (PFS de sus siglas en inglés, Progresion Free Survival), que es la estimacion del tiempo desde la muestra basal
previa al tratamiento y la progresion clinica/radioldgica del tumor; y la supervivencia global (OS de sus siglas en inglés,
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Overall Survival), que es la estimacion del tiempo desde la muestra basal y la fecha de fallecimiento del paciente por
cualquier causa.

Procesamiento de las muestras de suero

De cada paciente se obtuvieron cinco mililitros de sangre periférica, recogidos en tubos con gel separador (BD
Vacutainer®). Tras esperar a que la muestra se coagule, se centrifugd a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10
minutos. El suero se separd en alicuotas y se congeld a -80°C hasta su analisis posterior.

Todas las muestras fueron identificadas con un cédigo interno para garantizar el anonimato de los pacientes, siguiendo
las indicaciones descritas en el protocolo aprobado por el Comité Etico.

Obtencidn de los termogramas

Los termogramas se obtuvieron tras analizar las muestras de suero en el equipo automatico de alta sensibilidad de
calorimetria diferencial de barrido (MicroCal, Malvern-Panalytical). El termograma consiste en la determinacién del
exceso de capacidad calorifica (Cr) de una muestra de suero, respecto a una disolucidn de referencia, en funcién de la
temperatura, Cp(T), a lo largo del proceso de desnaturalizacion térmica.

Cada muestra de suero fue diluida (1:25) en solucidn salina filtrada y tamponada de fosfato (PBS), para luego utilizar 400
uL para el ensayo. Los experimentos fueron realizados a una velocidad de 1°C/min, desde los 10°C hasta los 95°C.

Andlisis de los datos
Preparacion de curvas de termogramas

Los termogramas se procesaron utilizando un software desarrollado por el grupo e implementado en Origin 7 (OriginLab),
que implicd la resta y correccion de las lineas base, la interpolaciéon para obtener puntos de datos distribuidos
uniformemente en el rango de temperatura (AT = 0.25 °C), y restringir el andlisis al intervalo entre 40°C y 95°C. Cada
curva de termograma se normalizé por su area. Las temperaturas y su valor de Cp fueron las variables predictoras del
modelo de clasificacién, por lo que se disponia de 221 temperaturas/variables predictoras. Con el objetivo de reducir el
numero de variables predictoras/temperaturas y evitar el sobreajuste, se selecciond la informacién de cada grado de
temperatura, truncando desde los 60°C hasta los 80°C, ya que la experiencia en estudios previos ha indicado que los
mayores cambios se producen entre estas temperaturas. Esto quiere decir que, con este rango, el numero de variables
predictoras/temperaturas fue de 21 (60°C, 61°C, 62°C, ... hasta 80°C).

Metodologia paso a paso para obtener un modelo de clasificacion (modelo iTLB) a partir de curvas de termogramas

La metodologia de analisis propuesta se basé en la obtenciéon de un modelo de clasificacién a partir de la forma de las
curvas de los termogramas. La informacién de la forma de los termogramas se obtuvo al usar como variables predictoras
las temperaturas (y su valor de Cp), mas concretamente se utilizd parejas de temperaturas mediante la funcién K-Top-
Scoring-Pair (KTSP) (libreria switchBox de R). (99) KTSP se define como un método robusto de clasificacidn a partir de
datos de alta dimensién basado en un pequefio subconjunto de caracteristicas, lo que lo hace menos sensible al
sobreajuste y potencialmente fécil de interpretar en términos biolégicos. Tradicionalmente se ha planteado este tipo de
herramientas para analizar datos basados en dmicas. Debido a las caracteristicas de alta dimensién de los datos de
termogramas, se propone una nueva aplicacién del paquete switchBox.

Al aplicar el paquete switchBox a los datos de termogramas, se convirtid la variable predictora cuantitativa continua (valor
de Cp) en una variable dicotémica. El algoritmo selecciona un par de temperaturas (T1, T2) cuando existe una fuerte
correlaciéon entre el signo de la diferencia de Cr entre esa pareja de temperaturas en un grupo, Cp(T1) > Cp(T2) 0 Cp(T1) <
Cr(T2), y una correlacion de signo contrario en el otro grupo (Figura 14). Por esta razén, cada termograma de cada
paciente podria alcanzar o no la condicion de los pares de temperaturas (No/Si o 0/1).
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Top Scoring Pair (TSP)

Patient from " Patient from
Control Group Disease Group

ColT1) > G(T2)  G,(T2) < Cy(T2)

Figura 14: Top Scoring Pair de la libreria switchBox de R aplicado a los datos de las curvas de termogramas de muestras
bioldgicas.

El modelo de clasificacion se ajusté mediante una regresidn logistica regularizada aplicando el paquete ncvreg de R-
Studio, el cual utiliza penalizaciones de Lasso o no convexas, y validacion cruzada para el ajuste del modelo. Con el
objetivo de obtener un modelo robusto, todo este procedimiento se entrend en el 70% de los datos y se valido en el 30%
restante, aleatorizando 100 veces.

El esquema de los pasos de la metodologia fue:

1.Generacién de matriz de remuestreo para dividir 100 veces los datos en 70% de entrenamiento y 30% de
validacion. Debido a que la variable de respuesta es PDAC o no PDAC, es importante que el muestreo

sea estratificado, es decir, manteniendo el porcentaje observado en la cohorte inicial.

2.Establecimiento del rango dptimo del nUmero de parejas de temperaturas necesarias para el modelo.

3.Seleccion de las parejas de temperaturas mas frecuentemente incluidas en los 100 ajustes.

4.Entrenamiento del modelo a partir de las parejas de temperaturas mds frecuentes seleccionadas

anteriormente.

5.Seleccion, de los 100 modelos entrenados, el que tenga una mayor area bajo la curva en el grupo de

validacion (grupo que constituye el 30% de la cohorte inicial).

El resultado del modelo de clasificacion ofreciéd como resultado Unico nimero por paciente (-, +o0). De manera estandar,
el punto de corte establecido por el modelo era de cero. Esto quiere decir que cuando el modelo de clasificacién
proporcionaba un nimero menor a cero significaba que clasificaba ese paciente con ese termograma como control sano,
mientras que, si el nUmero era mayor a cero, el modelo clasificaba a ese paciente con ese termograma como paciente
con patologia (PDAC en este caso). El punto de corte se podia cambiar segun el objetivo del estudio. Se comparé los
resultados obtenidos segln el punto de corte estandar y el punto de corte calculado de Youden. (100)

El rendimiento del modelo de clasificacion como prueba diagndstica se evalué mediante el calculo de indices de
rendimiento comunes (sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo), asi como la curva
de caracteristica operativa del receptor (ROC) y su area bajo la curva (AUC) con su intervalo de confianza del 95% (ICos%).

Relacion del modelo iTLB con variables clinicas

Primero se obtuvo un modelo iTLB para diferenciar a la poblacién de controles sanos de los pacientes con diagndstico de
PDAC. Se relaciond el modelo iTLB con las variables clinicas recogidas en los pacientes con PDAC. Esta relacidn se realizé
considerando al modelo iTLB como una variable cuantitativa y como una variable dicotdmica segun diferentes puntos de
corte. Estos resultados se realizaron con todos los datos (el 70% de entrenamiento y el 30% de validacion de la cohorte
inicial), para evitar tener grupos con tamafos pequefos y para que la estadistica tuviera mayor potencia.

Posteriormente se aplicé el modelo iTLB a la cohorte externa de pacientes con PDAC. Debido a que se disponia de dos
muestras por paciente (una basal antes de tratamiento, y una al mes después del tratamiento), se obtuvieron dos
resultados del modelo iTLB por paciente. Se relaciond la respuesta al tratamiento evaluada mediante la escala RECIST1.1,
con los cambios en las concentraciones en sangre periférica de los biomarcadores albimina, hemoglobina, LDH y CA19.9,
ademas de los cambios en la respuesta del modelo iTLB, entre las muestras basales y las muestras extraidas al mes.
Ademas, se relaciond estos cambios entre ambas muestras con el prondstico de los pacientes al compararlos segun la
supervivencia (PFS y OS).
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Andlisis estadistico aplicado

La prueba de Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors o la prueba de Shapiro-Wilk (segun el tamafio muestral) se realizd para
evaluar la normalidad de las variables. Las medias entre dos grupos independientes/dependientes se compararon
mediante la prueba T de Student de muestras no pareadas/pareadas para variables con comportamiento normal
(verificando previamente la homocedasticidad con la prueba de Bartlett), mientras que las medianas entre dos grupos
independientes/pareados se compararon mediante la prueba de Wilcoxon de muestras no pareadas/pareadas para
variables con comportamiento no normal. Las medias entre tres o mds grupos pareados de distribucion paramétrica se
compararon mediante la prueba de analisis de las varianzas (ANOVA) para muestras pareadas, con la comprobacién de
la esfericidad mediante la prueba de Mauchly. En caso de no cumplirse la hipdtesis de esfericidad, se realizé la correccién
del p-valor mediante Greenhouse-Geisser. El posterior andlisis multiple bivariante se realizo ajustando los p-valores segun
el método de Bonferroni. La asociacion entre grupos para variables cualitativas dicotomicas se evalué mediante la prueba
de x? de Pearson con la correccidn de Yates, excepto cuando el tamafio muestral era pequefio (< 20) donde se utilizé la
prueba de Fisher. Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de dos grupos se compararon mediante la prueba de Log
Rank o la de Gehan-Breslow en el caso de entrecruzamientos.

Para todas las pruebas, un p-valor bilateral inferior a 0.05 se considerd estadisticamente significativo. Los andlisis

estadisticos se realizaron utilizando el lenguaje y entorno para la informatica estadistica del equipo central de R, en su
version 4.3.2 (31 de octubre de 2023).
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RESULTADOS

A) Entrenamiento y validacion del modelo iTLB de clasificacion entre controles sanos y pacientes con cdncer de pdncreas, y
su posterior relacion con variables clinicas.

Para obtener el modelo iTLB se analizaron las muestras de suero de 396 pacientes formado por dos cohortes
independientes: un primero grupo control constituido por 184 (46.46%) sanos donantes de banco de sangre de Zaragoza,
y un segundo grupo formado por 212 (53.54%) pacientes con un diagndstico de PDAC en el HUMS de Zaragoza. Dentro
de este grupo, se disponia de la siguiente informacién clinica:

- Segun el estadio de la octava edicidn del AJCC (not available, na = 46): el 8.43% (14/166) eran estadio Il, el
7.83% (13/166) eran estadio Ill y la mayoria, un 83.73% (139/166) eran estadio IV (Figura 15.A).

- Segln si el tumor era resecable o no (na = 6): el 10.19% (21/206) fueron resecables, el 22.33% (46/206)
fueron localmente avanzados, y mas de la mitad, un 67.48% (139/206) fueron metastésicos (Figura 15.B).
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Notas: Estadio segun la octava edicién de la AJCC (American Joint Committee on Cancer).

Figura 15: Diagrama de frecuencias de las variables clinicas del grupo de pacientes con PDAC. A/ Proporcidn de pacientes
en cada etapa segun el estadio de la octava edicion del AJCC; B/ Proporcion de pacientes segun si el tumor es resecable
o no resecable.

Modelo iTLB paso a paso

Para la obtencion del modelo iTLB de clasificacién a partir de los termogramas normalizados de las muestras de suero
obtenidos en cada paciente, se disponia de 396 muestras de suero, de los cuales 184 correspondian al grupo control
sano, y 212 a pacientes con el diagndstico de PDAC. En las Figura 16.A y Figura 16.B se observan las medias y las
desviaciones estandar de las curvas de termogramas (normalizados por su area) correspondientes a cada grupo
respectivamente. En la Figura 16.C, donde se superponen ambas medias, se aprecia donde y en qué sentido se producen
los cambios entre ambos grupos. Ademas, marcado con lineas discontinuas verticales a 60°Cy 80°C, se encuentra la parte
del termograma con la informacion utilizada para entrenar el modelo de clasificacion.
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Figura 16: Representacion de las medias de los termogramas normalizados por el area en cada uno de los grupos (control
sano y PDAC). El sombreado en gris hace referencia a la media + desviacidn estandar en cada grupo. Ademas, en la figura
C estdn marcadas con lineas verticales discontinuas las temperaturas de 60°C y 80°C, ya que este rango de temperaturas
fue el utilizado para entrenar el modelo de clasificacion.

A continuacion, se muestra la metodologia paso a paso propuesta para el analisis de curvas de termogramas con el fin
obtener un modelo de clasificacién usando herramientas de aprendizaje automatizado. Para ello, se empled como
ejemplo los termogramas obtenidos de los 184 controles sanos y 212 pacientes con PDAC:

1. Se generd una matriz de remuestreo para aleatorizar 100 veces la seleccidn de muestras que correspondian al grupo
de entrenamiento y al del grupo de validaciéon. Debido a que los grupos estaban balanceados (46.46% controles y 53.54%
pacientes con PDAC), se aleatorizé la seleccion de un 70% en el grupo control y un 70% en el grupo de pacientes con
PDAC para entrenar el modelo, dejando el 30% restante de cada grupo para la validacion. La proporcidn de pacientes en
cada grupo, al igual que la de entrenamiento y validacién, se pueden ver en el Figura 17.1.

2. A partir de las 21 temperaturas/variables predictoras (de 60°C a 80°C: 60°C, 61°C, 62°C, ...), se formaron parejas de
temperaturas usando el algoritmo KTSP (libreria switchBox). De esta forma se convirtio las variables predictoras continuas
en variables categodricas. A este algoritmo era necesario indicarle el rango de parejas que se queria generar. Para saber
el numero 6ptimo, se realizaron los siguientes pasos previamente:

a) En cada grupo de entrenamiento se buscé primero entre 2 y 5 parejas de temperaturas.

b) Se introdujo las parejas buscadas en un modelo lineal generalizado (generalized linear model o GLM) para ajustar un
modelo en cada grupo de entrenamiento.

c) Se aplicd el modelo generado a cada grupo de validacién (30% de los datos), obteniendo el drea bajo la curva ROC.

d) Se repitio el proceso (desde “a” hasta “c”), pero buscando entre 5y 10 parejas.

e) Se repitid el proceso (desde “a” hasta “c”), pero buscando entre 10y 15 parejas.

Al representar la mediana de AUC en cada rango de parejas buscadas, se pudo determinar el rango éptimo, seleccionando
el que tuviera una mayor mediana de AUC. A igualdad, se seleccioné el de menor rango de parejas de temperaturas (lo
que se conoce como el método del codo). (101) Como se puede ver en la Figura 17.2, el nimero 6ptimo de parejas de
temperaturas fueron entre 5 y 10.

3. Una vez que se disponia del rango de parejas dptimo (5-10), en cada grupo de entrenamiento se realizd:

a) Se busco entre 5 y 10 parejas de temperaturas con el algoritmo KTSP de la libreria switchBox.

b) Se introdujeron las parejas de temperaturas buscadas como variables predictoras en un modelo de clasificacién usando
la funcion ncvreg de R. Con ellas se ajustd un modelo de clasificacion, es decir, se obtuvo unos coeficientes para cada
variable predictora (pareja de temperatura). Este coeficiente podia ser un nimero positivo, negativo o cero. Si era cero,
queria decir que consideraba esa variable no significativa para el modelo, quedando eliminada. Ademas, cada ajuste se
realizé mediante validacidn cruzada, donde se aplico k-folds = “n2 pacientes en el grupo de entrenamiento”. Finalmente,
el modelo de prediccion ajustado en el grupo de entrenamiento se aplicd a su correspondiente grupo de validacion (30%
de los datos).

55



Se guardd la informacién de las variables predictoras (parejas de temperaturas) y sus coeficientes en los 100 modelos
ajustados (uno por cada grupo de entrenamiento), al igual que las AUC tanto en los 100 grupos de entrenamiento como
en los de validacién. Al representar la frecuencia que cada pareja de temperaturas tuvo un coeficiente diferente a cero
en los 100 modelos entrenados, se pudo considerar un punto de corte a partir del cual se seleccionaron las mas frecuentes
en los 100 remuestreos. Este punto es dependiente del observador y puede variar en cada estudio. Como se puede ver
en la Figura 17.3, se eligieron las parejas que fueron seleccionadas al menos 50 veces (frecuencia > 50). De esta forma,
3 fueron las parejas de temperaturas mas frecuentemente seleccionadas en los 100 remuestreos de entrenamiento.

4. Se repitio el paso anterior de entrenamiento del modelo usando la funcidn ncvreg pero esta vez sélo se introdujeron
las 3 parejas de temperaturas mas frecuentes. Se validé cada modelo entrenado en sus 30% restantes, y se guardo la
informacién de los coeficientes asignados a cada pareja de temperaturas, en cada uno de los 100 entrenamientos, al igual
que las AUC tanto en los 100 grupos de entrenamiento como en los de validacién. Como se puede ver en la Figura 17.4,
las tres parejas de temperaturas frecuentes fueron seleccionadas siempre en los 100 grupos de entrenamientos.

5. Llegado a este punto, se contaba con 100 modelos entrenados, asignando en cada uno de ellos un coeficiente a cada
pareja de temperaturas. Se puede visualizar la variabilidad de los coeficientes al representar la media £ 2 veces su
desviacion estandar para cada una de las parejas de temperaturas de los modelos ajustados (Figura 17.5). De los 100
modelos entrenados y validados, se obtuvo una media de valores de AUC de 0.83 (+ 0.01) en los grupos de entrenamiento,
y de 0.83 (+ 0.03) en los grupos de validacion.
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Notas: AUC: drea bajo la curva.

Figura 17: Representacion paso a paso (1-5) de la metodologia propuesta para analizar las curvas de termogramas
normalizadas por el area y obtener un modelo de clasificacién (modelo iTLB), segun el ejemplo expuesto. 1/ En el grafico
de la izquierda se representa la proporcion de pacientes en cada uno de los grupos (controles y PDAC); En el gréfico de la
derecha se representa la proporcion utilizada para entrenary el modelo; 2/ Mediana de las AUC de los 100 grupos
de validacidn, en cada rango de parejas de temperaturas. El objetivo de este grafico es buscar el nimero de parejas de
temperaturas éptimo (método del codo); 3/ Frecuencia de la seleccién de cada pareja de temperaturas en los 100
entrenamientos, cuando se aplicé la funcion ncvreg. La linea roja horizontal representa que las parejas de temperaturas
que tienen una frecuencia mayor a 50 en los 100 remuestreos es 6ptimo para introducirlos en el siguiente paso; 4/
Frecuencia de la seleccion de cada pareja de temperaturas que pasaron el punto de corte de 50 en el paso anterior, en
los 100 nuevos entrenamientos; 5/ Media + 2 veces la desviacion estdndar de los coeficientes para los 100 ultimos
entrenamientos, en cada una de las parejas de temperaturas que constituyen el modelo iTLB.
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Modelo iTLB

Se obtuvo un modelo iTLB formado por Unicamente tres variables (parejas de temperaturas), donde claramente la pareja
formada por las temperaturas 64°C y 70°C era la que tenia mayor peso para diferenciar a los controles sanos de los
pacientes con PDAC (Figura 18.A). En la Figura 18.B, se puede ver donde se sitian cada una de las temperaturas del
modelo iTLB en las medias de los termogramas de cada grupo.

El modelo iTLB obtenido proporciond un resultado para cada paciente. En el grupo de validacidon se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la mediana del resultado del modelo iTLB entre el grupo control sano (-1.03
[-1.03;0.17]) y el grupo con PDAC (1.46 [0.26;9.66]) (prueba de Wilcoxon: p-valor < 0.001) (Figura 18.C), con un AUC de
0.90 (ICos% = 0.85-0.96) (Figura 18.D).

Para simplificar la interpretacion del modelo iTLB, se podia utilizar un punto de corte que, de manera estandar, tiene el
valor de cero. Ademas, se calculé el punto de corte segin Youden usando todos los datos, donde se obtuvo un valor de
0.215, y se compard con el punto de corte estandar de cero. Se observd en el grupo de validacion que al cambiar al punto
de corte de Youden, se aumentd drasticamente la especificidad y el VPP (de 70.17% y 76.71% a 85.96% y 86.21%,
respectivamente), sacrificando la sensibilidad y el VPN (de 90.32% y 86.96% a 80.645 y 80.33%, respectivamente) (Figura
18.E y Figura 18.F).
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Notas: Cp: capacidad calorifica; u.a.: unidades arbitrarias; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; AUC: area bajo la curva ROC; Exact:
exactitud; Sens: sensibilidad; Espec: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

Figura 18: Resultados del modelo iTLB obtenido para diferenciar los termogramas de un grupo control sano y un grupo
de pacientes con PDAC. A/ Valor absoluto de los coeficientes del modelo iTLB en cada una de las variables predictoras
(parejas de temperaturas); B/ Medias de los termogramas normalizados en cada grupo (controles y PDAC) y marcado con
puntos negros se representa las temperaturas utilizadas en el modelo iTLB; C/ Diferencia de la mediana de la respuesta
del modelo iTLB en el grupo de validacién; D/ Area bajo la curva ROC del modelo iTLB en el grupo de validacién; Ef En la
parte superior aparece la tabla de contingencia de la prediccién en el grupo de validacién, usando como punto de corte
el valor estandar de cero. En la parte inferior viene indicado los resultados del rendimiento del modelo iTLB; F/ En la parte
superior aparece la tabla de contingencia de la prediccidon en el grupo de validacién, usando como punto de corte el
calculado segun Youden (0.215). En la parte inferior viene indicado los resultados del rendimiento del modelo iTLB.

Patrones obtenidos del modelo iTLB
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Debido a que se usaron variables predictivas dicotdmicas, el resultado numérico del modelo de prediccién se pudo
considerar como una variable cuantitativa discreta con 2" nimero de opciones de resultado (siendo “n” el numero de
variables predictoras). Por ello, se obtuvieron un maximo de 8 resultados. Al agrupar los termogramas de los pacientes
con mismo valor en el resultado del modelo iTLB y representar la media de los termogramas en cada grupo (controles y
PDAC), se pudo apreciar diferentes patrones y los cambios producidos en ellos a medida que variaba el resultado de
modelo iTLB (Figura 19). Se observé que todos los controles tenian un resultado del modelo iTLB < 1.464, es decir, con
este punto de corte el VPP era del 100%.
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Notas: Cp: capacidad calorifica; u.a: unidades arbitrarias; PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; iTLB: intelligence Thermal Liquid
Biopsy.

Figura 19: Patrones obtenidos como resultado del modelo iTLB en todas las muestras. Se representa la media y en
sombreado la desviacidn estandar de los termogramas en cada uno de los grupos (controles y PDAC). En cada patrén
viene indicado el valor del modelo iTLB, el nimero de pacientes controles y con PDAC con ese patrdn, y, mediante un
grafico circular, la proporcidn de controles y pacientes con PDAC en cada patrén.

Relacién del modelo iTLB con variables clinicas de pacientes con cancer de pancreas

Se relaciond las variables clinicas (estadio y si el tumor era resecable o no) con el modelo iTLB como variable continua y
como variable categodrica. En este ultimo caso se utilizd el punto de corte estandar de cero, el de Youden de 0.215 y el
observado en los patrones de 1.464. En ninguno de los casos se observé ninguna relacion (Tabla 5 y Figura 20).
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Tabla 5: Relacién de variables clinicas de los pacientes con PDAC segln el resultado del modelo iTLB.

Estadio Resecable p-valor
1I-NIl (n = 27) IV (n = 139) p-valor | 1) No (n = 185)
Modelo iTLB:  0.26 [-0.43;9.66]  1.46 [0.17,9.66]  0.359 | 1.46[0.17,9.66] 1.46[0.17,9.66]  0.809
<0 7 (25.93%) 25 (17.99%) 0.490 4 (19.05%) 33 (17.84%) 1.000*
>0 20 (74.07%) 114 (82.01%) 17 (80.95%) 152 (82.16%)
<0.215 12 (44.44%) 43 (30.94%) 0.254 7 (33.33%) 55 (29.73%) 0.928
>0.215 15 (55.56%) 96 (69.06%) 14 (66.67% 130 (70.27%)
<1.464 18 (66.67%) 87 (62.59%) 0.854 | 12 (57.14%) 122 (65.95%)  0.575
>1.464 9(33.33%) 52 (37.41%) 9 (42.86%) 63 (34.05%)

Notas: Se representa la variable continua con el Q2 [Q1; Q3] debido a la distribucién no paramétrica de la misma. Mientras que las
variables categdricas con el nimero (%) de pacientes en cada categoria; los p-valores se obtienen de la prueba de Wilcoxon al comparar
una variable continua entre dos grupos, mientras que se obtienen de la prueba de x2 con la correccidn de Yates al asociar dos variables
categodricas; *: p-valor obtenido de la prueba de Fisher; Estadio de la octava edicién del AJCC; PDAC: adenocarcinoma ductal de
pancreas; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy.

A Wilcoxon: p=0.369 Chi cuadrado (Yates): p=0.490 Chi cuadrado (Yates): p=0.254 Chi cuadrado (Yates): p=0.854
10.01 ModeloiTLB [ <0 [l >0 Modelo iTLB || <0215 [l >0.215 Modelo iTLB | <1.464 [l >1.464
7.51 1.00 1.00 1.00
oM
.}
= 50/ =075 075 c0.75
o = b=l h=] kel
T e e B
° S 0.501 9 0.50 9 0.50
g 25] 9 g &
B 025 B 025 8025
0.0
! , 0.00 . . 0.00 . . 0.00 . .
H-111 IV 11-111 \% 11-111 v 1-111 v
TNM TNM TNM TNM
B Wilcoxon: p=0.809 Fisher: p=1.000 Chi cuadrado (Yates): p=0.928 Chi cuadrado (Yates). p=0.575
10.0 ) )
ModeloiTLB | <0 [l =0 Modelo iTLB || <0.215 [l >0.215 Modelo iTLB | <1.464 [l > 1.464
7.5 1.004 1.00 1.00
m
-
= 50 c 0.75 c0.75 c 0.75
o hel h=] 0
[] e e e
k=] S 0.50 S 0.50 S 0.50
2 25 g s g
Q025 Q025 8025
0.0
0.001 0.00 0.00
NO Sl NO Sl NO Sl NO Sl
Resecable Resecable Resecable Resecable

Notas: PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; Estadio de la octava edicion del AJCC; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy.

Figura 20: Relacion del modelo iTLB con variables clinicas en los pacientes con PDAC. De izquierda a derecha: Modelo iTLB
como variable continua, modelo iTLB dicotomizado por el punto de corte estandar, modelo iTLB dicotomizado por el punto
de Youden y modelo iTLB dicotomizado por el punto de 1.464 obtenido de los patrones. A/ Relacién del modelo iTLB con
el estadio; B/ Asociacion del modelo iTLB con la clasificacion del tumor segun si fue resecable o no.

Aplicacion del Modelo iTLB aplicado a una cohorte externa de pacientes con PDAC: validacién externa del modelo iTLB

Se utilizé una cohorte adicional independiente de 113 pacientes diagnosticados con PDAC procedentes del HUMS y del
HCULB de Zaragoza, para evaluar el iTLB desarrollado como grupo de validacion externa. Se obtuvieron los termogramas
de estos 113 pacientes con PDAC y se aplicé el modelo iTLB para obtener un valor TLB en cada paciente. Segun el punto
de corte estandar de cero y de Youden (0.215), si el valor TLB era mayor que el umbral, el resultado se consideraba
verdadero positivo, pero si el valor TLB era menor que el umbral, el resultado se consideraba falso negativo. De 113
pacientes con PDAC, 110 fueron verdaderos positivos (TLB > 0) y 3 fueron falsos negativos (TLB < 0). Es decir, se obtuvo
una sensibilidad del 97.35% y un 2.65% de falsos negativos. En cambio, al utilizar el punto de corte de 1.464, la sensibilidad
se redujo al 68.14% (77/113) con un 31.86% (36/113) de falsos negativos.
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B) Aplicacion del modelo iTLB en una cohorte externa de pacientes con PDAC, y su posterior relacién con la respuesta al
tratamiento y con la supervivencia de los pacientes.

Se utilizé una cohorte independiente de 20 pacientes diagnosticados de PDAC en el HCULB de Zaragoza, para evaluar si
la respuesta al tratamiento podia detectarse mediante el TLB, y para evaluar el prondstico de los pacientes. Todos eran
pacientes con estadio = IV, es decir, todos tenian al menos una metdstasis diagnosticada, la cual podia ser hepatica
(65.00%, 13/20), carcinomatosis peritoneal (10.00%, 2/20), ganglionar (25.00%, 5/20), pulmonar (35.00%, 7/20) u otras
(5.00%, 1/20). Segun la escala del estado funcional ECOG, la mayoria de estos pacientes eran ECOG = 2 (80.00%, 16/20),
mientras que el resto fueron ECOG = 0 (20.00%, 4/20) (Figura 21.A). Segun el grado de diferenciacion histoldgica, el
45.00% (9/20) eran Gx, el 10.00% (2/20) eran G1, el 25.00% (5/20) eran G2 y el 20.00% (4/20) eran G3 (Figura 21.B). Se
extrajeron dos muestras de suero por paciente, antes y después del tratamiento quimioterapéutico, con un intervalo de
tiempo de 38.55 + 12.66 dias. Ambas muestras fueron analizadas para obtener las concentraciones de albimina,
hemoglobina, LDH y CA19.9 en sangre periférica. En el caso del biomarcador CA19.9, se analizé una tercera muestra de
suero a los dos meses de la muestra basal. Las muestras de los pacientes también fueron analizadas mediante la TLB, es
decir, se obtuvieron sus termogramas y se aplicéd el modelo iTLB previamente obtenido. Para evaluar si los pacientes
respondian al tratamiento, se utiliz6 la escala RECIST1.1, de manera que el 55.00% (11/20) de los pacientes se clasificaron
como EE, el 40.00% (8/20) de los pacientes como RP y el 5.00% restante (1/20) como PE (Figura 21.C).

A B [
0.8
0.41
0.6 04
c c 0.31 c
o (®] k]
e o e
004 o] o
& §02 §
o o a 02
0.2 0.1
0.0 ‘ 0.01 ) . ‘ 0.0 . ‘
2 0 Gx G2 G3 G1 EE RP PE
ECOG Grado de diferenciacion RECIST1.1

Notas: ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; Gx: desconocido o cuando no puede determinarse; G1: bien diferenciado; G2:
moderadamente diferenciado; G3: pobremente diferenciado; RECIST1.1: The Response Evaluation Criteria in Solid Tumors en su versidn
1.1; EE: enfermedad estable; RP: respuesta parcial; PE: progresion de enfermedad.

Figura 21: Descriptiva de variables clinica recogidas en la cohorte de 20 pacientes con PDAC. A/ Proporcion de pacientes
segln la escala del estado funcional ECOG; B/ Proporcion de pacientes segun el grado de diferenciacion histoldgica; C/
Proporciéon de pacientes segun la respuesta al tratamiento por la escala RECIST1.1.

Se considerd que el 95% de los pacientes respondieron al tratamiento quimioterapéutico ya que no se produjo en ellos
un empeoramiento de la enfermedad (no fueron clasificados como PE). Se observaron diferencias estadisticamente
significativas en las medias/medianas de las concentraciones en sangre periférica de albdmina, hemoglobina, LDH y
CA19.9 (Figura 22.A-D) entre la primera y la segunda muestra. A pesar de estas diferencias, el sentido en el que se
produjeron esos cambios no indicaba que la mayoria de los pacientes estaban respondiendo al tratamiento. Es decir, en
el caso de la albumina y la hemoglobina, se esperaba que sus concentraciones aumentasen en la segunda muestra,
mientras que la concentracion de LHD disminuyera. En cambio, se observé todo lo contrario si comparamos las
medias/medianas en la muestra basas y al mes (Tabla 6). Sin embargo, en el caso del biomarcador CA19.9, se observaron
diferencias estadisticamente significativas y, ademads, la media fue disminuyendo en el seguimiento de los pacientes
(Tabla 6 y Figura 22.D). En el caso del TLB, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las muestras
antes y después del tratamiento (Figura 22.E), en cambio, la mediana en la segunda muestra era menor que la mediana
en la primera muestra (Tabla 6).
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Tabla 6: Diferencia de media/mediana de la concentracién de biomarcadores en sangre periférica y del modelo iTLB, entre
las muestras extraidas antes (basal) y después del tratamiento (mes y 2 meses).

Basal Mes 2 Meses p-valor

Albumina (g/dL) 4.02 (0.30) 3.58 (0.42) <0.001

Hemoglobina (g/dL) 12.78 (0.74) 11.39(1.31) <0.001

LDH (Ul/L) 178.50 [166.75; 201.25]  215.00 [200.75; 250.00] <0.001

Ln CA19.9 (U/mL) 6.31(3.77) 5.68 (3.57) 5.21(3.45) <0.001*
Modelo iTLB 0.21 [-1.03; 0.26] -1.03 [-1.03; -1.03] 0.151

Notas: p-valores obtenidos de prueba de T de Student o de Wilcoxon de muestras pareadas, segun su caracter paramétrico o no; *: p-
valor obtenido de la prueba de ANOVA de muestras pareadas con la correccion de Greenhouse-Geisser. Los p-valores de las pruebas
de T de Student de muestras pareadas con el ajuste de Bonferroni son: Basal vs Mes: p-valor = 0.006; Basal vs 2 Meses: p-valor = 0.002;
Mes vs 2Meses: p-valor = 0.016; LDH: lactato deshidrogenasa; CA19.9: marcador tumoral antigeno carbohidrato 19-9; TLB: biopsia
liquida térmica de sus siglas en inglés.
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Notas: los p-valores corresponden a pruebas T de Student de muestras pareadas en el caso de la concentracién de albumina y
hemoglobina, y a la prueba de Wilcoxon de muestras pareadas en el caso de la LDH y del modelo iTLB. Mientras que en el caso de la
concentracion de CA19.9 (en su forma de logaritmo natural), el p-valor corresponde a la prueba de ANOVA de muestras pareadas con
la correccion de Greenhouse-Geisser. Los asteriscos (**) corresponden a las pruebas de T de Student de muestras pareadas con el
ajuste de Bonferroni (Basal vs Mes: p-valor = 0.006; Basal vs 2 Meses: p-valor = 0.002; Mes vs 2Meses: p-valor = 0.016); LDH: lactato
deshidrogenasa; CA19.9: marcador tumoral antigeno carbohidrato 19-9; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy.

Figura 22: Diferencia de medias/medianas de la concentracién de biomarcadores en sangre periférica y del modelo iTLB,
entre las muestras extraidas antes y después del tratamiento. A/ Diferencia de medias de albumina; B/ Diferencia de
medias de hemoglobina; C/ Diferencia de medias de LDH; D/ Diferencia de medias del logaritmo natural de CA19.9; E/
Diferencia de medianas del modelo iTLB.

Al agrupar a los pacientes segun la respuesta RECIST1.1, se observd que las variables bioquimicas y el TLB de los pacientes
con EE y con RP seguian los mismos cambios que las observadas anteriormente en todos los pacientes (Figura 23). Es
decir, las medianas de las concentraciones de albimina, hemoglobina, CA19.9 y de los valores del TLB eran menores en
las muestras obtenidas tras el tratamiento respecto a la muestra basal, mientras que la mediana de la concentracion de
LDH en la segunda muestra es mayor que en la primera.
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Al centrarnos en el paciente que no respondié al tratamiento (RECIST1.1 = PE), su concentracién de albuUmina,
hemoglobina y LDH seguian las mismas tendencias que en los pacientes con RP y EE (Figura 23.A-C). En el caso del CA19.9,
se observo también una reduccidn en su concentracién durante su seguimiento (Figura 23.D), mientras que el resultado
del modelo iTLB no se redujo, sino que se mantuvo con el mismo valor al mes (Figura 23.E).
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Notas: Se representa en lineas grises el cambio de valor de cada parametro desde la muestra basal a la/s muestra/s recogida/s después
del tratamiento. Se representa en lineas con color azul (RP), amarillo (EE) y rojo (PE), las medianas de la concentracién basal y después
del tratamiento de cada pardmetro; RECIST1.1: The Response Evaluation Criteria in Solid Tumors en su version 1.1; EE: enfermedad
estable; RP: respuesta parcial; PE: progresion de enfermedad; Alb.: albiumina; HB: hemoglobina; LDH: lactato deshidrogenasa; CA19.9:
marcador tumoral antigeno carbohidrato 19-9; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy.

Figura 23: Cambios en cada paciente de los valores medidos en las muestras de suero (antes y después del tratamiento),
segun la respuesta RESCIST1.1. (RP, EE, PE). A/ Cambios en la concentracién de albumina; B/ Cambios en la concentracion
de hemoglobina; C/ Cambios en la concentracién de LDH; D/ Cambios en la concentracién del logaritmo natural de
CA19.9; E/ Cambios en la respuesta del modelo iTLB.

Ademas, se realizd un seguimiento de los pacientes, recogiendo el tiempo en meses hasta la progresidon clinica o
radiolégica (PFS) y el tiempo hasta el fallecimiento (OS). Primero se compard la PFS y OS segln el tipo de respuesta
RECIST1.1. Se observo que la mediana del tiempo de supervivencia en ambos casos (PFS y OS) era menor en el paciente
con PE que en los pacientes con EE y RP (Figura 24). Ademas, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en la mediana del tiempo de PFS entre los pacientes con EE y con RP (prueba de Log Rank: p-valor= 0.031). Estas
diferencias no se encontraron en el tiempo de OS (Tabla 7).
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Notas: RECIST1.1: The Response Evaluation Criteria in Solid Tumors en su versidn 1.1; EE: enfermedad estable; RP: respuesta parcial;
PE: progresion de enfermedad.

Figura 24: Relacion de la respuesta RESCIST1.1 (RP, EE, PE) con la supervivencia de los pacientes con PDAC. A/ Relacion
con la PFS; B/ Relacién con la OS.

Tabla 7: Relacidn de la respuesta RECIST1.1 con los tiempos de PFS y OS.

PFS p-valor oS p-valor
RP 13.03 [8.76; 16.35] 0.031* 16.20 [13.72; 20.90] 0.190**
EE 7.50[5.67; 11.47] 11.58 [6.43; 16.13]
PE 2.60 [2.60; 2.60] 6.87 [6.87; 6.87]

Notas: p-valores obtenidos al comparar los tiempos de supervivencia entre el grupo con RP y con EE; *: p-valor obtenido de la prueba
de Log Rank; **: p-valor obtenido de la prueba de Gehan-Breslow; PFS: supervivencia libre de progresion; OS: supervivencia global;
RECIST1.1: The Response Evaluation Criteria in Solid Tumors en su versidon 1.1; EE: enfermedad estable; RP: respuesta parcial; PE:

progresion de enfermedad.

Debido a que no se encontré una relacidn entre la respuesta RECIST1.1 y la OS, se relaciond las variables recogidas en las
muestras de suero con la OS. Concretamente, se relacioné el CA19.9 y el TLB, ya que son las que parecian que estaban
relacionadas con la evolucion de los pacientes. Para comparar los resultados, en ambos casos se relacioné el cambio
producido entre la muestra basal y la muestra al mes.

En el caso del marcador tumoral CA19.9, se considerd que variaciones menores a 100 U/mL no eran significativas, por lo
que se considerd que no aumentaba ni disminuia. De esta manera, se categorizd a los pacientes como “CA19.9: aumenta”,
si la concentracion de CA19.9 en la muestra al mes era mas de 100 unidades mayor que la basal; “CA19.9: disminuye”, si
la concentracién de CA19.9 en la muestra basal era mas de 100 unidades mayor que la muestra al mes; "CA19.9: no
cambia”, si la variacion de la concentracion de CA19.9 era menor de 100 unidades entre ambas muestras.

De esta manera se observo que los pacientes “no cambia” y “disminuye” tenian tiempos de OS parecidos (Figura 25.A).
Al agrupar a los pacientes “no cambia” con los pacientes “disminuye”, y comparar su tiempo de OS con el paciente
“aumenta”, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en las medianas de los tiempos de OS (Figura

25.Cy Tabla 9).
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Notas: Las categorias de la figura B estan explicadas en la Tabla 9; TLB negativo: respuesta del modelo iTLB por debajo del punto de
corte de cero; TLB positivo: respuesta del modelo iTLB mayor al punto de corte de cero; TLB: Thermal Liquid Biopsy.

Figura 25: Relacidn del cambio producido en la concentracidon de CA19.9 y del TLB entre la muestra basal y la muestra
extraida al mes, tras el tratamiento, con la supervivencia global (OS) de los pacientes. A/ Relacién con el cambio de
concentracidon de CA19.9 (“aumenta” vs “no cambia” vs “disminuye”); B/ Relacion con todos los cambios de la respuesta
del modelo iTLB; C/ Relacién con el cambio de concentracién de CA19.9 (“aumenta” vs “no cambia/disminuye”); D/
Relacidon con la respuesta del modelo iTLB en la muestra extraida al mes, categorizado por el punto de corte de cero.

En el caso del TLB, debido a que no estd establecido un punto de corte, primero se considerd todos los cambios
producidos en la respuesta del modelo iTLB entre las dos muestras de suero (Figura 26.A), de manera que los pacientes
fueron clasificados como se indica en la Tabla 8.

Tabla 8: Categorizacion de los pacientes segln la respuesta del modelo iTLB en cada muestra, antes y después del
tratamiento.

Respuesta Modelo iTLB

Categoria
Muestra Basal Muestra al Mes
-1.035 -1.035 “sigue -1.035”
0.172 -1.035 “0.172 a-1.035”
0.257 -1.035 “0.257 a -1.035”
0.257 0.257 “sigue 0.257”
0.257 8.457 “0.257 a 8.457”
0.257 9.664 “0.257 a 9.664”
9.664 -1.035 “9.664 a -1.035”
9.664 9.664 “sigue 9.664"
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Al comparar las medianas de los tiempos de OS de cada categoria, se observé que los pacientes “sigue 9.664” eran los
que tenian menor tiempo de supervivencia, y los pacientes “9.664 a -1.035” los que tenian mayor tiempo de
supervivencia (Figura 25.B). Al entrar en detalle, los pacientes con menos de 10 meses de OS eran los que tenian un valor
negativo (< cero) en la respuesta del modelo iTLB de la muestra recogida al mes. Mientras que los pacientes con mas de
10 meses de OS eran los que tenian un valor positivo (> cero) en la respuesta del modelo iTLB de la segunda muestra. Por
esta razon, se relaciond la respuesta del modelo iTLB de la segunda muestra, categorizada por el punto de corte estandar
de cero, con la OS. Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las medianas de los tiempos de OS entre
los pacientes con una respuesta del modelo iTLB en la segunda muestra de suero tras el tratamiento, categorizada por el
punto de corte estandar (Figura 25.D, Figura 26.B y Tabla 9).

A ModeloiTLB [l -1.035 B 0.172 [0 0.257 M 9.664 [] 8.457 B

I | Modelo iTLB al mes  OS (meses): Q2 [Q1; Q3]
g -1.035 14.93 [11.58; 20.90]
6.87 [6.87; 6.87]
9.664 5.76 [5.10; 6.43]

Basal Mes
Muestra

Notas: iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy.

Figura 26: A/ Resultados del modelo iTLB en la muestra basal y los cambios producidos en la segunda muestra tras el
tratamiento. El ancho de las barras esta directamente relacionado con el nimero de pacientes con ese resultado; B/
Mediana del tiempo de supervivencia global de los pacientes segun su valor en el resultado del modelo iTLB en la muestra
al mes.

Tabla 9: Relacidn del cambio de la concentracion de CA19.9 entre la muestra basal y la muestra al mes, y del resultado del
modelo iTLB en la muestra al mes categorizado por el punto de corte estandar de cero, segun el tiempo de OS.

0S (meses) p-valor
ACA19.9 basal-mes: 0.460
“aumenta” 20.30[20.30; 20.30]
“no cambia/disminuye” 14.07 [9.87; 17.73]
TLB en la muestra al mes: <0.001
Negativo 14.93 [11.58; 20.90]
Positivo 6.43 [5.10; 6.87]

Notas: p-valores obtenidos de la prueba de Gehan-Breslow; TLB negativo: respuesta del modelo iTLB por debajo del punto de corte de
cero; TLB positivo: respuesta del modelo iTLB mayor al punto de corte de cero; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy.
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DISCUSION

El cancer de pancreas es uno de los canceres mdas mortales y con peor evolucién. Estos pacientes suelen ser
diagnosticados en estadios avanzados debido principalmente a la falta de sintomas en los inicios de la enfermedad, a la
falta de herramientas diagnodsticas con la suficiente sensibilidad y especificidad que permitan sospechar de la afectacion
o diagnosticarlo en estadios precoces, y a la falta de respuesta de los pacientes con tratamientos quimioterapicos. Uno
de los principales biomarcadores mas utilizado en los pacientes con PDAC es el marcador tumoral CA19.9, destacando
mas por uso en el seguimiento de la enfermedad, como indicador de carga tumoral que, como herramienta diagndstica,
debido a su valor predictivo negativo tan bajo.

Por todas estas razones, el cancer de pdncreas es uno de los escenarios donde seria interesante buscar nuevas
herramientas complementarias para el manejo de estos pacientes. La busqueda de biomarcadores en muestras de sangre
periférica es uno de los principales objetivos por ser un tipo de muestra facil de obtener, rapida y minimamente invasiva.
Pero la experiencia nos dice que el descubrimiento de nuevos biomarcadores es cada vez mas dificil. Con el avance en la
investigacion del proteoma y la teoria del interactoma, cobra mayor peso la teoria de que un conjunto de proteinas, y no
s6lo un Unico biomarcador, pueden explicar la respuesta del organismo ante una patologia. Por esta razén, se deberian
plantear nuevos enfoques experimentales con una base biofisica diferente. Es aqui donde aparece el DSC como una
opcidn para observar el proteoma, el peptidoma y las interacciones entre ambos.

El uso del DSC con muestra bioldgicas, es decir, la TLB, ha demostrado su aplicacion como posible nueva herramienta
complementaria para el diagndstico, seguimiento o prondstico de pacientes. Pero uno de los mayores retos que nos
plantea la TLB hoy en dia es la obtencidn de una metodologia estandar para analizar las curvas de termogramas y poder
diferenciar los diferentes estados. Varios grupos han aportado sus propuestas con metodologias cada vez mds
sofisticadas gracias al avance e incorporacidn de la bioinformdtica, ademas de facilitar su aplicacion e interpretacion.

En este trabajo se propone una nueva metodologia para el andlisis de la TLB que, ademas, es facil de interpretar y
reproducir. Para ello, se usa la informacion directa de las curvas de termogramas gracias al uso de herramientas de
aprendizaje automatizado, aplicando algoritmos que ya estan validados en otro tipo de datos como son las dmicas. El uso
de herramientas validadas en otro tipo de datos ya se ha reportado previamente. (36) El objetivo de esta metodologia es
obtener un modelo de clasificacion que nos diferencie, en el caso expuesto, entre los termogramas de controles sanos y
los termogramas de pacientes con diagndstico de PDAC. La informacién utilizada de los termogramas estd comprendida
entre los 60°C y los 80°C, donde se considera que es donde producen los mayores cambios. Otros grupos han utilizado
esta estrategia, pero utilizando otros rangos, aunque muy parecidos entre ellos. (35,36,38,41) Se utilizé el valor de Cp
correspondiente a cada grado (60°C, 61°C, 62°C, ... hasta 80°C), parecido a lo que otros grupos han hecho. (36) Por lo
que se contaba con 21 variables predictoras, dentro de las cuales se buscaron parejas de temperaturas mediante la
funcidn KTSP. La busqueda de parejas de temperaturas es lo mas novedoso de esta metodologia para los datos de
termogramas. El modelo se ajusté mediante la funcidén ncvreg, la cual selecciona a las parejas de temperaturas
significativas aplicando validacion cruzada y gracias a que lleva incorporado un algoritmo de clasificacién con
penalizacién. El uso de herramientas de clasificacion con penalizacion ya se ha utilizado previamente con datos
procedentes de termogramas, y cada vez estda mas defendido su uso para evitar el sobreajuste de los modelos. (38) Con
el objetivo de buscar un modelo robusto, todo este proceso se entrend en el 70% de los datos y se validé en el 30%
restante, aleatorizando ambos grupos 100 veces. Aunque la practica de dividir los datos en un grupo de entrenamiento
y aleatorizar su seleccion es cada vez mas comun, hay que valorarlo en positivo. Asi, otros grupos que han propuesto
otras metodologias para el andlisis de termogramas también lo han puesto en practica. (38—40)

Aunque la metodologia consta de cinco sencillos pasos, en uno de ellos existe cierta subjetividad. Es el paso de seleccionar
las parejas mas frecuentes (paso nimero 3). No se descarta probar con el ajuste de varias opciones de modelos para
llegar a uno éptimo y real, es decir, sin sobreajustes ni condicionado por el remuestreo.

A modo de ejemplo de la metodologia propuesta, se ha utilizado una poblacidn balanceada de 396 pacientes, divididos
en 184 sanos y 212 pacientes con PDAC, con el objetivo de obtener un modelo de clasificacidon que nos diferencie ambos
grupos segun la forma de los termogramas. La mayoria de los pacientes con PDAC estaban en estadios avanzados de la
enfermedad. Aunque esto es un reflejo de lo que ocurre en las consultas de diagndstico de cancer de pancreas, seria muy
recomendable ampliar el tamafio muestral y tener mas pacientes en estadios tempranos.

El modelo iTLB obtenido en este caso esta formado por tres parejas de temperaturas (tres variables predictoras). De lo
publicado hasta ahora, es el modelo que tiene menos nimero de variables predictoras. Se obtuvo una media de AUC de
0.83 (ICos% = 0.83-0.83) en los grupos de entrenamiento, y de 0.83 (ICos% = 0.83-0.84) en los grupos de validacion y se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre la respuesta del modelo iTLB en el grupo control y en el
grupo de pacientes con PDAC.
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Al entrenar un modelo, se recomiendan tener grupos balanceados (como en el ejemplo expuesto), pero si no es posible,
el entrenamiento balanceado es fundamental. Un modelo de clasificacion entrenado desbalanceado se produce cuando
uno de los grupos estd mas representado que la otra categoria. Esto conduce a un entrenamiento de modelos sesgada
en perjuicio del grupo minoritario, que suele contener los casos de mayor interés. Por este motivo, un entrenamiento
balanceado es importante para evitar estos problemas de sesgos.

La respuesta del modelo iTLB es muy facil de interpretar ya que consiste en un Unico nimero que puede ir desde menos
infinito hasta infinito, donde se puede aplicar un punto de corte. De manera estandar, el punto de corte utilizado es el
de cero. Esto quiere decir que, si el modelo da como respuesta un nimero por encima de cero, clasifica ese paciente
como enfermo (en este caso con PDAC), mientras que si el nimero esta por debajo de cero clasifica ese paciente como
control sano. El punto de corte, como en cualquier otra prueba diagndstica, se puede definir segln el objetivo de estudio.
En este estudio se ha comparado el punto de corte estandar con el punto de corte calculado segun Youden, que, en
nuestro ejemplo, tiene el valor de 0.215, para alcanzar la mayor sensibilidad y especificidad del modelo iTLB. Si el objetivo
es clasificar correctamente al mayor nimero de pacientes con PDAC (mayor sensibilidad), parece que el punto estandar
de cero seria el mas recomendable. Para buscar la maxima robustez del modelo, seria ideal establecer un Unico punto de
corte. Pero para ello hacen falta mas estudios y un tamafio muestral mas grande para establecerlo con mayor seguridad.
Independientemente del punto de corte usado, el modelo iTLB es capaz de diferenciar entre sanos y pacientes con PDAC
con una sensibilidad y especificidad parecidas a las obtenidas con el marcador tumoral CA19.9. Pero, con la ventaja de
tener unos valores predictivos negativos mas altos, en torno al 80% respecto al 58% del CA19.9.

Debido a que el modelo iTLB de clasificacién estd formado por variable predictivas dicotdmicas, las respuestas pueden
considerarse cuantitativas discretas. En el ejemplo expuesto del modelo iTLB para diferenciar entre controles sanos y
pacientes con PDAC, se han obtenido hasta ocho respuestas diferentes. Al comparar los termogramas de los pacientes
con el mismo resultado en el modelo iTLB, se observan diferentes patrones y muy homogéneos entre ellos. De esta
manera se puede visualizar los cambios que se producen en los termogramas cuando cambia la respuesta en el modelo
iTLB. Asi, a medida que aumentaba el valor del modelo iTLB, se iba reduciendo el primer maximo hasta llegar a igualarse
con el segundo maximo. Hay perfiles que se corresponden con valores de TLB concretos que son exclusivos de pacientes
con PDAC y no aparecen en individuos sanos. Este tipo de “agrupacidn supervisada” es la primera vez que se reporta en
relacion con los resultados de termogramas usando muestras bioldgicas. De esta manera, con este estudio, se quiere
abrir el camino para el analisis de la TLB mediante la aplicacion de herramientas de agrupacién no supervisada con los
datos de los termogramas que permita la generacidon de patrones para, posteriormente, comparar los grupos generados
con las variables clinicas de los pacientes.

En este caso, el estudio de las relaciones del modelo iTLB con las variables clinicas (escala TNM y resecabilidad o no del
tumor) de los pacientes con PDAC, no reveld relacidn ninguna. Este resultado puede explicarse por la baja variabilidad
clinica de los pacientes con PDAC (estadios tumorales avanzados). Dado el diagndstico tardio que normalmente se
produce en pacientes con PDAC, la ampliacidn del tamafio muestral del estudio no asegura el reclutamiento de mas
pacientes en estadios tempranos de esta enfermedad, aunque si se podria aumentar el tamafio del grupo de pacientes
en estadios tempranos, y se estaria en mejores condiciones para estudiar las diferencias en los termogramas debidas a
los estadios tumorales, de forma que podria mostrarse la sensibilidad de la técnica en la deteccion de estadios tempranos
de pacientes con PDAC

El modelo iTLB se validé externamente con una cohorte de 113 pacientes con PDAC, donde se obtuvo una sensibilidad
parecida a la cohorte de descubrimiento al usar tanto el punto de corte estdndar de cero como el de Youden. Este
resultado confirma la solidez del modelo iTLB en pacientes con PDAC. Es necesario un grupo sano externo para validar
completamente el modelo iTLB.

En este estudio, también se ha aplicado esta metodologia de analisis con el modelo iTLB a una cohorte externa de 20
pacientes diagnosticados de PDAC durante su tratamiento partiendo de un estadio = IV (con metdstasis). En este caso se
disponia de una muestra antes de empezar el tratamiento, y de una segunda muestra al mes, después del tratamiento,
con lo que, en este caso, se pretendia determinar si el seguimiento de los pacientes mediante TLB, podria aportar
informacién que ayudase al manejo clinico de los pacientes durante su tratamiento. De estas muestras de suero, ademas
del TLB, se contaba con la informacion de concentraciones de biomarcadores (albdimina, hemoglobina, LDH y CA19.9)
utilizados en el control del tratamiento en estos pacientes. Se valord la respuesta al tratamiento mediante la escala
RECIST1.1, donde se considerd que la mayoria de los pacientes habian respondido al tratamiento al producirse progresién
de enfermedad en Unicamente un paciente. Se quiso buscar un reflejo de esta respuesta al tratamiento en los cambios
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que las variables bioquimicas y en el TLB, al comparar los cambios que experimentaban entre ambas muestras. Parece
que el CA19.9 y el TLB son los que mejor reflejan en suero la respuesta al tratamiento. Se obtuvo algun resultado
discordante como que el paciente con progresion de enfermedad experimentaba una reduccién en la concentracion de
CA19.9, y que no se observaban diferencias estadisticamente significativas en el cambio del resultado del modelo iTLB
en el total de los pacientes. En este caso, se pudo observar que los cambios en el TLB fueron un reflejo de los cambios en
CA19.9, pudiendo tener una herramienta extra para el seguimiento de los pacientes, aunque seria deseable aumentar el
tamaiio muestral de estos 20 pacientes del estudio piloto para la validacidn de estos resultados preliminares.

Ademas, se quiso relacionar con la supervivencia de los pacientes (0S), donde se encontré diferencias estadisticamente
significativas en las medianas de los tiempos de OS segun la respuesta del modelo iTLB en la muestra al mes. Hacen falta
mas estudios para comprobar si existe un sesgo en la supervivencia obtenida segln el tipo de metastasis del paciente, ya
que existe multiples revisiones institucionales que han observado que la enfermedad metastasica pulmonar aislada tiene
un prondstico significativamente mejor que los pacientes con metastasis hepaticas. (102—104) Debido al pequefio tamafio
muestral, no se han podido realizar estas comprobaciones.

Todos estos resultados muestran el potencial de la metodologia utilizada para el andlisis de las muestras de suero
analizadas por calorimetria, ya que los resultados encontrados se alinean con los datos clinicos de las muestras analizadas.
Tras este estudio piloto, el siguiente paso es la aplicacion del método en una muestra de mayor tamanio, para confirmar
la aplicaciéon de la TLB en el seguimiento y prondstico de los pacientes con PDAC tras el tratamiento.
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INTRODUCCION

En la busqueda de mejores herramientas para diagnosticar el cancer de pancreas, frecuentemente se estudia pacientes
en estadios avanzados de la enfermedad, reflejando la realidad clinica donde los diagndsticos tempranos son raros. La
comparacion de pacientes con cancer de pancreas con un grupo control asintomatico, como sanos donantes de sangre,
encuentran diferencias significativas que sugieren nuevos biomarcadores o herramientas para el diagndstico. Sin
embargo, estos hallazgos a menudo no son aplicables en la practica clinica. Esto se debe, en parte, a la naturaleza del
grupo control utilizado. Los pacientes asintomdticos raramente visitan al médico, salvo en programas de cribado,
inexistentes para el cdncer de pancreas. En cambio, los pacientes con sintomas, que si acuden a las consultas, requieren
un diagnéstico diferencial, incluyendo el cancer de pancreas. Cominmente, los estudios utilizan como grupo control a
individuos sanos y a pacientes con patologias pancreaticas no cancerosas, como la pancreatitis crénica. Al analizar
detalladamente, las diferencias entre pacientes con sintomas pancreaticos y aquellos con cancer de pancreas se
minimizan notablemente.

Una mejor aproximacion a la practica clinica seria utilizar pacientes sintomaticos sin diagndstico de cancer, como es el
caso del estudio MICA de Dinamarca. El estudio MICA es una cohorte abierta de pacientes que se inici6 en julio de 2016
con el objetivo de buscar biomarcadores de diagndstico temprano de cancer. Esta formado por pacientes con sintomas
no especificos, pero con sospecha de cancer. Por ello, son remitidos al Hospital Universitario de Copenhague (Herlev and
Gentofte) para realizar un diagndstico diferencial. Una vez que estos pacientes entran en el estudio, se les extrae una
muestra de sangre periférica para analizar una bateria de biomarcadores (algunos de uso clinico habitual y otros ain en
proceso de investigacidn). Ademas, estos pacientes reciben un seguimiento a lo largo del tiempo para saber si al final
desarrollan un cancer, de qué tipo y en qué momento. Al excluir a los pacientes que desarrollaron cancer durante el
seguimiento, se puede utilizar a los pacientes sintomaticos del estudio MICA como grupo control, como ya se ha utilizado
en otra ocasion, (105) y compararlo con un grupo de pacientes con diagndstico de PDAC. De esta manera nos acercarnos
un poco mas a la situacion con la que se encuentran los clinicos en su consulta.

Para el cancer de pancreas, actualmente no se cuenta con un biomarcador gold standard para hacer un diagndstico
diferencial en pacientes sintomdticos. Este hecho cada vez es menos evidente si ademds se tiene en cuenta la teoria de
qgue una enfermedad puede que no esté justificada por un cambio de una Unica proteina, sino que se debe a cambios
producidos en varias proteinas. Por ello, una de las opciones es analizar cambios en los perfiles proteicos. Gracias a las
tecnologias cada vez mas sofisticadas, se puede encontrar estudios donde analizan perfiles de multiples proteinas y
buscan diferencias entre pacientes con cancer de pancreas y controles. (51,52,106,107) Al analizar en detalle, se puede
observar que lo habitual es utilizar como grupo control a pacientes sanos. En algunas ocasiones se incluyen pacientes con
pancreatitis crénica o patologias pancreaticas no cancerosas, reduciéndose la capacidad predictiva con este grupo
sintomatico. Puede que este sea uno de los motivos por lo que estos biomarcadores no se estén aplicando en clinica
todavia.

En el apartado Desarrollo de un modelo de aprendizaje automatizado para el diagndstico y prondstico del cancer de
pancreas mediante muestras de suero analizadas por TLB se ha mostrado una nueva metodologia desarrollada por el
grupo para clasificar a los pacientes segin la forma de los termogramas obtenidos de muestras bioldgicas,
especificamente de muestras de suero, usando como ejemplo un grupo sano (asintomatico) y un grupo con PDAC
(mayoritariamente en estadios avanzados). Los prometedores resultados abren el camino a probar la metodologia
propuesta en otros estudios con mayor tamafio muestral y que se aproximen mas a la situacién clinica, para estar cada
vez mas cerca de su aplicacion. Pero una de las cualidades que no se demostré fue la posibilidad de incluir covariables
como la edad, el sexo o la concentracion de biomarcadores en sangre periférica. O incluso utilizar directamente la
metodologia con este tipo de variables clinicas. Algunos autores consideran esta cualidad una gran ventaja en la
metodologia, (40,41) ya que se pueden incorporar biomarcadores muy usados y estudiados en el ambito clinico, como es
el CA19.9, pero que de manera aislada no tienen toda la potencia para el diagndstico o seguimiento de los pacientes.
Mientras que su incorporacion con otros biomarcadores o con la informacion de los termogramas en nuestro caso, se
podria llegar a conseguir un efecto sinérgico.

Un biomarcador muy estudiado en el cancer de pancreas es el CA19.9, (108,109) el cual, de manera aislada, no tiene la
suficiente especificidad para diagnosticar a pacientes con cancer de pancreas, pero su uso en el seguimiento de los
pacientes estd mucho mas aceptado. (108,109) La incorporacion de la concentracion del CA19.9 en combinacidn con otras
proteinas o biomarcadores, es muy habitual. Uno de los estudios que ha analizado el uso del CA19.9 en combinacidn con
otros biomarcadores de inflamacidn, paneles de proteinas, microRNA, DNA libre de células, etc., es el estudio
multicéntrico BIOPAC (B/IOmarkers in patients with PAncreatic Cancer), siendo también una cohorte abierta de pacientes
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de Dinamarca, que comenzo en julio del 2008 a reclutar pacientes con diagndstico de cancer de pancreas, comprobado
mediante prueba histoldgica. El objetivo de este estudio era la busqueda de nuevos biomarcadores para el diagndstico y
el prondstico de los pacientes con cancer de pancreas. Por esta razéon, cuando los pacientes son incluidos en el estudio,
se les realiza una bateria de biomarcadores en sangre periférica, ademds de tener informacion detallada del diagndstico
del paciente, y se le realiza un seguimiento exhausto durante la enfermedad hasta su fallecimiento. No son pocos los
resultados publicados del estudio BIOPAC, tanto los relacionados con el prondstico, (64,110-113) como los relacionados
con el diagnéstico. (51,52,110,111,113-115) En este Gltimo caso, se suele utilizar como grupo control a pacientes sanos
y/o pacientes con pancreatitis cronica.

Por todo esto, el objetivo general de este estudio fue:
Determinar la capacidad diagndstica y prondstica de la metodologia propuesta por nuestro grupo, basada en algoritmos
de aprendizaje automatizado, para el analisis de muestras de suero por TLB en una cohorte de pacientes del estudio
BIOPAC y un grupo control sintomatico del estudio MICA, tanto de forma independiente como incluyendo variables
clinicas de los pacientes en el andlisis.
Como objetivos especificos se propuso:
1/ Obtener modelos de clasificacién, usando la metodologia propuesta de andlisis de datos basada en ncvreg para:

1.A/ Obtener un modelo iTLB utilizando parametros obtenidos de las curvas de los termogramas de suero.

1.B/ Obtener un modelo iClin utilizando parametros bioquimicos y clinicos de los pacientes a estudio.

1.C/ Obtener un modelo iTLB+iClin combinando los pardmetros anteriores.

2/ Analizar el poder diagndstico y prondstico de los tres modelos de clasificacién obtenido, prestando especial atencién
tanto a los estadios precoces como a la evolucion de los pacientes.

3/ Proponer una aplicacion clinica concreta en base a los resultados obtenidos.
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MATERIALES Y METODOS
Sujetos

Se han analizado las muestras de pacientes procedentes de dos estudios daneses del Hospital Universitario de
Copenhague (Helev and Gentofte). El primero de ellos fue el estudio de cohorte abierto MICA (¢“New biomarkers in
patients referred because of suspected serious illness - are they giving new diagnostic information?”), (116) el cual
comenzo en julio del 2016. Esta formado por pacientes remitidos al hospital por presentar sintomas y signos sospechosos
de cancer. Estos pacientes fueron seguidos desde el momento de la primera visita hasta su muerte, emigracién o hasta la
fecha de mayo del 2023. Durante su seguimiento, a algunos de estos pacientes se les diagnostico algun tipo de cancer.
Los pacientes del estudio MICA sin diagndstico de cancer durante todo el seguimiento fueron los que se consideraron
como grupo control sintomatico.

El segundo grupo estaba formado por pacientes procedentes de la cohorte abierta del estudio multicéntrico prospectivo
BIOPAC (“BlOmarkers in patients with PAncreatic Cancer (BIOPAC) - can they pro-vide new information of the disease and
improve diagnosis and prognosis of the patients?”) (ID NCT03311776), (72) el cual comenzé en julio del 2008, y donde se
incluyen a los pacientes con un diagndstico de PDAC confirmado mediante prueba histolégica. Muestras de suero
utilizadas en este estudio se obtuvieron antes de empezar con el tratamiento. Estos pacientes recibieron un seguimiento
de su enfermedad hasta la fecha de mayo del 2023 o hasta su fallecimiento.

Los estudios de realizaron segun la declaracién de Helsinki. El protocolo del estudio MICA fue aprobado por el Comité de
Etica Regional Danés (H-7-2014-011) y la Agencia Danesa de Proteccién de Datos (HEH-2014-105; I-Suite 03330; PACTIUS
P-2020-578). El protocolo del estudio BIOPAC esta aprobado por el Comité de Etica Danés (VEK, j.nr. KA-20030113) y la
Agencia Danesa de Proteccidn de Datos (j.nr. 2012-58-0004; HGH-2015-027; |-Suite j. n2 03960 y PACTICUS P-2020-834).
Todos los pacientes recibieron informacion oral y escrita sobre el estudio y dieron su consentimiento por escrito antes de
su inclusién de acuerdo con las directrices del Comité de Etica Danés. Todas las muestras fueron identificadas con un
codigo interno para garantizar el anonimato de los pacientes, siguiendo las indicaciones descritas en el protocolo
aprobado por el comité ético.

Variables recogidas en cada grupo

Para este estudio en particular se han utilizado algunas variables recogidas en las bases de datos MICA y BIOPAC. Algunas
de estas variables estan en comun en ambos grupos:

- Edad en afos.

- Sexo: masculino o femenino.

- indice de masa corporal (IMC) en kg/m?, categorizado segiin la OMS como: peso insuficiente si el IMC <18.5
kg/m?, normopeso si el IMC = 18.5-24.9 kg/m?, sobrepeso si el IMC = 25-29.9 kg/m?, y obesidad si el IMC 230
kg/m?2.

- Habito tabaquico: no fumador, fumador o exfumador.

- Consumo de alcohol: no abuso, abuso o exabuso. Definiendo abuso como >7 unidades por semana para el sexo
femenino, y >14 unidades por semana para el sexo masculino. Se considera 1 unidad = 12 g alcohol.

- Escala del estado funcional ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group): con valores desde 0 hasta 5.

- Concentraciones de biomarcadores en sangre periférica del antigeno carbohidrato 19-9 (CA19.9), la proteina C
reactiva (PCR), la interleucina 6 (IL-6) y la proteina 1 similar a quitinasa-3 (YKL-40).

Ademas, en el grupo de pacientes del estudio BIOPAC se utilizaron las siguientes variables:
- Etnia: caucasicos o no caucasicos.
- Diagndstico previo de diabetes, tanto tipo | como tipo Il
- Caquexia en el momento del diagndstico, definido como una pérdida de peso >5%.
- indice de comorbilidad de Charlson corregido por la edad (CACI). (72)
- Estadio segun la octava edicion del American Joint Comitee on Cancer (AJCC): desde | hasta IV.
Durante el seguimiento de la enfermedad de estos pacientes, se recogié:
o Si cumplian o no los requisitos para ser operados. Dentro de los que si cumplian los requisitos, si
finalmente se operd o al final no se pudo realizar.
o Dentro de los pacientes operados se recogio:
= Silareseccion fue completa o no (RO/R1 respectivamente).
=  Sihubo recaida de la enfermedad y el tiempo hasta dicha recaida.
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o Dentro de los pacientes que no fueron operados, se recogié el tiempo de la supervivencia libre de
progresién (PFS).
o De todos los pacientes con PDAC se recogio el tiempo de la supervivencia global (OS).

Procesamiento de las muestras de suero

De cada paciente se obtuvieron 1.5 mililitros de sangre periférica, cuya extraccidn, en el caso de los pacientes del estudio
BIOPAC, fue en el momento del diagndstico y/o antes de la cirugia o del inicio del tratamiento quimioterapéutico, con una
mediana de 8.00 dias [-1.00; 19.00] entre el diagndstico y la extraccidn de sangre. Las muestras de sangre de los pacientes
del estudio MICA se obtuvieron en el momento de inclusién al estudio. Las muestras fueron procesadas segun los
protocolos MICA y BIOPAC. Todas las muestras de sangre se centrifugaron a un minimo de 2000 g a 4°C durante 10 minutos
dentro de las 3 horas posteriores a la toma de sangre, y el suero se distribuyd en alicuotas en tubos y posteriormente se
almacend a -80°C.

Los anélisis de CA19.9 y PCR se determinaron en muestras frescas (no congeladas), ya que formaban parte de las pruebas
de rutina realizadas a los pacientes. Mientras que los valores de IL-6, YKL-40 y los termogramas se determinaron en
muestras congeladas. La concentracion de CA19.9 de analizé utilizando un ensayo de inmunoquimioluminiscencia, en
Immulite 2000 GI-MA (nuimero de catalogo L2KG12, Siemens, Ballerup, Dinamarca). Los niveles de PCR se midieron
mediante turbidimetria (Dako, Glostrup, Dinamarca) utilizando un ensayo de laboratorio estandar, sujeto a programas de
control de calidad internos (diario) y externos (mensuales). Los valores de referencia son 37 kU/L para CA19.9 y 10 mg/L
para PCR. Las concentraciones de IL6 e YKL-40 se determinaron en muestras de suero por duplicado mediante ensayos
de enzimoinmunoanalisis de adsorcidn (ELISA) comerciales de dos sitios, tipo sandwich (IL6: nimero de catadlogo HS600,
R&D Systems, Abingdon, Oxon, Reiuno Unido; YKL-40: Quidel Corporation, San Diego, CA, EE. UU.). Debido a su menor
uso en clinica, no hay establecido un valor de referencia para estos dos parametros.

La obtencion de los termogramas a partir de muestras de suero se realizé como se ha comentado en el apartado
Desarrollo de un modelo de aprendizaje automatizado para el diagndstico y prondstico del cancer de pancreas
mediante muestras de suero analizadas por TLB.

Analisis de los datos

Metodologia para obtener los modelos de clasificacion a comparar

La metodologia para obtener los diferentes modelos de clasificacion mediante el paquete ncvreg de R con penalizaciones
tipo Lasso y validacidn cruzada, estd descrita previamente en el apartado Desarrollo de un modelo de aprendizaje
automatizado para el diagndstico y pronéstico del cancer de pancreas mediante muestras de suero analizadas por TLB.

En todos los casos, se entrend en el 70% de los datos y se validé en el 30% restante, aleatorizando 100 veces. Lo que
cambia en cada modelo son las variables predictoras utilizadas.

1. Modelo-iClin (sin TLB): Para obtener el modelo iClin se utilizaron las siguientes variables predictoras:

o Laedad dicotomizada en pacientes </> de 50 afios.

La escala del estado funcional ECOG dicotomizada en ECOG =0y ECOG = 1-3.

o Laconcentracion de biomarcadores en sangre periférica de CA19.9, IL-6, PCR e YKL-40, todas ellas en su
forma de logaritmo natural. En estas variables se realizé un preprocesado (mediante la libreria caret de
R) para eliminar las variables con varianza igual a cero, con correlacion elevada (correlacién de Pearson
> 0.9) y para centrar y normalizar a partir de la concentracién del logaritmo natural.

O

2. Modelo iTLB: El modelo iTLB se basa en la forma de las curvas de termogramas de muestras de suero. Para ello,
se utilizan las parejas de temperaturas como variables predictoras, como estd descrito previamente en el
apartado Desarrollo de un modelo de aprendizaje automatizado para el diagnéstico y prondstico del cancer de
pancreas mediante muestras de suero analizadas por TLB.
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3. Modelo iTLB+iClin: A partir de las variables clinicas frecuentes del modelo iClin, y de las parejas de temperaturas
frecuentes obtenidas en el modelo iTLB, se combinaron para ajustar un tercer modelo mixto, llamado modelo
iTLB+iClin.

Comparacion de los tres modelos

El resultado de los modelos de clasificacidn es un Unico nimero por paciente que puede ir desde menos infinito hasta
infinito. De manera estandar, el punto de corte establecido por el modelo es de cero. Esto quiere decir que cuando el
modelo de clasificacidén proporciona un nimero menor a cero significa que clasifica ese paciente como control (paciente
sin cancer), mientras que, si el nUmero es mayor a cero, el modelo clasifica a ese paciente con PDAC en este caso. Se
comparo los resultados obtenidos usando el punto de corte estandar con el punto de corte calculado segin Youden. (100)
El rendimiento de las pruebas diagndsticas se evalué mediante el cdlculo de indices de rendimiento comunes (sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo), asi como la curva de caracteristica operativa del
receptor (ROC) y su area bajo la curva (AUC) junto son su intervalo de confianza al 95% (ICos%).

Para comparar los modelos, por un lado, se evalud su capacidad diagndstica para diferenciar entre el grupo control
(pacientes sin diagndstico de cancer) y el grupo de pacientes con PDAC. Por otro lado, se relaciond cada modelo con las
variables clinicas, haciendo hincapié en las variables recogidas en el grupo de pacientes con PDAC durante el seguimiento
de su enfermedad (recaida, PFS y OS), con el objetivo de encontrar posibles nuevas herramientas que informen del
prondstico de los pacientes con PDAC. Para mostrar estos resultados, se usé el 100% de los datos (el 70% de
entrenamiento y el 30% de validacidn), para evitar tener grupos con pequefios tamafios y que la estadistica tenga mayor
potencia.

Ademas, se aplicé los modelos obtenidos en los pacientes de la cohorte MICA con diagndstico de cdncer durante su
seguimiento para valorar si alguno de los modelos podia ayudar como herramienta de diagndstico precoz.

Andlisis estadistico aplicado

La prueba de Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors o la prueba de Shapiro-Wilk (segin el tamafio muestral) se realizé para
evaluar la normalidad de las variables. Las medias entre dos grupos independientes se compararon mediante la prueba T
de Student de muestras no pareadas para variables con comportamiento normal (verificando previamente la
homocedasticidad con la prueba de Bartlett), mientras que las medianas entre dos grupos independientes se compararon
mediante la prueba de Wilcoxon de muestras no pareadas para variables con comportamiento no normal. Las medias
entre tres o mas grupos de distribucion no paramétrica se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis. El posterior
analisis multiple bivariante se realizé ajustando los p-valores segin el método de Bonferroni. La asociacidén entre grupos
para variables cualitativas se evalué mediante la prueba de x? de Pearson con la correccién de Yates. Cuando el tamafio
muestral era pequefio (< 20) se utilizé la prueba de Fisher. Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de dos grupos
se compararon mediante la prueba de Log-Rank o de Gehan-Breslow en el caso de entrecruzamientos. La comparacion
de AUC de las curvas ROC se realizé mediante la prueba de Delong.

Para todas las pruebas, un p-valor bilateral inferior a 0.05 se considerd estadisticamente significativo. Los analisis

estadisticos se realizaron utilizando el lenguaje y entorno para la informatica estadistica del equipo central de R,
en suversion 4.3.2 (31 de octubre de 2023).
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RESULTADOS

Se analizaron 706 muestras de suero procedentes de pacientes, de los cuales el 46.74% eran de sexo masculino, con una
mediana de edad de 67.00 afios [57.00; 73.00]. La mediana del IMC fue de 24.02 kg/m? [21.30; 27.16] (na = 12), el cual
se categorizd en: peso insuficiente (6.20%, 43/694), normopeso (53.17%, 369/694), sobrepeso (26.80%, 186/694) y
obesidad (13.83%, 96/694). Se contaba con dos grupos:

1/ Grupo control constituido por 325 pacientes (46.03%; edad de 63.00 afios [51.00; 72.00]) sin diagndstico de céncer ni
en el momento de la inclusion ni durante todo el seguimiento del estudio. Dentro del grupo control, el 38.15% (124/325)
fueron de sexo masculino. Segun el IMC (na = 5), la mediana en este grupo fue de 24.29 kg/m? [21.45; 27.74],
clasificindose en: 4.69% con peso insuficiente (15/320), 50.31% con normopeso (161/320), 26.56% con sobrepeso
(85/320) y 18.44% con obesidad (59/320). Al dicotomizar el IMC en < 25 (incluyendo los pacientes con peso insuficiente
y con normopeso) y = 25 (incluyendo los pacientes con sobrepeso y obesidad), no se observé ninguna asociacién entre la
edad, el sexo y el IMC en el grupo control (Tabla 10).

2/ Grupo formado por 381 pacientes (53.57%; mediana de edad de 69.00 [63.00; 74.00]) con un diagnostico de PDAC.
Dentro de este grupo, el 54.07% (206/381) fueron de sexo masculino. La mediana de peso en el momento de la inclusidn
en el estudio fue de 72.00 kg [61.00; 82.00] (ha = 9). Seglin el IMC, la mediana en este grupo fue de 23.64 kg/m? [21.20;
26.60] (na = 7), clasificindose en: 7.49% con peso insuficiente (28/374), 55.61% con normopeso (208/374), 27.01% con
sobrepeso (101/374), y 9.89% con obesidad (37/374). Segun la etnia, la mayoria eran caucasicos (95.98%, 310/323),
mientras que un 4.02% (13/323) eran de otras etnias (na = 58). Al dicotomizar el IMC (</> 25 kg/m?), tampoco se encontré
ninguna asociacion entre la edad, el sexo, el IMC y la etnia en el grupo con PDAC (Tabla 10).

Tabla 10: Relacién entre edad, sexo, IMC y etnia en cada grupo (controles y PDAC).

Controles PDAC
Edad (afios) p-valor Edad (afios) p-valor
Sexo: 0.451 0.904
Masculino 63.00 [51.75;71.00] 69.00 [64.00;74.00]
Femenino 64.00 [51.00;73.00] 69.00 [62.00;73.00]
IMC (kg/m?): 0.069 0.231
<25 65.00 [52.00;73.00] 70.00 [64.00;74.25]
225 61.00 [51.00;71.00] 68.00 [63.00;73.00]
Etnia: 0.261
Caucasica 69.00 [64.00;74.00]
No caucasica 67.00 [64.00;71.00]
Sexo Masculino Femenino p-valor Masculino Femenino p-valor
IMC: 0.091 0.173
<25 60 (33.90%) 117 (66.10%) 120 (50.85%) 116 (49.15%)
225 63 (43.75%) 81 (56.25%) 81 (58.70%) 57 (41.30%)
Etnia: 1.000
Caucasica 166 (53.55%) 144 (46.45%)
No caucasica 7 (53.85%) 6 (46.15%)
IMC (kg/m?) <25 >25 p-valor
Etnia: 0.619
Caucasica 199 (64.61%) 109 (35.39%)
No caucdasica 7 (53.85%) 6 (46.15%)

Notas: las variables continuas estan representadas por el Q2 [Q1; Q3] debido a su distribucidn no paramétrica. Mientras que las
variables categdricas estan representadas por en nimero (%) de pacientes en cada categoria; los p-valores se obtienen de la prueba de
Wilcoxon al comparar una variable continua entre dos grupos, y de la prueba de x? (con la correccidn de Yates) al comparar dos variables
categéricas; PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; IMC: indice de masa corporal.
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En el total, se observo una relacidn entre la edad, el sexo y el IMC segun los grupos (controles y PDAC), de manera que
los pacientes con PDAC tenian una mayor mediana de edad, una mayor proporcién de pacientes de sexo masculino y
mayor proporcidn de pacientes con IMC < 25 kg/m? (Tabla 11 y Figura 27A-C).

Respecto a las variables recogidas relacionadas con los habitos de vida de los pacientes, se disponia de la informacion del
consumo de tabaco (fumador, no fumador o exfumador), y del abuso del alcohol (no abuso, abuso o exabuso). Del total
de los pacientes, se contaba con la informacién sobre el consumo de tabaco en 683 pacientes (96.74%, na = 23), de
manera que el 37.34% (255/683) nunca habian fumado, el 26.35% (180/683) fumaban en ese momento, y el 36.31%
(248/683) eran exfumadores. Respecto al abuso del alcohol, se tenia informacion en 659 pacientes (93.34%, na = 47), de
manera que el 76.48% (504/659) no abusaban del alcohol, el 16.69% (110/659) hacian un abuso del consumo del alcohol,
y el 6.83% restante (45/659) hacian un abuso del alcohol, pero en ese momento no (exabuso). Al dicotomizar el habito
tabaquico como “No fumador” y “Fumador+Exfumador”, y el abuso de alcohol como “No abuso” y “Abuso+Exabuso”, y al
relacionarlo con los grupos (controles y pacientes con PDAC), no se observé ninguna asociacion (Tabla 11).

Para estratificar a los pacientes se contaba con diferentes escalas. Una de ellas era la escala del estado funcional ECOG,
donde se tenia informacion en ambos grupos en 666 de los pacientes (94.33%, na = 40), de manera que el 61.71%
(411/666) se definieron como ECOG =0, el 32.73% (218/666) como ECOG =1, y el 5.56% (37/666) como ECOG = 2-3. Al
dicotomizar la escala ECOG como ECOG = 0 y ECOG = 1-3, se observd una asociacién con los grupos (controles y PDAC),
de manera que habia una mayor proporcion de pacientes con PDAC con ECOG = 1-3 (Tabla 11 y Figura 27.D).

Mientras que de las escalas CACI y el estadio Unicamente se tenia informacion de ellas en los pacientes con PDAC.
Respecto a la escala CACI, el 14.24% tenian ausencia de comorbilidad (46/323, CACI = 0-1), el 20.43% tenian comorbilidad
baja (66/323, CACI = 2) y el 65.33% restante tenian comorbilidad alta (211/323, CACI > 3) (na = 58) (Figura 28.A). Respecto
al estadio, el 3.43% fueron estadio = | (13/379), el 16.09% fueron estadio = Il (61/379), el 27.44% fueron estadio = IlI
(104/379) y el 53.03% restante fueron estadio = IV (201/379) (na = 2) (Figura 28.B).

En cuanto a las concentraciones de biomarcadores en sangre periférica recogidas en estos pacientes, CA19.9, IL-6, PCR,
YKL-40, se disponia de la informacion de las cuatro variables en 597 de los pacientes (84.56%, na = 109). Se observé
diferencias estadisticamente significativas en las medianas de las concentraciones (en su forma de logaritmo natural) de
todos los biomarcadores entre el grupo control y el grupo de pacientes con PDAC (Tabla 11y Figura 27.E).

Para terminar por comentar los resultados de las variables clinicas basales recogidas, en el grupo de pacientes con PDAC
se disponia de un par variables relacionadas con enfermedades o sintomas en el momento del diagndstico. Una de ellas
es si los pacientes presentaban ademas un diagndstico de diabetes. De los 381 pacientes con PDAC, el 73.49% (280/381)
si tenian diabetes (Figura 28.C). La otra variable recogida hacia referencia a si los pacientes habian experimentado una
pérdida de peso mayor al 5% de su peso corporal en el momento del diagndstico, lo que se define como caquexia. Se
disponia de esta informacion en 316 pacientes (82.94%, na = 65), de manera que el 68.35% (216/316) si tenian caquexia
(Figura 28.D).

Dentro de los pacientes con PDAC se realizé un seguimiento exhaustivo en el tiempo, recogiéndose diferentes variables.
De esta manera, se pudo clasificar a los pacientes con PDAC en funcién de si cumplian los requisitos para ser operados o
no (na=1): el 53.16% (202/380) no fueron operados, mientras que el 35.26% (134/380) si. Ademds, en un pequefio grupo,
el 11.58% (44/380), si cumplian los requisitos para operarse, pero al final no fue posible (Figura 28.E).

Dentro de los 134 pacientes operados, ademas se realizé un seguimiento de ellos, categorizdndolos segun si la reseccién
fue completa o no (RO/R1 respectivamente, na = 4): la mayoria, el 81.54% (106/130) eran R1 (Figura 28.F). La mediana de
tiempo de recaida en los pacientes que fueron a cirugia fue de 10.50 meses [6.00; 19.75] (na = 4), y la mediana de OS fue
de 20.00 [10.00; 36.75] meses. Ademas, de los pacientes que no fueron operados, la mediana de tiempo de PFS y OS
fueron 5.00 [2.25; 9.75] meses y 8.00 [3.00; 14.00] meses respectivamente
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Tabla 11: Relacién de edad, sexo, IMC, tabaco, alcohol, escala del estado funcional ECOG y variables bioquimicas entre los
grupos (controles y PDAC).

Controles PDAC p-valor
Edad (afios) 63.00 [51.00;72.00] 69.00 [63.00;74.00] <0.001
Sexo: <0.001
Masculino 124 (37.58%) 206 (62.42%)
Femenino 201 (53.46%) 175 (46.54%)
IMC (kg/m?): 0.040
<25 177 (42.86%) 236 (57.14%)
225 144 (51.06%) 138 (48.94%)
Tabaco: 0.164
No fumador 125 (49.02%) 130 (50.98%)
Fumador+Exfumador 185 (43.22%) 243 (56.78%)
Alcohol: 0.640
No abuso 218 (43.25%) 286 (56.75%)
Abuso+Exabuso 71 (45.81%) 84 (54.19%)
Estado funcional ECOG: <0.001
0 279 (67.88%) 132 (32.12%)
1-3 46 (18.04%) 209 (81.96%)
Ln CA19.9 (kU/L) 2.20[1.39;2.94] 6.44 [4.29;8.20] <0.001
Ln PCR (mg/L) 0.57 [-0.32;1.50] 1.95[1.10;3.30] <0.001
Ln IL-6 (ng/L) 0.81[0.16;1.57] 1.61 [0.88;2.42] <0.001
Ln YKL-40 (pg/L) 4.51[4.07;5.03] 4.85 [4.33;5.33] <0.001

Notas: las variables continuas estan representadas por el Q2 [Q1; Q3] debido a su distribucién no paramétrica. Mientras que el resto
de las variables estadn representadas por en niumero (%) de pacientes en cada categoria; los p-valores se obtienen de la prueba de
Wilcoxon al comparar una variable continua entre dos grupos, y de la prueba de x? (con la correccidn de Yates) al comparar dos variables
categoricas; PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; IMC: indice de masa corporal; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group;
CA19.9: marcador tumoral antigeno carbohidrato 19-9; PCR: proteina C reactiva; IL-6: interleuquina 6; YKL-40: proteina 1 similar a
quitinasa-3.
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Chi cuadrado (Yates): p<0.001
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Notas: PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; IMC: indice de masa corporal; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; CA19.9:
marcador tumoral antigeno carbohidrato 19-9; PCR: proteina C reactiva; IL-6: interleucina 6; YKL-40: proteina 1 similar a quitinasa-3.

Figura 27: Relacion estadisticamente significativa de diferentes variables entre los grupos (controles y PDAC). A/
Diferencia de la mediana de la edad (afios); B/ Asociacién del sexo (masculino y femenino); C/ Asociacion del IMC (kg/m?);
D/ Asociacion de la escala ECOG del estado funcional; E/ Diferencia de la mediana del logaritmo natural de la
concentracion de biomarcadores: CA19.9, PCR, IL-6 e YKL-40.
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Notas: PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; CACI: indice de comorbilidad de Charlson ajustado por la edad; CACI = 0-1: ausencia
de comorbilidad, CACI = 2: comorbilidad baja, CACI > 3: comorbilidad alta; Estadio de la enfermedad segln la octava edicion del AJCC.

Figura 28: Proporcion de pacientes con PDAC seguin: A/ la escala CACI; B/el estadio; C/ el diagndstico previo de diabetes
(NO/si); D/ la sintomatologia de caquexia (NO/SI); E/ si cumplen o no los requisitos para operarse; F/ dentro de los
pacientes operados, si la reseccién fue completa o no (SI/NO o RO/R1).
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1. Modelo iClin

A partir de variables clinicas, y aplicando la metodologia propuesta por el grupo para obtener un modelo de clasificacion
de termogramas, se obtuvo un primer modelo (modelo iClin) para distinguir entre la poblacién control (pacientes
sintomaticos sin diagndstico de cancer) y pacientes con un diagndstico de PDAC. El modelo iClin se entrend y validé en
574 pacientes (56.62% corresponden al grupo control), los cuales constituyen los pacientes que tienen la informacién de
las seis variables predictoras clinicas introducidas: la edad dicotomizada (</> de 50 afios), la escala ECOG del estado
funcional dicotomizada (0/1-3) y el logaritmo natural de las concentraciones en sangre periférica de CA19.9, IL-6, PCR e
YKL-40, éstas ultimas preprocesadas.

El modelo iClin obtenido estaba formado por cuatro variables (edad, escala ECOG del estado funcional y las
concentraciones de CA19.9 y PCR), es decir, se eliminaron dos de las variables (concentracién de IL-6 e YKL-40). Se observo
que la concentracion de CA19.9 era la que tenia mayor peso para distinguir entre controles y pacientes con PDAC, mientras
que la concentracién de PCR estaba en la cola (Figura 29.A). La media de AUC en los grupos de entrenamiento fue de 0.96
(£0.01), y en los grupos de validacién fue de 0.95 (+ 0.01).

Al considerar la respuesta del modelo iClin como una variable continua, se observd diferencias estadisticamente
significativas en la mediana del resultado del modelo iClin entre el grupo control (-2.41 [-3.41; -1.51]) y el grupo con PDAC
(2.90[1.23; 5.02]) (prueba de Wilcoxon: p-valor < 0.001) (Figura 29.B), con un AUC en el grupo de validacion de 0.98 (I1Cos%
= 0.97-1.00) (Figura 29.C).

Al considerar la respuesta del modelo iClin como dicotdmica, se comparé los resultados obtenidos al usar el punto de
corte estandar de cero y el calculado de Youden de -0.437. Se observd que, aunque los cambios eran minimos, los valores
de exactitud, sensibilidad, especificidad, VPP y VPN superaban todos el 90% al usar el punto de Youden (Figura 29.D y E)
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D E
Modelo iClin Modelo iClin
<0 >0 <-0.437 >-0.437
Controles 101 2 Controles 98 5
PDAC 11 59 PDAC 5 65

Exact. Sens. Espec. VPP VPN Exact. Sens. Espec. VPP VPN
92.49% 84.29% 98.06% 96.72% 90.18% 92.22% 92.86% 95.15% 92.86% 95.15%

Notas: Las variables que aparecen en la figura A son el logaritmo natural de CA19.9 y de PCR. Mientras que la edad estd dicotomizada
en </>a 50 afios, y la escala ECOG en 0/1-3; CA19.9: marcador tumoral antigeno carbohidrato 19-9; PCR: proteina C reactiva; PDAC:
adenocarcinoma ductal de pancreas; AUC: drea bajo la curva ROC; Exact: exactitud; Sens: sensibilidad; Espec: especificidad; VPP: valor
predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

Figura 29: Resultados del modelo iClin obtenido para diferenciar a los pacientes controles (sintomaticos) de los pacientes
con PDAC. A/ Valor absoluto de los coeficientes del modelo iClin en cada una de las variables predictoras; B/ Diferencia
de medianas de la respuesta del modelo iClin en el grupo de validacién (controles y PDAC), representando con una linea
horizontal continua el punto de corte estdndar, y discontinua el de Youden; €/ Area bajo la curva ROC del modelo iClin en
el grupo de validacién; D/ En la parte superior aparece la tabla de contingencia de la prediccion del modelo iClin
dicotomizado por el punto de corte estandar, en el grupo de validacion. En la parte inferior viene indicado los resultados
del rendimiento del modelo iClin; E/ En la parte superior aparece la tabla de contingencia de la prediccion del modelo
iClin dicotomizado por el punto de corte de Youden, en el grupo de validacion. En la parte inferior viene indicado los
resultados del rendimiento del modelo iClin.
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Relacion de los resultados del modelo iClin con variables clinicas

Una vez que se vio la buena capacidad del modelo iClin para diferenciar entre el grupo control (pacientes sintomaticos
sin diagndstico de cancer) y pacientes con PDAC, se busco alguna relacion entre el modelo iClin y cada una de las variables
recogidas en ambos grupos.

Al relacionar la respuesta del modelo iClin (tanto la continua como la dicotdmica) con las variables clinicas recogidas en
los pacientes, se encontraron diferencias en las medianas del valor del modelo iClin entre el habito tabaquico de los
controles (no fumador vs fumador/exfumador), entre los pacientes categorizados segun el estadio (I-Ill vs IV) (Figura 30.A),
y entre los pacientes que cumplian o no los requisitos para operarse (Figura 30.B). Respecto a la relaciéon encontrada con
el habito tabaquico en el grupo control, se debia porque habia una asociacion con los pacientes mayores de 50 afios
(prueba de x? con la correccién de Yates: p-valor = 0.018), y con los pacientes con una escala ECOG = 1-3 (prueba de y?
con la correccidn de Yates: p-valor = 0.043).

Al dicotomizar el modelo iClin, tanto por el punto de corte estandar como el de Youden, se observé que la mediana de la
concentracién de IL-6 e YKL-40 era mayor en el grupo de pacientes con una respuesta en el modelo iClin por encima del
punto de corte. Esta diferencia se observé en ambos grupos en el caso de la IL-6, mientras que solamente en el grupo de
pacientes con PDAC en el caso de la YKL-40. Estos hallazgos se debian a que la concentracion de IL-6 y de YKL-40 en el
grupo control eran mayores en los pacientes con edad > 50 afios y con escala ECOG = 1-3 (prueba de Wilcoxon, p-valor
<0.001, para ambos). En el grupo de pacientes con PDAC, solo se encontrd estas diferencias en la concentracion de IL-6
con los pacientes ECOG = 1-3 (prueba de Wilcoxon, p-valor = 0.002).

Ademas, se observd una asociacién entre el modelo iClin, dicotomizado por el punto de corte estdndar, y el diagndstico
de diabetes, encontrando mayor proporcidn de pacientes con diabetes clasificados por encima del punto de corte. Esta
asociacion se podia justificar porque habia una mayor proporcién de pacientes con diabetes y con una edad > 50 afios
(prueba de x? con la correccidn de Yates: p-valor = 0.040).

Respecto a las variables recogidas durante el seguimiento de los pacientes con PDAC (tiempo hasta la recaida, PFS, y OS),
no se observé una relacion con el modelo iClin con dichas variables.

Los resultados de las relaciones entre el modelo iClin y la clinica estan en las Tabla 12, Tabla 13, Tabla 14 y Tabla 15.
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Tabla 12: Relacién de variables clinicas con la respuesta del modelo iClin dicotomizada segun el punto de corte estandar,
tanto en el grupo control como en el grupo de pacientes con PDAC.

Controles
Modelo iClin <0 >0 p-valor <0 >0 p-valor
Sexo: 1.000 0.571
Masculino 118 (94.40%) 7 (5.60%) 16 (12.8%) 109 (87.2%)
Femenino 189 (94.5%) 11 (5.55%) 20 (16.13%) 104 (83.87%)
IMC (kg/m?): 1.000 1.000
<25 167 (94.89%) 9 (5.11%) 24 (14.55%) 141 (85.45%)
>25 136 (94.44%) 8 (5.56%) 12 (14.29%) 72 (85.71%)
Etnia: 0.126*
Caucdsica 33 (13.75%) 207 (86.25%)
No caucasica 3(33.33%) 6 (66.67%)
Tabaco: 0.508 0.384
No fumador 119 (95.97%) 5 (4.03%) 10 (11.63%) 76 (88.37%)
Fumador+Exfumador 174 (93.55%) 12 (6.45%) 26 (15.95%) 137 (84.05%)
Alcohol: 0.772* 0.184
No abuso 205 (94.47%) 12 (5.53%) 24 (12.57%) 167 (87.43%)
Abuso+Exabuso 67 (93.06%) 5 (6.94%) 12 (20.69%) 46 (79.31%)
Ln IL-6 (ng/L) 0.75[0.14;1.45] 1.96[1.34;3.09] <0.001* | 1.05[0.68;1.46] 1.70[0.96;2.48] 0.003*
Ln YKL-40 (ug/L) 4.48 [4.04;4.94] 5.52[4.92;6.05] <0.001* | 4.72[4.22;5.19] 4.89[4.32;5.45] 0.247%
Diabetes: 0.035
No 32 (17.58%) 150 (82.42%)
Si 4 (5.97%) 63 (94.03%)
Caquexia: 0.356
No 14 (17.95%) 64 (82.05%)
Si 21 (12.57%) 146 (87.43%)
CACI: 0.356
0-2 14 (18.18%) 63 (81.82%)
>3 22 (12.79%) 150 (87.21%)
Estadio: 0.252
I-111 20 (17.70%) 93 (82.30%)
v 16 (11.76%) 120 (88.24%)
Requisitos Cirugia: 0.486
No 19 (12.03%) 139 (87.97%)
Si 17 (16.83%) 84 (83.17%)
Reseccidn: 0.117*

Completa (RO)
Incompleta (R1)

3(37.5%)
8(13.56%)

5(62.5%)
51 (86.44%)

Notas: En variables categoricas, se representa el nimero (%) de pacientes en cada categoria, mientras que en variables continuas se
representa el Q2 [Q1; Q3]; p-valores obtenidos mediante la prueba de X2 con la correccién de Yates; *: p-valor obtenido mediante la
prueba de Fisher; #: p-valor obtenido mediante la prueba de Wilcoxon, debido a su distribucién no paramétrica; PDAC: adenocarcinoma
ductal de pancreas; IMC: indice de masa corporal; CACI: indice de comorbilidad de Charlson ajustado por la edad; CACI = 0-1: ausencia
de comorbilidad, CACI = 2: comorbilidad baja, CACI > 3: comorbilidad alta; Estadio de la octava edicién de la AJCC; Los pacientes

clasificados segun la “Reseccidn”, corresponde a pacientes operados.
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Tabla 13: Relacién de variables clinicas con la respuesta del modelo iClin dicotomizada segun el punto de corte calculado
de Youden, tanto en el grupo control como en el grupo de pacientes con PDAC.

Controles PDAC
Modelo iClin <-0.437 > -0.437 p-valor <-0.437 > -0.437 p-valor
Sexo: 0.767 0.834
Masculino 113 (90.40%) 12 (9.60%) 15 (12.00%) 110 (88.00%)
Femenino 184 (92.00%) 16 (8.00%) 13 (10.48%) 111 (89.52%)
IMC (kg/m?): 0.723 1.000
<25 160 (90.91%) 16 (9.09%) 19 (11.52%) 146 (88.48%)
>25 133 (92.36%) 11 (7.64%) 9 (10.71%) 75 (89.29%)
Etnia: 0.067%*
Caucésica 25 (10.42%) 215 (89.58%)
No caucasica 3(33.33%) 6 (66.67%)
Tabaco: 0.225 0.621
No fumador 117 (94.35%) 7 (5.65%) 8 (9.30%) 78 (90.70%)
Fumador+Exfumador 167 (89.78%) 19 (10.22%) 20 (12.27%) 143 (87.73%)
Alcohol: 0.627 0.348
No abuso 199 (91.71%) 18 (8.29%) 19 (9.95%) 172 (90.05%)
Abuso+Exabuso 64 (88.89%) 8(11.11%) 9 (15.52%) 49 (84.48%)
Ln IL-6 (ng/L) 0.70[0.12;1.36] 1.94[1.22;3.18] <0.001* | 0.95[0.67;1.44] 1.70[0.92;2.48] 0.003*
Ln YKL-40 (ug/L) 4.46 [4.04;4.89] 5.63 [4.99;6.08] <0.001* | 4.71[4.23;5.19] 4.88[4.30;5.45] 0.264"
Diabetes: 0.068
No 25 (13.74%) 157 (86.26%)
Si 3 (4.48%) 64 (95.52%)
Caquexia: 0.203
No 12 (15.38%) 66 (84.62%)
Si 15 (8.98%) 152(91.02%)
CACI: 0.424
0-2 11 (14.29%) 66 (85.71%)
>3 17 (9.88%) 155 (90.12%)
Estadio: 0.255
I-111 19 (16.81%) 94 (83.19%)
\Y 15 (11.03%) 121 (88.97%)
Requisitos Cirugia: 0.954
No 16 (10.81%) 132 (89.19%)
Si 12 (11.88%) 89 (88.12%)
Reseccion: 0.549*
Completa (RO) 1(16.67%) 5(83.33%)
Incompleta (R1) 7 (11.48%) 54 (88.52%)

Notas: En variables categoricas, se representa el nimero (%) de pacientes en cada categoria, mientras que en variables continuas se
representa el Q2 [Q1; Q3]; p-valores obtenidos mediante la prueba de X2 con la correccién de Yates; *: p-valor obtenido mediante la
prueba de Fisher; #: p-valor obtenido mediante la prueba de Wilcoxon, debido a su distribucién no paramétrica; PDAC: adenocarcinoma
ductal de pancreas; IMC: indice de masa corporal; CACI: indice de comorbilidad de Charlson ajustado por la edad; CACI = 0-1: ausencia
de comorbilidad, CACI = 2: comorbilidad baja, CACI > 3: comorbilidad alta; Estadio de la octava edicién de la AJCC; Los pacientes
clasificados segun la “Reseccidn”, corresponde a pacientes operados.
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Tabla 14: Relacién de variables clinicas con la respuesta del modelo iClin como variable continua, tanto en el grupo control
como en el grupo de pacientes con PDAC.

Controles p-valor PDAC p-valor
Sexo: 0.584 0.056
Masculino -2.49 [-4.08; -1.52] 3.51(3.19)
Femenino -2.39 [-3.59; -1.36] 2.78 (2.73)
IMC (kg/m?): 0.555 0.455
<25 -2.36 [-3.67; -1.34] 3.04 (2.93)
>25 -2.48 [-3.91; -1.56] 3.35(3.11)
Etnia: 0.886
Caucasica 3.15(2.93)
No caucasica 2.94 (4.39)
Tabaco: 0.036 0.759
No fumador -2.66 [-4.12; -1.66] 3.22 (2.90)
Fumador+Exfumador -2.30 [-3.44; -1.17] 3.10 (3.04)
Alcohol: 0.800 0.726
No abuso -2.45 [-3.75; -1.33] 3.11 (2.90)
Abuso+Exabuso -2.39[-3.62; -1.68] 3.27 (3.27)
Diabetes: 0.321
No 3.04 (3.13)
Si 3.43 (2.56)
Caquexia: 0.920
No 3.18 (3.13)
Si 3.13 (2.88)
CACI: 0.509
0-2 2.96 (3.07)
>3 3.23 (2.95)
Estadio: <0.001
I-H11 1.99 (2.42)
\% 4.11 (3.08)
Requisitos Cirugia: <0.001
No 3.93 (3.15)
Si 2.00 (2.29)
Reseccion: 0.315
Completa (RO) 1.29 (2.06)
Incompleta (R1) 2.13 (2.28)

Notas: Los resultados del modelo iClin estan representados como la media (desviacién estandar) o como el Q2 [Q1; Q3] segun el
caracter paramétrico o no de las variables; p-valores obtenidos de las pruebas de T de Student o de Wilcoxon, segun el caracter
paramétrico o no; PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; IMC: indice de masa corporal; CACI: indice de comorbilidad de Charlson
ajustado por la edad; CACI = 0-1: ausencia de comorbilidad, CACI = 2: comorbilidad baja, CACI > 3: comorbilidad alta; escala TNM de la
octava edicion de la AJCC; los pacientes clasificados segun la “reseccidn” corresponde a pacientes operados.
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Tabla 15: Relacion de las variables recogidas durante el seguimiento de los pacientes con PDAC segln el resultado del
modelo iClin, para estudiar su posible aplicacidn en el prondstico de la enfermedad.

PDAC Operados
<0 >0 p-valor <-0.437 >-0.437 p-valor
Recurrencia (meses) 30.00 10.00 0.074* 30.00 11.00 0.170*
[8.00; 32.00] [6.00; 22.00] [8.00; 32.00] [6.00; 23.00]
OS (meses) 39.00 23.00 0.250* 65.00 23.00 0.260*
[20.00; 65.00] [11.00; 41.00] [13.00; 95.00] [11.00; 41.00]

PDAC No operados

<0 >0 p-valor <-0.437 >-0.437 p-valor

PFS (meses) 9.00 8.00 0.340* 8.50 8.00 0.510*
[6.00; 14.00] [5.00; 14.00] [5.50; 14.00] [5.00; 14.00]

OS (meses) 13.00 8.00 0.071* 13.00 8.00 0.065*
[9.00; 19.00] [3.00; 15.00] [8.00; 18.00] [3.00; 15.00]

Notas: se representa el Q2 [Q1; Q3] del tiempo en cada grupo; *: p-valor obtenido de la prueba de Log-Rank; *: p-valor obtenido de la
prueba de Gehan-Breslow; PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; PFS: supervivencia libre de progresidn; OS: supervivencia global.
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Nota: Estadio de la octava edicién de la AJCC.

Figura 30: Relacién entre el modelo iClin y variables clinicas recogidas en el grupo de pacientes con PDAC. A/ Diferencia
de la media del modelo iClin segun el estadio; B/ Diferencia de la media del modelo iClin segun si los pacientes cumplian
los requisitos para operarse o no.

2. Modelo iTLB

El modelo iClin obtenido previamente tuvo una elevada capacidad para diferenciar entre el grupo de controles (pacientes
sintomaticos sin diagndstico de cancer) y el grupo de pacientes con PDAC. Pero no se observd una relacion con el
prondstico de los pacientes. Por ello, se ajusté un segundo modelo (modelo iTLB) a partir de las curvas de termogramas,
para ver si, por un lado, tenian también una buena capacidad para diferenciar ambos grupos (controles y PDAC) y, por
otro lado, si se mejoraba la relacion con el pronéstico de los pacientes con PDAC.

El modelo iTLB de clasificacion se obtuvo a partir de los termogramas normalizados de las muestras de suero obtenidas
en cada paciente. Se contaba con 706 muestras, de los cuales 325 (46.03%) correspondian al grupo control (pacientes
sintomaticos sin diagndstico de cancer), y 381 (53.97%) a pacientes con diagndstico de PDAC. En la Figura 31.Ay B se
observan las medias y las desviaciones estandar de las curvas de termogramas normalizadas por el drea en cada grupo
respectivamente. En la Figura 31.C, donde se superponen ambas medias, se marca con lineas discontinuas verticales a
60°Cy 80°C, correspondiente a la informacion que utilizada para entrenar el modelo de clasificacion.
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Nota: Cp: capacidad calorifica; u.a.: unidades arbitrarias; PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas.

Figura 31: Representacidon de las medias de los termogramas normalizados por el drea en cada uno de los grupos
(controles y PDAC). El sombreado en gris hace referencia a la media + desviacién estandar en cada grupo. Ademas, en la
figura C se marca con lineas verticales discontinuas las temperaturas de 60°C y 80°C, ya que este rango de temperaturas
fue el utilizado para entrenar el modelo de clasificacion.

Se obtuvo un modelo iTLB formado por cuatro parejas de temperaturas, las cuales se pueden observar en la Figura 32.A,
junto a los coeficientes en valor absoluto asignados a cada uno de ellos. Estas parejas de temperaturas también se pueden
ver situadas en las medias de los termogramas de cada grupo en la Figura 32.B. La media de AUC en los grupos de
entrenamientos fue de 0.62 (+ 0.01), y en los grupos de validacion fue de 0.59 (+ 0.03).

Al considerar la respuesta del modelo iTLB como una variable continua, se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la mediana del resultado del modelo iTLB entre el grupo control (0.10 [-0.19;0.13]) y el grupo con PDAC
(0.13[-0.12;0.24]) (prueba de Wilcoxon: p-valor < 0.001) (Figura 32.C), con un AUC en el grupo de validacién de 0.67 (I1Cos%
=0.60-0.74) (Figura 32.D). Al comparar los resultados obtenidos utilizando el punto de corte estandar y el punto de corte
calculado de Youden de 0.173, en este Ultimo caso se observd que la especificidad y el VPP aumentaron
considerablemente, aunque disminuyendo la sensibilidad, pero manteniendo practicamente igual la exactitud y el VPN
(Figura 32.Ey F).
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Notas: Cp: capacidad calorifica; u.a.: unidades arbitrarias; PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; AUC: area bajo la curva ROC;
iTLB: intelligent Thermal Liquid Biopsy; Exact: exactitud; Sens: sensibilidad; Espec: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN:
valor predictivo negativo.

Figura 32: Resultados del modelo iTLB obtenido para diferenciar los termogramas de cada grupo. A/ Valor absoluto de los
coeficientes del modelo iTLB en cada una de las variables predictoras; B/ Representacién de las medias de los
termogramas normalizados en cada grupo (controles y PDAC) y marcado con puntos negros se representa las
temperaturas utilizadas en el modelo iTLB; C/ Diferencia de medianas del modelo iTLB en cada grupo (controles y PDAC),
representando en lineas horizontales el punto de corte estandar (linea continua) y el de Youden (linea discontinua); D/
Area bajo la curva ROC del modelo iTLB en el grupo de validacién; E/ Arriba: Tabla de contingencia de la prediccién en el
grupo de validacién, usando el punto de corte estandar. Abajo: rendimiento del modelo iTLB; F/ Arriba: tabla de
contingencia de la prediccion en el grupo de validacion, usando como punto de corte el de Youden. Abajo: resultados del
rendimiento del modelo iTLB.

Relacion de los resultados del modelo iTLB con variables clinicas

En el modelo iTLB no se observd una capacidad tan elevada para diferenciar a los pacientes controles (enfermos sin
diagndstico de cancer) de los pacientes con PDAC, a partir de la informacidn de los termogramas, como la obtenida en el
modelo iClin. Por ello, se relacioné el modelo iTLB con las variables clinicas recogidas para ver si, sobre todo, el TLB
aportaba informacidn sobre el prondstico de los pacientes con PDAC.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las medianas del modelo iTLB segun el IMC en los controles,
segun la concentracion de PCR y segun la escala ECOG del estado funcional.

Al considerar la respuesta del modelo iTLB como dicotémica segln el punto de corte estandar, se observaron diferencias
en la mediana de edad en el grupo de controles, ademas de una asociacion del modelo iTLB con el IMC y con la
concentracion de PCR, IL-6 e YKL-40.

Al considerar la respuesta del modelo iTLB dicotdmica segun el punto de corte de Youden, se encontraron de nuevo las
diferencias en las medianas de la edad en el grupo control, ademds de una asociacidn con las cuatro variables bioquimicas.
A diferencia del modelo iClin, en el modelo iTLB se observaron diferencias en las medianas del tiempo en aparecer una
recaida en los pacientes operados, y del tiempo hasta el fallecimiento de los pacientes operados y no operados.

Los resultados de las relaciones entre el modelo iTLB y la clinica estan en las Tabla 16, Tabla 17, Tabla 18 y Tabla 19. En las
Figura 33 y Figura 34 viene representado donde hay significancia estadistica.
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Tabla 16: Relacion de variables clinicas con la respuesta del modelo iTLB como variable continua, en cada grupo (controles

y PDAC).
Controles p-valor PDAC p-valor
Sexo: 0.806 0.960
Masculino 0.01[-0.19;0.13] 0.13 [-0.12;0.24]
Femenino 0.10[-0.19;0.13] 0.13 [-0.12;0.24]
IMC (kg/m?): 0.003 0.357
<25 -0.08 [-0.19;0.13] 0.13[-0.12;0.24]
>25 0.10[-0.12;0.22] 0.13[-0.12;0.24]
Etnia: 0.572
Caucasica 0.13 [-0.12;0.24]
No caucidsica 0.13 [0.10;0.24]
Tabaco: 0.059 0.411
No fumador 0.10[-0.19;0.13] 0.13 [-0.12;0.24]
Fumador+Exfumador 0.10[-0.19;0.13] 0.13 [-0.12;0.24]
Alcohol: 0.343 0.345
No abuso 0.10[-0.19;0.13] 0.13 [-0.12;0.24]
Abuso+Exabuso 0.10[-0.19;0.13] 0.13 [-0.12;0.24]
CA19.9: 0.204 0.476
<37 kU/L 0.10[-0.19;0.13] 0.13 [-0.14;0.24]
> 37 kU/L 0.10 [-0.19;0.24] 0.13 [-0.12;0.24]
PCR: <0.001 <0.001
<10 mg/L 0.10[-0.19;0.13] 0.10 [-0.19;0.24]
> 10 mg/L 0.24 [-0.12;0.24] 0.24 [0.10;0.24]
Diabetes: 0.193
No 0.13 [-0.12;0.24]
Si 0.13 [-0.12;0.42]
Caquexia: 0.160
No 0.13 [-0.14;0.24]
Si 0.13 [-0.12;0.24]
ECOG: 0.021 0.035
0 0.10[-0.19;0.13] 0.13 [-0.19;0.24]
I-111 0.10[-0.12;0.24] 0.13 [-0.12;0.24]
CACl: 0.192
0-2 0.10[-0.12;0.24]
>3 0.13 [-0.12;0.24]
Estadio: 0.829
I-111 0.13[-0.12;0.24]
\Y, 0.13 [-0.12;0.24]
Requisitos Cirugia: 0.133
No 0.13 [-0.12;0.24]
Si 0.13 [-0.12;0.24]
Reseccion: 0.213
Completa (RO) 0.13 [0.06;0.24]
Incompleta (R1) 0.10 [-0.12;0.24]

Nota: Se representa el Q2 [Q1; Q3] del modelo iTLB; p-valores obtenidos de la prueba de Wilcoxon; PDAC: adenocarcinoma ductal de
pancreas; IMC: indice de masa corporal; CA19.9: antigeno carbohidrato 19-9; PCR: proteina C reactiva; ECOG: Eastern Cooperative
Oncology Group; CACI: indice de comorbilidad de Charlson ajustado por la edad; CACI = 0-1: ausencia de comorbilidad, CACI = 2:
comorbilidad baja, CACI = 3: comorbilidad alta; Estadio de la octava edicién de la AJCC; Los pacientes clasificados segun la “Reseccion”
corresponde a pacientes operados.
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Tabla 17: Relaciéon de variables clinicas con la respuesta del modelo iTLB dicotomizada segun el punto de corte estandar

de cero, tanto en el grupo control como en el grupo de pacientes con PDAC.

Controles p-valor PDAC p-valor
Modelo iTLB <0 >0 <0 >0
Sexo: 0.214 1.000
Masculino 62 (50.00%) 62 (50.00%) 68 (33.01%) 138 (66.99%)
Femenino 85 (42.29%) 116 (57.71%) 57 (32.57%) 118 (67.43%)
Edad (afios) 59.00 66.00 0.002* 69.00 70.00 0.288#
[50.00;69.00] [54.25;72.75] [63.00;73.00] [63.00;74.00]
IMC (kg/m2): 0.021 0.116
<25 91 (51.70%) 85 (48.30%) 85 (36.02%) 151 (63.98%)
225 55 (38.19%) 89 (61.81%) 38 (27.54%) 100 (72.46%)
Etnia: 0.556*
Caucasica 104 (33.55%) 206 (66.45%)
No caucdsica 3 (%) 10 (%)
Tabaco: 0.397 1.000
No fumador 61 (48.80%) 64 (51.20%) 43 (33.08%) 87 (66.92%)
Fumador+Exfumador 80 (43.24%) 105 (56.76%) 81 (33.33%) 162 (66.67%)
Alcohol: 1.000 0.399
No abuso 97 (44.50%) 121 (55.50%) 98 (34.27%) 188 (65.73%)
Abuso+Exabuso 32 (45.07%) 39 (54.93%) 24 (28.57%) 60 (71.43%)
Ln CA19.9 (kU/L) 2.08 [1.39;2.71] 2.25[1.61;3.00] 0.115% 6.03 (2.89) 6.15 (2.73) 0.718*
CA19.9: 0.774 0.594
<37 kU/L 136 (45.64%) 162 (54.36%) 22 (36.67%) 38 (63.33%)
> 37 kU/L 11 (40.74%) 16 (59.26%) 84 (32.06%) 178 (67.94%)
Ln PCR (mg/L) 0.15[-0.55;1.11]  0.83[-0.08;1.71]  <0.001* | 1.39[1.10;2.48]  2.44[1.17;3.64] <0.001*
PCR: 0.058 <0.001
<10 mg/L 135 (47.37%) 150 (52.63%) 67 (42.95%) 89 (57.05%)
> 10 mg/L 12 (30.00%) 28 (70.00%) 26 (21.85%) 93 (78.15%)
Ln IL-6 (ng/L) 0.52 [-0.08;1.25] 1.00[0.39;1.89]  <0.001* | 1.25[0.67;2.09]  1.84[1.16;2.62] <0.001*
Ln YKL-40 (pg/L) 4.35 [4.00;4.83] 4.65[4.13;5.22]  <0.001* | 4.60[3.98;5.04]  4.99 [4.49;5.54] <0.001*
Diabetes: 0.686
No 94 (33.57%) 186 (66.43%)
Si 31 (30.69%) 70 (69.31%)
Caquexia: 0.356
No 37 (37.00%) 63 (63.00%)
Si 67 (31.02%) 149 (68.98%)
ECOG: 0.090 0.261
0 132 (47.31%) 147 (52.69%) 49 (37.12%) 83 (62.88%)
I-1l 15 (32.61%) 31 (67.39%) 64 (30.62%) 145 (69.38%)
CACI: 0.112
0-2 44 (39.29%) 68 (60.71%)
>3 63 (29.86%) 148 (70.14%)
Estadio: 0.483
-1l 55 (30.90%) 123 (69.10%)
v 70 (34.83%) 131 (65.17%)
Requisitos Cirugia: 0.670
No 64 (31.68%) 138 (68.32%)
Si 61 (34.27%) 117 (65.73%)
Reseccion: 0.665
Completa (RO) 6 (25.00%) 18 (75.00%)
Incompleta (R1) 34 (32.08%) 72 (67.92%)

Notas: se representa el nimero (%) de pacientes en variables categdricas, mientras que se representa la media (desviacion estandar)
o el Q2 [Q1; Q3], segun la distribucion paramétrica o no; p-valores obtenidos mediante la prueba de x2 con la correccion de Yates; *: p-
valor obtenido mediante la prueba de Fisher; #: p-valor obtenido mediante la prueba de T de Student o de Wilcoxon, segln su
distribucién paramétrica o no; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; IMC: indice de masa
corporal; CA19.9: marcador tumoral antigeno carbohidrato 19-9; IL-6: interleucina 6; PCR: proteina C reactiva; YKL-40: proteina 1 similar
a quitinasa-3; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; CACI: indice de comorbilidad de Charlson ajustado por la edad; CACI = 0-1:
ausencia de comorbilidad, CACI = 2: comorbilidad baja, CACI > 3: comorbilidad alta; Estadio de la octava edicién de la AJCC; los pacientes
clasificados segun la “Reseccion” corresponde a pacientes operados.
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Tabla 18: Relacidon de variables clinicas con la respuesta del modelo iTLB dicotomizada segun el punto de corte calculado
de Youden, tanto en el grupo control como en el grupo de pacientes con PDAC.

Controles PDAC
Modelo iTLB <0.173 >0.173 p-valor <0.173 504173 p-valor
Sexo: 1.000 1.000
Masculino 98 (38.28%) 158 (61.72%) 122 (59.22%) 84 (40.78%)
Femenino 26 (37.68%) 43 (62.32%) 104 (59.43%) 71 (40.57%)
Edad (afios) 62.00 67.00 0.029# 69.00 69.00 0.935#
[51.00;71.00] [56.00;73.00] [63.25;73.75] [62.50;74.00]
IMC (kg/m2): 0.079 1.000
<25 146 (82.95%) 30 (17.05%) 140 (59.32%) 96 (40.68%)
>25 107 (74.30%) 37 (25.69%) 82 (59.42%) 56 (40.58%)
Etnia: 0.571*
Caucésica 192 (61.94%) 118 (38.06%)
No caucasica 7 (53.85%) 6 (46.15%)
Tabaco: 0.104 0.350
No fumador 105 (84.00%) 20 (16.00%) 73 (56.15%) 57 (43.85%)
Fumador+Exfumador 140 (75.68%) 45 (24.32%) 150 (51.19%) 93 (38.27%)
Alcohol: 0.564 0.178
No abuso 169 (77.52%) 49 (22.48%) 165 (57.69%) 121 (42.31%)
Abuso+Exabuso 58 (81.69%) 13 (18.31%) 56 (66.67%) 28 (33.33%)
Ln CA19.9 (kU/L) 2.20[1.39;2.77]  2.48[1.79;3.30] 0.026" 6.01 (2.80) 6.26 (2.76) 0.428*
CA19.9: 0.005 0.599
<37 kU/L 241 (80.87%) 57 (19.13%) 39 (65.00%) 21 (35.00%)
>37 kU/L 15 (55.56%) 12 (44.44%) 158 (60.31%) 104 (39.69%)
Ln PCR (mg/L) 0.40[-0.43;1.21]  1.34[0.15;2.56]  <0.001* 1.39 [1.10;2.77] 2.77 [1.63;3.78] <0.001*
PCR: <0.001 <0.001
<10 mg/L 239 (83.86%) 46 (16.14%) 114 (73.08%) 42 (26.92%)
> 10 mg/L 17 (42.50%) 23 (57.5%) 55 (46.22%) 64 (53.78%)
Ln IL-6 (ng/L) 0.69[0.09;1.30]  1.31[0.56;2.33]  <0.001* 1.46 [0.81;2.22] 1.97 [1.29;3.01] <0.001*
Ln YKL-40 (pg/L) 4.47 [4.04;4.95]  4.64 [4.18;5.28] 0.080* 4.68 [4.13;5.20] 5.04 [4.57;5.62] <0.001*
Diabetes: 0.201
No 172 (61.43%) 108 (38.57%)
Si 54 (53.47%) 47 (46.53%)
Caquexia: 0.440
No 65 (65.00%) 35 (35.00%)
Si 129 (59.72%) 87 (40.28%)
ECOG: 0.065 0.170
0 225 (80.64%) 54 (19.35%) 84 (63.64%) 48 (36.36%)
I-1l 31 (67.39%) 15 (32.61%) 116 (55.50%) 93 (44.50%)
CACI: 0.401
0-2 73 (65.18%) 39 (34.82%)
>3 126 (59.72%) 85 (40.28%)
Estadio: 0.368
-1 110 (61.80%) 68 (38.20%)
v 114 (56.72%) 87 (43.28%)
Requisitos Cirugia: 0.137
No 112 (55.45%) 90 (44.55%)
Si 113 (63.48%) 65 (36.52%)
Reseccion: 0.391
Completa (RO) 13 (54.17%) 11 (45.83%)
Incompleta (R1) 70 (66.04%) 36 (33.96%)

Notas: se representa el nimero (%) de pacientes en variables categdricas, mientras que se representa la media (desviacion estandar)
o el Q2 [Q1; Q3], segun la distribucion paramétrica o no; p-valores obtenidos mediante la prueba de x2 con la correccion de Yates; *: p-
valor obtenido mediante la prueba de Fisher; #: p-valor obtenido mediante la prueba de T de Student o de Wilcoxon, segln su
distribucién paramétrica o no; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; IMC: indice de masa
corporal; CA19.9: marcador tumoral antigeno carbohidrato 19-9; IL-6: interleucina 6; PCR: proteina C reactiva; YKL-40: proteina 1 similar
a quitinasa-3; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; CACI: indice de comorbilidad de Charlson ajustado por la edad; CACI = 0-1:
ausencia de comorbilidad, CACI = 2: comorbilidad baja, CACI > 3: comorbilidad alta; Estadio segun la octava edicidn de la AJCC; Los
pacientes clasificados segln la “Reseccion” corresponde a pacientes operados.
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Tabla 19: Relacion de las variables recogidas durante el seguimiento de los pacientes con PDAC segun el resultado del
modelo iTLB, para ver su posible aplicacion en el pronéstico de la enfermedad.

PDAC Operados
<0 >0 p-valor <0.173 >0.173 p-valor
Recurrencia (meses) 15.00 12.00 0.200* 15.00 8.00 0.006*
[7.00; 32.00] [6.00; 28.00] [7.00; 32.00] [5.00; 17.00]
OS (meses) 28.00 16.00 0.015* 23.00 13.50 0.041*
[16.00; 49.00] [10.00; 33.00] [12.00; 42.00] [10.00; 31.00]

PDAC No operados

<0 >0 p-valor <0.173 >0.173 p-
valor
PFS (meses) 8.00 8.00 0.370* 8.00 7.00 0.140*
[5.00; 14.00] [3.00; 12.00] [5.00; 13.00] [3.00; 12.00]
OS (meses) 10.00 6.00 0.007* 9.00 6.00 0.032*
[5.00; 16.00] [3.00; 13.00] [4.00; 14.00] [3.00; 13.00]

Notas: Se representa el tiempo como el Q2 [Q1; Q3]; *: p-valor obtenido de la prueba de Log-Rank; *: p-valor obtenido de la prueba de
Gehan-Breslow; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; PFS: supervivencia libre de
progresion; OS: supervivencia global.
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Nota: PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; IMC: indice de masa corporal; ECOG: Eastern
Cooperative Oncology Group; CA19.9: antigeno carbohidrato 19-9; PCR: proteina C reactiva; Estadio de la octava edicién de la AJCC.

Figura 33: Relacion estadisticamente significativa entre el modelo iTLB y variables clinicas recogidas en el grupo control y
en el grupo de pacientes con PDAC. A/ Diferencia de mediana de la edad segun el modelo iTLB dicotomizado por el punto
de corte estandar (izquierda) y el de Youden (derecha); B/ A la izquierda, diferencia de la mediana del modelo iTLB segun
el IMC (kg/m?). A la derecha, asociacién entre el modelo iTLB y el IMC (kg/m?); C/Diferencia de mediana del modelo iTLB
segun la escala ECOG; D/ De izquierda a derecha: diferencia de la mediana del modelo iTLB segun la concentracion de
PCR. Diferencia de la media del logaritmo natural de la concentracion de PCR segun el modelo iTLB dicotomizado por el
punto de corte estandar (izquierda) y el de Youden (derecha); Asociacién entre la concentraciéon de PCR y el modelo iTLB
dicotomizado por el punto de Youden, en el grupo control. Asociacién entre la concentracion de PCR y el modelo iTLB
dicotomizado por el punto estandar (arriba) y el de Youden (abajo), en el grupo PDAC; E/ A la izquierda, asociacion entre
el modelo iTLB dicotomizado segun el punto de corte de Youden y la concentracién de CA19.9; A la derecha, diferencia
de la media del logaritmo natural de la concentracion de CA19.9 segun el modelo iTLB dicotomizado por el punto de corte
de Youden; F/ Diferencia de la mediana del logaritmo natural de IL-6 segtin el modelo iTLB por el punto de corte estandar
(derecha) y el de Youden (izquierda); G/ Diferencia de la mediana del logaritmo natural de YKL-40 segun el modelo iTLB
segun el punto de corte estandar (derecha) y el de Youden (izquierda).
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Figura 34: Asociacidon del modelo iTLB con las variables relacionadas con el pronéstico de los pacientes con PDAC. A/
Diferencia en la mediana del tiempo hasta la recaida en los pacientes operados, segin el modelo iTLB dicotomizado por
el punto de corte de Youden; B/ Diferencia de la mediana del tiempo de OS de los pacientes operados, segtin el modelo
iTLB dicotomizado por el punto de corte estandar; C/ Diferencia de la mediana del tiempo de OS de los pacientes
operados, segun el modelo iTLB dicotomizado por el punto de Youden; D/ Diferencia de la mediana del tiempo de OS de
los pacientes no operados, segin el modelo iTLB dicotomizado por el punto de corte estandar; E/ Diferencia de la mediana
del tiempo de OS de los pacientes no operados, segiin el modelo iTLB dicotomizado por el punto de Youden.

La relacion entre el modelo iTLB y el tiempo de recurrencia y de supervivencia global daba una idea de su posible
aplicacidn en el prondstico de los pacientes con PDAC. Al relacionar las variables bioquimicas de uso clinico recogidas en
los pacientes con PDAC (CA19.9, PCR), también se observé una asociacidn entre la recaida y la OS con la concentracidn
de CA19.9 en los pacientes operados, y entre la PFS y la OS con la concentracién de PCR en los pacientes no operados
(TablaX).
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Tabla 20: Relacion de las variables recogidas durante el seguimiento de los pacientes con PDAC segln la concentracién de
las variables bioquimicas de uso clinico, para ver su posible aplicacidn en el prondstico de la enfermedad.

PDAC Operados
CA19.9 (kU/L) PCR (mg/L)
<37 >37 p-valor <10 >10 p-valor
Recurrencia 18.00 10.00 0.005* 14.00 8.00 0.210*
(meses) [11.00; 32.00]  [6.00; 23.00] [7.00; 31.00] [5.00; 22.00]
0S (meses) 31.00 16.00 0.003* 23.00 15.00 0.130*
[20.00; 65.00]  [10.00; 33.00] [12.00; 46.00] [10.00; 31.00]
PDAC No operados
CA19.9 (kU/L) p-valor PCR (mg/L)
<37 <37 <10 >10 p-valor
PFS (meses) 8.00 8.00 0.570* 8.00 7.00 <0.001*
[5.00; 14.00]  [5.00; 14.00] [5.00; 13.00] [3.00; 12.00]
0S (meses) 11.00 8.00 0.450* 14.00 4.00 <0.001*
[3.00; 17.00]  [3.00; 15.00] [8.00; 20.00] [2.00; 8.00]

Notas: Se representa el tiempo como el Q2 [Q1; Q3]; *: p-valor obtenido de la prueba de Log-Rank; *: p-valor obtenido de la prueba de
Gehan-Breslow; CA19.9: marcador tumoral antigeno carbohidrato 19-9; PCR: proteina C reactiva; PFS: supervivencia libre de
progresion; OS: supervivencia global.

3.Modelo iTLB+iClin

Con el objetivo de obtener un modelo que, por un lado, nos diferencie tan bien como el modelo iClin a los pacientes
controles (asintomaticos sin diagndstico de cancer) y a los pacientes con PDAC, y que por otro lado, se relacione con el
prondstico de los pacientes como el modelo iTLB, se ajusté un tercer modelo mixto (modelo iTLB+iClin), a partir de 573
pacientes (56.54% controles, 324/573), que eran los que tenian informacidn de las variables predictoras: las variables
clinicas del primer modelo (edad, escala del estado funcional ECOG, concentraciones en sangre periférica de CA19.9 y
PCR) y las cuatro parejas de temperaturas frecuentes (61>63, 62>63, 70>69, 77>60) del segundo modelo.

Se obtuvo un modelo iTLB+iClin formado por siete variables predictoras, cuatro variables clinicas y tres parejas de
temperaturas (la pareja 70>69 fue eliminada), donde CA19.9 tuvo el mayor coeficiente en valor absoluto (Figura 35.A). La
media del AUC en los grupos de entrenamiento fue de 0.96 (+ 0.01), y en los grupos de validacién de 0.95 (+ 0.02).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la mediana del resultado del modelo iTLB+iClin entre el grupo
control y el grupo de pacientes con PDAC (-2.14 [-3.15; -1.34] y 3.95 [1.97,5.92] respectivamente. Prueba de Wilcoxon: p-
valor <0.001) (Figura 35.B), con un AUC de 0.98 (ICos% = 0.97-1.00) en el grupo de validacién (Figura 35.C). Al comparar los
resultados obtenidos usando el punto de corte estandar de cero y el calculado de Youden de -0.032, se observaron los
mismos resultados en la clasificacion de los pacientes, obteniendo unos porcentajes de exactitud, sensibilidad,
especificidad, VPP y VPN superior al 90% en todos los casos (Figura 35.D).
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Notas: Las variables que aparecen en la figura A son el logaritmo natural de CA19.9 y de PCR. Mientras que la edad esta dicotomizada
en </>a 50 afios, y la escala del estado funcional ECOG en 0/1-3; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; CA19.9: marcador tumoral
antigeno carbohidrato 19-9; PCR: proteina C reactiva; PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; AUC: area bajo la curva ROC; Exact:
exactitud; Sens: sensibilidad; Espec: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

Figura 35: Resultados del modelo iTLB+iClin obtenido para diferenciar a los pacientes controles (sin diagndstico de cancer)
de los pacientes con PDAC. A/ Valor absoluto de los coeficientes del modelo iTLB+iClin en cada una de las variables
predictoras; B/ Diferencia de medianas de la respuesta del modelo iTLB+iClin en el grupo de validacién (controles y PDAC),
representando con una linea horizontal continua el punto de corte estandar, y discontinua el de Youden; C/ Area bajo la
curva ROC del modelo iTLB+iClin en el grupo de validacion; D/ En la parte superior aparece la tabla de contingencia de la
prediccion en el grupo de validacion. En la parte inferior viene indicado los resultados del rendimiento del modelo
iTLB+iClin.

Relacién de los resultados del modelo iTLB+iClin con variables clinicas

Se obtuvo un modelo iTLB+iClin con una alta capacidad para diferenciar entre el grupo control (pacientes sin diagnéstico
de cancer) y el grupo de pacientes con PDAC. Para comprobar si se puede utilizar para saber el prondstico de los pacientes
con PDAC, se relaciond con las variables clinicas, al igual que se realizd anteriormente.

Se observo diferencias en las medias del modelo iTLB+iClin en funcion del estadio y en funcidn de si los pacientes fueron
candidatos para operarse o no (Figura 36.Ay B).

Ademas, se observd de nuevo una diferencia segun el habito tabaquico en el grupo control. Al considerar el modelo
iTLB+iClin como una variable dicotdmica, existen diferencias en las concentraciones de IL-6 e YKL-40. Las relaciones con
el tabaco y con las concentraciones de estos biomarcadores son como las encontradas en el modelo iClin.

Parecido a lo obtenido en el modelo iTLB, en el modelo iTLB+iClin se encontraron diferencias en las medianas del tiempo
hasta el fallecimiento de los pacientes (OS), siendo estadisticamente significativo en los pacientes no operados (Figura
36.Cy D).

Los resultados de las relaciones entre el modelo iTLB+iClin y la clinica estan en las Tabla 21, Tabla 22 y Tabla 23.
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Tabla 21: Relacién de variables clinicas con el modelo iTLB+iClin como variable continua, tanto en el grupo control como
en el grupo de pacientes con PDAC.

Controles p-valor PDAC p-valor
Sexo: 0.903 0.050
Masculino -2.62 [-4.34; -1.12] 3.95 (3.35)
Femenino -2.44 [-3.80; -1.48] 3.16 (2.93)
IMC (kg/m?): 0.596 0.433
<25 -2.45 [-3.99; -1.25] 3.44 (3.10)
>25 -2.61 [-3.94; -1.47] 3.79 (3.31)
Etnia: 0.900
Caucdsica 3.57(3.12)
No caucidsica 3.38 (4.38)
Tabaco: 0.036 0.800
No fumador -2.83 [-4.51; -1.68] 3.63 (3.07)
Fumador+Exfumador  -2.32 [-3.66; -1.21] 3.52 (3.23)
Alcohol: 0.628 0.592
No abuso -2.76 (2.22) 3.49 (3.06)
Abuso+Exabuso -2.63(1.86) 3.77 (3.51)
Diabetes: 0.352
No 3.45 (3.30)
Si 3.85(2.79)
Caquexia: 0.830
No 3.62 (3.23)
Si 3.52(3.08)
CACI: 0.257
0-2 3.21(3.23)
>3 3.71 (3.14)
Estadio: <0.001
I-111 2.34(2.58)
v 4,57 (3.26)
Requisitos Cirugia: <0.001
No 4.37 (3.35)
Si 2.36 (2.45)
Reseccion: 0.419
Completa (RO) 1.83 (2.05)
Incompleta (R1) 2.50(2.52)

Nota: se representa la media (desviacion estandar) o el Q2 [Q1; Q3] de la respuesta del modelo iTLB+iClin segun al caracter paramétrico
o no del mismo; p-valores obtenidos de la prueba de T de Student o de Wilcoxon, segln el caracter paramétrico o no; iTLB: intelligence
Thermal Liquid Biopsy; PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; IMC: indice de masa corporal; ECOG: Eastern Cooperative Oncology
Group; CACI: indice de comorbilidad de Charlson ajustado por la edad; CACI = 0-1: ausencia de comorbilidad, CACI = 2: comorbilidad
baja, CACI > 3: comorbilidad alta; estadio de la octava edicion de la AJCC; Los pacientes clasificados segun la “Reseccidn” corresponde

a pacientes operados.
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Tabla 22: Relacién de variables clinicas con el modelo iTLB+iClin dicotomizada segun el punto de corte estandar, tanto en
el grupo control como en el grupo de pacientes con PDAC.

Controles PDAC
Modelo iTLB+iClin <0 >0 p-valor <0 >0 p-valor
Sexo: 1.000 0.981
Masculino 117 (94.35%) 7 (5.65%) 15 (12.00%) 110 (88.00%)
Femenino 188 (94.00%) 12 (6.00%) 16 (12.90%) 108 (87.10%)
IMC (kg/m2): 1.000 1.000
<25 165 (94.29%) 10 (5.71%) 21 (12.73%) 144 (87.27%)
>25 135 (93.75%) 9 (6.25%) 10 (11.90%) 74 (88.10%)
Etnia: 0.311*
Caucasica 29 (12.08%) 211 (87.92%)
No caucasica 2(22.22%) 7 (77.78%)
Tabaco: 0.393 0.626
No fumador 119 (95.97%) 5 (4.03%) 9 (10.47%) 77 (89.53%)
Fumador+Exfumador 172 (92.97%) 13 (7.03%) 22 (13.50%) 141 (86.50%)
Alcohol: 0.576* 0.899
No abuso 202 (93.09%) 15 (6.91%) 23 (12.04%) 168 (87.96%)
Abuso+Exabuso 68 (95.77%) 3(4.23%) 8(13.79%) 50 (86.21%)
Ln IL-6 (ng/L) 0.75[0.14;1.47] 1.74 [1.08;3.02] <0.001% 0.99 [0.66;1.44] 1.70[0.93;2.49] 0.002%
Ln YKL-40 (pg/L) 4.48[4.04;4.93]  5.39 [4.96;5.98] <0.001* 4.79 [4.41;5.24] 4.87 [4.28;5.44] 0.758"
Diabetes: 0.096
No 27 (14.84%) 155 (85.16%)
Si 4 (5.97%) 63 (94.03%)
Caquexia: 0.217
No 13 (16.67%) 65 (83.33%)
Si 17 (10.18%) 150 (89.82%)
CACI: 0.427
0-2 12 (15.58%) 65 (84.41%)
>3 19 (11.05%) 153 (88.95%)
Estadio: 0.186
I-11l 18 (15.93%) 95 (84.07%)
IV 13 (9.56%) 123 (90.44%)
Requisitos Cirugia: 0.452
No 16 (10.81%) 132 (89.19%)
Si 15 (14.85%) 86 (85.15%)
Reseccion: 0.341%*
Completa (RO) 2 (25.00%) 6 (75.00%)
Incompleta (R1) 8(13.56%) 51 (86.44%)

Notas: En variable categodricas se representa el nimero (%) de pacientes en cada categoria, mientras que en variables continuas se
representa el Q2 [Q1; Q3] debido a su distribucién no paramétrica; p-valores obtenidos mediante la prueba de X2 con la correccién de
Yates; *: p-valor obtenido mediante la prueba de Fisher; #: p-valor obtenido mediante la prueba de Wilcoxon, debido a su distribucion
no paramétrica; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; IMC: indice de masa corporal; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group;
CACI: indice de comorbilidad de Charlson ajustado por la edad; CACI = 0-1: ausencia de comorbilidad, CACI = 2: comorbilidad baja, CACI
> 3: comorbilidad alta; estadio de la octava edicidn de la AJCC; Los pacientes clasificados segun la “Reseccidon” corresponde a pacientes
operados.
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Tabla 23: Relacion de las variables recogidas durante el seguimiento de los pacientes con PDAC segun el resultado del
modelo iTLB+iClin, para ver su posible aplicacion en el prondstico de la enfermedad.

PDAC Operados

<0 >0 p-valor

Recurrencia (meses) 30.00 [10.00; 32.00] 10.00 [6.00; 22.00] 0.064
OS (meses) 65.00 [21.00; 95.00] 23.00 [11.00; 38.00] 0.053

PDAC No operados

<0 >0 p-valor

PFS (meses) 10.00 [6.00; 15.00] 8.00 [5.00; 14.00] 0.240

OS (meses) 14.00 [9.00; 10.00] 8.00 [3.00; 15.00] 0.025

Notas: Se representa el tiempo como el Q2 [Q1; Q3]; *: p-valor obtenido de la prueba de Log-Rank; *: p-valor obtenido de la prueba de
Gehan-Breslow; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; PDAC: adenocarcinoma ductal de pancreas; PFS: supervivencia libre de
progresion; OS: supervivencia global.
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Notas: Estadio de la octava edicién de la AJCC; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy.

Figura 36: Relacién entre el modelo iTLB+iClin y variables clinicas recogidas en el grupo de pacientes con PDAC. A/
Diferencias de medias del modelo iTLB+iClin segln el estadio; B/ Diferencia de medias del modelo iTLB+iClin segun si
cumple los criterios para operarse o no; C/ Diferencia de la mediana del tiempo de supervivencia global de los pacientes
operados, segun el modelo iTLB+iClin dicotomizado por el punto de corte estandar; D/ Diferencia de la mediana del
tiempo de supervivencia global de los pacientes no operados, seguin el modelo iTLB+iClin dicotomizado por el punto de
corte estandar.

Capacidad del modelo iTLB+iClin de diaghosticar estadios tempranos de PDAC

Se obtuvo un modelo iTLB+iClin con una muy buena capacidad para diagnosticar a pacientes con PDAC y diferenciarlos
de un grupo control sintomatico, ademds de dar informacién del prondstico de los pacientes con PDAC respecto a su OS.
En este punto se intentd ir un paso mas y analizar la capacidad de diagnosticar estadios tempranos de PDAC (estadios = |-
I1). Esto seria muy interesante porque uno de los mayores retos en cancer de pancreas es buscar herramientas de
diagndstico de estadios tempranos, evitando de esta manera que los pacientes lleguen a estadios avanzados sin un
tratamiento. Por lo tanto, seria idoneo tener una herramienta de diagndstico de pacientes con PDAC, donde no se pierda
demasiada sensibilidad en estadios tempranos respecto a estadios avanzados.
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Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la mediana del modelo iTLB+iClin entre el grupo control, con
los pacientes con estadio=I-Il y con los pacientes con estadio = lll-IV (pruebas de Wilcoxon con la correccién de Bonferroni:
p-valor < 0.001) (Tabla 24 y Figura 37.A). El modelo iTLB+iClin consiguid alcanzar una sensibilidad casi del 90% y un AUC
de 0.96 (ICos% = 0.95-0.98), para el diagndstico de pacientes en estadios avanzados (estadios = IlI-1V). Esta sensibilidad se
redujo al casi 80%, al igual que se redujo el AUC a 0.93 (ICos% = 0.89-0.98), para el diagndstico de pacientes con estadios
tempranos (estadios = I-IlI) (Tabla 25). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambas AUC
(prueba de Delong: p-valor = 0.218) (Figura 37.B).

Tabla 24: Resultado del modelo iTLB+iClin segun los estadios (I-ll, lI-1V).

Modelo iTLB+iClin p-valor
Controles -2.47 [-3.94; -1.31] <0.001
PDAC:
Estadios = I-lI 1.61 [0.53;3.43]
Estadios = llI-IV 3.64 [1.62;6.18]

Notas: Estadios de la octava edicién de la AJCC; p-valor obtenido de la prueba de Kruskal-Wallis. Los p-valores de la prueba de Wilcoxon
con la correccidn de Bonferroni son: Controles vs estadios= I-ll, p-valor < 0.001; Controles vs estadios= llI-1V, p-valor < 0.001; estadios
= |-Il vs estadios = IlI-1V, p-valor < 0.001; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy.

Tabla 25: Resultados del modelo iTLB+iClin dicotomizado, relacionados con los estadios (I-II, l1I-1V).

Modelo iTLB+iClin

<0 >0
Controles 305 19
PDAC:
Estadios = I-ll 8 31
Estadios = llI-IV 23 187
Sensibilidad Especificidad
Estadios = |-l 79.49% 94.13%
Estadios = llI-IV 89.05% 94.13%

Notas: Estadios de la octava edicion de la AJCC; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy.

A B
o 1.00
E 10 *kkk 075
O \ - .
* ks, AUC para estadios=I-Il: 0.93
E 3 050 AUC para estadios=llI-IV: 0.96
k! 2
% & prueba de Delong: p-valor=0.218
= 0.25
10 | , 0.00; | | | , ‘
0 [-II n-1v 1.00 0.75 0.50 0.25 0.00
Estadio Especificidad

Notas: ****: p-valor < 0.0001; ***: p-valor < 0.001; los p-valores de la figura A se obtienen mediante las pruebas de Wilcoxon con la
correccion de Bonferroni; Estadios de la octava edicidn de la AJCC; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy.

Figura 37: A/ Diferencia de medianas del modelo iTLB+iClin segtn los estadios (I-1 vs 11I-1V); B/ Area bajo la curva ROC del
modelo iTLB+iClin para diferenciar a los pacientes con estadios = |-, y estadios = llI-IV.
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Aplicacion de los tres modelos en los pacientes de la cohorte MICA con diagnéstico de cancer

La cohorte de pacientes MICA, formada por pacientes sintomaticos, fueron seguidos durante todo el periodo del estudio
y se registro si habian recibido u diagndstico de cancer. Los pacientes con diagndstico de cancer durante el seguimiento
fueron excluidos para constituir el grupo control y ajustar los modelos iClin, iTLB y iTLB+iClin.

Una vez obtenidos los tres modelos, se quiso dar un paso mas alla y aplicar dichos modelos sobre los pacientes de la
cohorte MICA con diagndstico de cancer (n = 58) para estudiar si alguno de ellos podria ayudar en el diagndstico precoz
del cancer en general. Para tener los mismos criterios, se utilizé el punto de corte estandar de cero en los tres casos para
considerar si el modelo clasificaba como paciente con cancer (> 0) o no (< 0).

El modelo iClin y el modelo iTLB+iClin clasificaron por encima del punto de corte estdndar al 15.52% y al 18.52% de los

pacientes de la cohorte MICA respectivamente. Mientras que el modelo iTLB clasific6 como pacientes con cancer al
55.56% de los pacientes (Figura 38).
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Figura 38: Clasificacion, segin cada uno de los tres modelos obtenidos, de los pacientes de la cohorte MICA con
diagndstica de cancer durante su seguimiento.

99



DISCUSION

El cdncer de pancreas es uno de los cdnceres mas mortales y con peor evolucidn. Estos pacientes suelen ser diagnosticados
en estadios avanzados. Uno de los principales biomarcadores mas utilizado en los pacientes con PDAC es el marcador
tumoral CA19.9, destacando mas por uso en el seguimiento de la enfermedad, que, como herramienta diagnéstica, debido
a su valor predictivo negativo tan bajo. Por ello, el cancer de pancreas es uno de los escenarios donde seria interesante
buscar nuevas herramientas para el manejo de estos pacientes. La experiencia nos dice que el descubrimiento de nuevos
biomarcadores en sangre periférica es cada vez mas dificil. Por esta razén, se deberian plantear nuevos enfoques
experimentales con una base fisica diferente. Es aqui donde aparece el TLB como posible nueva herramienta para el
manejo de los pacientes con PDAC. El TLB es el término acufiado por nuestro grupo como el uso del DSC con muestras
bioldgicas. La diferencia en el exceso de capacidad calorifica especifica medida en nuestra muestra, respecto a una
solucién de referencia, en funcion de la temperatura, se conoce como termograma.

Pero uno de los mayores retos que nos plantea el TLB hoy en dia es la obtencidn de una metodologia estandar para
analizar las curvas de termogramas y poder diferenciar los diferentes estados (normalmente controles y pacientes
enfermos). Varios grupos han aportado sus propuestas con metodologias cada vez mas sofisticadas gracias al avance e
incorporacién de la bioinformatica, ademas de facilitar su aplicacion e interpretacion. Previamente en el apartado
Desarrollo de un modelo de aprendizaje automatizado para el diagndstico y prondstico del cancer de pancreas
mediante muestras de suero analizadas por TLB se ha mostrado una nueva metodologia desarrollada por el grupo para
clasificar a los pacientes segln la forma de los termogramas obtenidos de muestras de suero, usando como ejemplo un
grupo sano (asintomatico) y un grupo con adenocarcinoma ductal de pancreas (mayoritariamente en estadios avanzados).
Los prometedores resultados abrieron el camino a probar la metodologia propuesta en otros estudios con mayor tamafio
muestral y que se aproximen mas a la situacion clinica, para estar cada vez mas cerca de su aplicacion. Por esta razén, en
este estudio se ha comprobado la aplicacion de la metodologia de analisis del TLB en una poblacién mas grande, en torno
a 700 pacientes, divididos en un grupo de pacientes diagnosticados con PDAC, y un segundo grupo de pacientes controles
sintomaticos. El motivo del uso de este grupo control es para acercarse mas a la situacién que tienen los clinicos en sus
consultas cuando realizan un diagnéstico diferencial de cancer de pancreas en pacientes sintomaticos. Ademas, gracias a
que se ha utilizado muestras de pacientes de dos estudios muy bien caracterizados (MICA como controles sintomaticos y
BIOPAC como pacientes con cancer de pancreas, ambos de Dinamarca), se ha demostrado que la metodologia de andlisis
de termogramas propuesta por el grupo también puede estar formado Unicamente por variables clinicas, o incluso ajustar
un modelo mixto formado por datos clinicos y variables relacionadas con el termograma.

Para realizar estos analisis se ha contado con 706 pacientes divididos en dos grupos balanceados. El primer grupo estaba
formado por 325 pacientes del estudio MICA, considerados controles sintomaticos, pero sin cancer. El segundo grupo
estaba formado por 381 pacientes del estudio BIOPAC, diagnosticados de PDAC. Dentro de cada grupo, habia mucha
homogeneidad entre la edad, el sexo y el IMC. Pero se observd que el grupo con PDAC tenian una mediana de edad mayor
al grupo control, una mayor proporcidn de pacientes de sexo masculino, y una mayor proporcién de pacientes con IMC <
25 kg/m?. Estas diferencias se pueden justificar ya que la edad se considera un factor de riesgo no modificable del PDAC
(117) y que la incidencia reportada por GLOBOCAN indica que es mayor en el sexo masculino. Respecto al IMC, por un
lado, la obesidad es un factor de riesgo para padecer PDAC, pero también se considera la pérdida de peso como uno de
los sintomas caracteristicos de los pacientes con PDAC. (117) Este ultimo caso es el que se encontré en estos pacientes
con PDAC. Respecto a las variables relacionadas con habitos de vida como el tabaco o el abuso de alcohol, aunque también
se considere factores de riesgo, (118) en esta poblacidn de estudio no se ha encontrado diferencias entre el grupo control
y el grupo de pacientes con PDAC. Podria estar relacionado con el hecho de que los controles son individuos sintomaticos,
no exentos de enfermedad para los cuales estos factores de riesgo pueden estar presentes del mismo modo que en los
pacientes con PDAC, ya que no son factores de riesgo exclusivos para el cancer de pancreas. Una de las escalas utilizadas
para la categorizacion de los pacientes en ambos grupos (controles y PDAC) ha sido la escala del estado funcional ECOG,
donde se ha encontrado una mayor proporcion de pacientes con ECOG = 1-3 en el grupo con PDAC. También se han
encontrado diferencias estadisticamente significativas de la concentracion de las variables bioquimicas entre ambos
grupos. Estas diferencias justifican que, aunque el grupo control sea sintomatico, existen variables clinicas y bioquimicas
donde hay diferencias estadisticamente significativas entre los controles y los pacientes con PDAC.

Dentro del grupo con PDAC, la mayoria tenian una comorbilidad aumentada (CACI > 3), un estadio = IV, diagndstico de
diabetes, y caquexia, no cumplian los requisitos para operarse vy, si se operaron, la reseccién fue sobre todo incompleta
(R1). La mayoria de estas caracteristicas estan relacionadas entre si y se debe al diagndstico de estos pacientes en estadios
avanzados, sobre todo con metastasis. Esta descripcion de pacientes es razonable con lo que se ha comentado
anteriormente sobre el diagndstico tardio de PDAC que normalmente se produce.
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Con esta base de datos, se han ajustado tres modelos usando la misma metodologia, pero cambiando las variables
predictoras. Esta metodologia fue propuesta anteriormente para analizar las curvas de termogramas. Pero en este estudio
se ha demostrado la versatilidad que tiene para poder incluir ademas variables clinicas. Los tres modelos estaban
entrenados con grupos balanceados. Y en los tres casos se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la
mediana del resultado de cada modelo en el grupo control y en el grupo con PDAC (prueba de Wilcoxon: p-valores <0.001),
aunque luego se encontraron diferencias en las AUC de las curvas ROC.

El primer modelo obtenido, llamado modelo iClin, estaba formado por Unicamente cuatro variables predictoras: edad,
escala ECOG del estado funcional y las concentraciones en sangre periférica de CA19.9 y PCR. En un primer momento se
introdujeron estas cuatro variables mas la concentracion de IL-6 y de YKL-40, bajo un primer filtro de decisién clinica vy,
posteriormente se comprobd que existian diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.
Posteriormente, las dos ultimas variables fueron eliminadas del modelo final, al realizar el ajuste del modelo con
penalizaciones tipo Lasso. El CA19.9 es el principal marcador tumoral del cancer de pancreas, aunque de manera aislada
no parece tener la suficiente sensibilidad para usarlo en el diagnéstico. El resto de los biomarcadores estan relacionados
con la respuesta inflamatoria e inmunitaria. La PCR es muy utilizada en clinica, mientras que la IL-6 algo menos, y la
proteina YKL-40 sélo estd en fase de investigacion. En estas variables bioquimicas, se realizd un preprocesado antes de
introducirlo en el modelo, con el objetivo de evitar variables muy correlacionadas, ademas de centrar y escalar. El modelo
iClin ajustado en el 70% de los 574 pacientes (56.62% del grupo control), posteriormente es validado en el 30% restante,
obteniendo un AUC de 0.98 (ICss% = 0.97-1.00), indicando la alta capacidad del modelo para diferenciar entre ambos
grupos con una exactitud, sensibilidad, especificidad, VPP y VPN en torno al 90%. Al relacionar el modelo iClin con las
variables recogidas en ambos grupos, se observo que la media del valor del modelo iClin era mayor en estadios avanzados
segun el estadio de la enfermedad, y en los pacientes no candidatos a operacion. Estos resultados estdn mutuamente
relacionados, ya que los pacientes no candidatos a operacidon son los que tiene estadios mas avanzados.

A pesar de que el modelo iClin tenia una muy buena capacidad para diferenciar entre ambos grupos, no se observé una
asociacion con el prondstico de los pacientes. Si se tiene en cuenta las variables bioquimicas de manera individual, si
existe una relacion entre CA19.9 y PCR con el pronéstico de los pacientes con PDAC. La relacién de la combinacién de
biomarcadores de inflamacidn con la progresion, ya se ha publicado previamente en pacientes procedentes del estudio
BIOPAC. (64) Debido a que el prondstico de los pacientes depende del estadio, de la concentracién de biomarcadores
como CA19.9 y PCR, (64) cabia esperar que este modelo, que tan bien diferenciaba a pacientes con PDAC de pacientes
sintomaticos, también pudiera dar informacién del prondstico de los pacientes con PDAC en cuanto a recaida, PFS y OS.
Pero esto ultimo no debe menospreciar los buenos resultados obtenidos para hacer un diagndstico diferencial con los
pacientes con PDAC utilizando una uUnica herramienta, la cual se podria considerar como una calculadora, ya que
Unicamente haria falta introducir los valores de edad, ECOG y concentraciones de CA19.9 y PCR.

El segundo modelo obtenido, el modelo iTLB, formado Unicamente por variables relacionadas con la forma de los
termogramas de muestras de suero, esta formado también por cuatro variables predictoras (parejas de temperaturas). El
modelo se ajustd en el 70% de los 706 pacientes (46.03% de controles), y se validé con el 30% restante, obteniendo un
AUC de 0.67 (ICos% = 0.60-0.74). Esta disminucién en el AUC, comparada con la obtenida previamente (al comparar sanos
asintomaticos con pacientes con PDAC en el apartado Desarrollo de un modelo de aprendizaje automatizado para el
diagndstico y prondstico del cancer de pancreas mediante muestras de suero analizadas por TLB), era esperada porque
ahora se ha utilizado como grupo control a pacientes sintomaticos. Esto refuerza la idea de que los cambios detectados
en suero por TLB son menores al comparar con pacientes sintomaticos, que con pacientes asintomdaticos. A nivel
diagndstico se estaria clasificando a la mayoria de los pacientes con un perfil de termograma compatible con enfermedad.
Esto se comprueba cuando se compara las medias de las curvas de termogramas de ambos grupos, ya que tal como se
puede observar, existen diferencias muy pequefias entre estos pacientes PDAC y los pacientes sintomaticos. Hay que
recordar que el termograma informa de cambios fenomenoldgicos durante una enfermedad sin identificar qué tipos de
macromoléculas o metabolitos son los responsables de esta. La cohorte de pacientes estudiada podria ser la que se
encontrase durante la asistencia clinica, y, por lo tanto, supone un mayor reto el hecho de obtener un modelo que pueda
diferenciar ambos grupos de pacientes. Este tipo de resultados donde las diferencias en los termogramas son pequefas
en ambos grupos, ya se ha reportado en otros estudios. (36) Al relacionar el modelo iTLB con las variables clinicas, se
observa una relacién con la edad y el IMC, pero sélo en el grupo control. Estos resultados llevan a pensar que hoy en dia
no existe ningun estudio sobre los cambios en los termogramas segun la edad y el IMC, por lo que seria muy recomendable
realizarlas. Pero es de esperar que a medida que avanza la edad, se produzcan cambios en el organismo (algunos
patoldgicos y otros fisioldgicos) con un reflejo en el torrente sanguineo, posiblemente detectados con el TLB.

En cuanto a las relaciones encontradas con los biomarcadores en sangre periférica (CA19.9, PCR, IL-6 e YKL-40) indican
que los falsos positivos tienden a tener mayores concentraciones de estos biomarcadores, mientras que los falsos
negativos tienen menores concentraciones. Esto da una idea de que el TLB esta reflejando lo que ocurre a nivel del
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torrente sanguineo y es por ello que detecta como positivos aquellos en los que hay mas concentracién de biomarcadores
y como negativos, aquellas muestras en las que la concentracién es menor.

A diferencia de lo encontrado en el modelo iClin, en el modelo iTLB existe una relacidn con el prondstico de los pacientes
con PDAC, de manera que los pacientes con un valor en el modelo iTLB por debajo del punto de corte tenian mejor
prondstico. Por lo tanto, el modelo iTLB, aunque no seria el mejor para diferenciar entre los dos grupos de pacientes, las
relaciones observadas con variables clinicas dan una idea de que podria resultar interesante introducir dichas variables
clinicas en el modelo. Esto se refuerza con el hecho de que se encontraran relaciones con variables que informan del
prondstico, relaciones que no se observan a través del modelo en el que sélo se tienen en cuenta las variables clinicas
(modelo iClin).

Asi pues, con el objetivo de obtener un modelo con la capacidad diagndstica del modelo iClin junto con capacidad para
predecir el prondstico de los pacientes con cancer de pancreas como ocurre en el modelo iTLB, se obtuvo un tercer
modelo mixto, Ilamado modelo iTLB+iClin, entrenado en el 70% de los 573 pacientes (56.74% controles). En este modelo
se introdujeron las variables mas frecuentemente seleccionadas en los modelos anteriores, es decir, se introdujeron ocho
variables, que posteriormente se seleccionaron siete de ellas, quedando eliminada una pareja de temperaturas. El modelo
ajustado con Unicamente siete variables predictoras se validé en el 30% restante, obteniendo un AUC de 0.98 (ICos% =
0.97-1.00), es decir, con una capacidad diagndstica tan buena como el modelo iClin. Pero ademas se observo una relacion
con el estadio de la enfermedad y con los pacientes que cumplen los requisitos para ser operados, trasladandose esa
relacidn con el prondstico de los pacientes con PDAC. Es decir, el modelo iTLB+iClin, el cual tiene una elevada capacidad
diagndstica, también se podria utilizar como herramienta de prondstico, ya que se observa una menor supervivencia
global en los pacientes con un resultado por debajo del punto de corte.

Después, debido a que el cdncer de pancreas necesita de nuevas herramientas de diagndstico en estadios tempranos de
la enfermedad, se ha diferenciado la capacidad diagndstica del modelo iTLB+iClin segun el estadio (estadios = I-Il como
estadio temprano, y estadios = llI-IV como estadio avanzado). Como cabia esperar, dado que los estadios precoces son
mas dificiles de diagnosticar por su menor diferencia con los grupos controles, se ha obtenido un AUC menor para los
estadios tempranos (AUC = 0.93, 1Css% = 0.89-0.98), pero no existiendo diferencias estadisticamente significativas con el
AUC obtenido en estadios avanzados (AUC = 0.96, ICgs% = 0.95-0.98, prueba de Delong: p-valor = 0.218).

Al comparar estos resultados con los reportados del estudio BIOPAC donde en cada uno de ellos utilizaban varios
biomarcadores como miRNA, paneles de proteinas, DNA libre de células, a veces en combinacion con CA19.9, y comparan
las AUC obtenidas en pacientes con estadio temprano respecto a estadio avanzado, como se ha realizado en este estudio,
las AUC obtenidas para diagnosticar pacientes en estadios tempranos varian desde 0.84 a 0.96. (51,52,114,115) En el
mejor de los casos se utilizd un panel de 29 proteinas y se compard con un grupo control sano asintomatico. El estudio
gue obtuvo un AUC de 0.84 utilizé como control a pacientes con pancreatitis cronica. Con todo esto, se quiere decir que
se ha obtenido resultados parecidos a los publicados en cuanto a AUC para diagnosticar pacientes con PDAC, utilizando
como grupo control a pacientes sintomaticos y aplicando un modelo con solamente siete variables predictoras. Aun asi,
seria recomendable futuros estudios usando como grupo control a pacientes con patologias pancredticas no neoplasicas,
para mejorar el valor diagnéstico del modelo iTLB+iClin al estudiar poblacidn de riesgo de patologia pancredtica, pero sin
observarse todavia patologia tumoral. De esta forma, este modelo se podria implementar en clinica dentro de la consulta
de patologia pancreatica.

Por ultimo, se aplicé los tres modelos ajustados sobre la cohorte de pacientes MICA que tuvieron un diagnéstico de cancer
durante el seguimiento (n = 58). Estos pacientes fueron excluidos del analisis de los modelos. Se observé que los modelos
iClin y iTLB+iClin obtuvieron resultados parecidos, clasificando como patoldgico menos de a un 20% de los pacientes. Esto
se puede justificar porque las variables predictoras con mayor peso del modelo mixto iTLB+iClin son las variables del
modelo iClin. En cambio, el modelo iTLB clasific6 como patoldgico a mas del 55% de los pacientes. Esto por un lado da
una idea de la elevada sensibilidad de la TLB y su menor especificidad (ya que estos pacientes tuvieron diagndstico de
cualquier tipo de cancer, no solo de PDAC). Por otro lado, este resultado indica que la TLB es un reflejo de todo lo que hay
en sangre periférica, incluido los biomarcadores del modelo iClin, pero ademds aporta informacidn de otras biomoléculas.
Para saber qué proteinas son las responsables de estos cambios en la TLB, hacen falta de otras técnicas protedmicas, ya
que la TLB no proporciona este tipo de informacion.

Por lo tanto, la TLB es una técnica muy sensible que nos proporciona una imagen del proteoma y sus interacciones, aunque
no informa de forma concreta sobre la identidad de las proteinas responsables de los cambios producidos en los
termogramas. Por ello, seria muy interesante la combinacidn de la espectrometria de masas junto con la TLB para saber
las proteinas responsables de los cambios en los perfiles de los termogramas.
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Aportacion de la TLB en el
diagnostico temprano del CCR y
en la busqueda de nuevos
biomarcadores junto con la
espectrometria de masas



INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) es uno de los cdnceres mas frecuentes (Figura 39), cuya incidencia aumenta con la edad. (119)
Ademas, el envejecimiento suele ir acompafiado de una inflamacién crénica. (120,121) Dicha inflamacidén es una de las
caracteristicas primarias asociadas con cancer, (122-124) de manera que se ha descrito una relacién entre la inflamacion
crénica, medida por biomarcadores circulantes inflamatorios, y una mayor incidencia de cancer, incluido el CCR. (125) El
biomarcador de inflamacién mas utilizado es la proteina C-reactiva (PCR). Esta proteina es producida principalmente por
los hepatocitos, (126) mientras que otros biomarcadores circulantes de inflamacion, como interleucina-6 (IL-6) y proteina
1 similar a quitinasa-3 (CHI3L1, también llamada YKL-40), son secretados por células inflamatorias, estromales y
cancerosas. (127,128) La IL-6 y la YKL40 plasmaticas elevadas se asocian con una menor supervivencia global en pacientes
con CCR metastasico. (58,129-131)
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Figura 39: Grafico de incidencias de los cdnceres mas frecuentes en Europa, en ambos sexos.

La mortalidad y morbilidad del CCR han descendido gracias a la aplicacién de los programas de cribado poblacional. (74)
Esto ha demostrado que el diagndstico temprano mejora el prondstico de estos pacientes, debido a que el tratamiento
mediante cirugia en pacientes en estadios iniciales suele llegar a ser curativo. La clave para un diagndstico temprano
exitoso de CCR es realizar un examen fisico completo. Ademas, la dieta, la medicacion y los antecedentes médicos,
quirdrgicos y psicoldgicos del paciente pueden aportar informacion valiosa durante el examen médico, y algunos estan
estrechamente relacionados con el CCR (como la anemia, la hematoquecia, la pérdida de peso involuntaria, los
antecedentes familiares de CCR o la enfermedad inflamatoria intestinal). En un diagnéstico diferencial se deben incluir la
diverticulosis, las hemorroides, las infecciones intestinales, la enfermedad inflamatoria intestinal y otros tumores
intestinales (linfoma, carcinoide). (132)
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Debido a la complejidad del diagndstico de CCR, se estdn haciendo grandes esfuerzos para desarrollar o identificar nuevos
biomarcadores no invasivos (o minimamente invasivos, como los procedentes de una muestra de suero) para mejorar su
diagndstico, centrandose en diferenciar los estadios tempranos, donde los sintomas son menores y menos especificos y
donde la respuesta al tratamiento quirurgico tiene mejor prondstico.

En el ambito clinico se dispone del antigeno carcinoembrionario (CEA), un marcador tumoral que suele encontrarse en
elevada concentracion en suero en los pacientes con CCR, pero también en otras patologias y otros tipos de canceres. A
pesar de su baja especificidad, es muy utilizado en el seguimiento de los pacientes con CCR, ya que su concentracion esta
relacionada con la masa tumoral y la variacién de CEA en el tiempo ofrece informacién valiosa sobre la respuesta de los
pacientes al tratamiento. Uno de los inconvenientes de este biomarcador es su elevacién en los pacientes fumadores.
Otra de las pruebas que se realiza ante la sospecha de un paciente con CCR es la cuantificacion de sangre oculta en heces
(SOH). A pesar de ser también la prueba inicial en el cribado poblacional, tiene limitaciones, ya que la Unica confirmacion
de un positivo en esta prueba es la realizacion de una colonoscopia, la cual es mas invasiva y que supone mayores riesgos.
La determinacion de SOH también puede dar positivo en pacientes con hemorroides, diverticulos, ante la toma de
medicamentos, (133) etc., es decir, cualquier otra causa que provoque sangrado y cuyo origen no sea necesariamente un
polipo o un CCR.

Por lo tanto, se dispone de varias pruebas donde el porcentaje de falsos positivos para el diagndstico de CCR suele ser
elevado, lo que dificulta el manejo de estos pacientes. La busqueda de nuevas herramientas que ayuden al diagndstico y
al manejo de estos pacientes es necesaria. Es aqui donde la biopsia liquida térmica (TLB) podria ayudar a mejorar el
diagndstico como herramienta complementaria. Ademds, como el termograma de una muestra de suero es el resultado
de todas las proteinas y macromoléculas que estan presentes en sangre periférica, ademas de sus interacciones entre
ellas, se podria buscar una nueva aplicacion de la TLB. Es decir, se podrian generar grupos de pacientes segun el patrén
del termograma vy realizar estudios de protedmica y comparar las proteinas obtenidas en cada grupo. Aunque no es
habitual, no seria la primera vez que se utiliza la técnica del DSC junto a la espectrometria de masas. (33)

La protedmica basada en espectrometria de masas (MS, mass spectrometry) se ha convertido en una tecnologia
fundamental para dilucidar las funciones bioldgicas de las proteinas a gran escala. (134) Al preparar las muestras para el
analisis protedmico a nivel de péptidos (protedémica ascendente), a menudo es necesario concentrar péptidos y eliminar
contaminantes. (135) Uno de los métodos mas cominmente utilizados en la preparacion de muestras de protedmica
basada en MS es la extraccion en fase sélida reversa (SPE, solid-phase extraction), (136,137) en la que los péptidos se
unen a una fase estacionaria, generalmente C18 o una resina de tipo mixto, permitiendo la eliminacién de sales y
contaminantes y, al mismo tiempo, la concentracién de la muestra. Los StageTips de un solo uso son una implementacién
ampliamente utilizada para SPE, ya que sus pequefios volimenes muertos permiten el procesamiento de cantidades de
microgramos de proteinas. (136,138) Los StageTips también pueden acomodar una variedad de fases estacionarias,
ampliando su aplicacién al fraccionamiento de péptidos o para aumentar la flexibilidad en los pasos de lavado. Por
ejemplo, se puede utilizar un intercambio catidnico fuerte en modo mixto y un material de fase reversa, lo que permite
la eliminacion de contaminantes como lipidos de muestras derivadas de plasma o el fraccionamiento de péptidos. (137—-
140) Ademas, el formato del StageTip a menudo se incorpora a otros flujos de trabajo de protedmica, como en el
protocolo in-StageTip en el que las muestras se lisan y digieren directamente dentro de los StageTips, (138) o, en el caso
de los flujos de trabajo de fosfoprotedmica, para capturar y retener utilizando cuentas para el enriquecimiento de
péptidos. (141-144) También se ha descrito un dispositivo (Spin96) que se puede fabricar rapidamente utilizando
impresoras 3D ampliamente disponibles y disefiadas para acomodar hasta 96 StageTips simultaneamente, (145) donde
han aplicado el dispositivo Spin96 al analisis de plasma/suero humano. Los archivos del disefio completo del Spin96 estan
a disposicién de la comunidad cientifica de forma gratuita, lo que permite la produccién local del dispositivo.

En el apartado Transformacidn del diagndstico de PDAC: analisis comparativo integral de biomarcadores clinicos, TLB y
enfoques integrados se ha mostrado la importancia de utilizar una correcta cohorte como grupo control. Al utilizar un
grupo sintomatico sin enfermedad se reducen las diferencias con los pacientes con cancer, sobre todo con aquellos en
estadio temprano. El uso de estos controles sintomaticos supone un mayor reto a la hora de buscar nuevas herramientas
gue ayuden en el diagndstico, pero es obvio que esta aproximacidn se acerca mucho mas a las situaciones en que se
encuentran los clinicos en sus consultas, lo que facilitaria una mejor aplicacion en un futuro.
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También, en el mismo estudio, se ha puesto de manifiesto la versatilidad de la metodologia propuesta basada en
algoritmos de aprendizaje automatizado, para incluir variables clinicas, ademas de su aplicacién en el prondstico de los
pacientes.

Por estas razones, en este estudio se propuso utilizar de nuevo la cohorte de controles sintomaticos MICA, pero frente a
una cohorte de pacientes diagnosticados de CCR, como es el caso del estudio REBECCA de Dinamarca, cohorte abierta
cuyo objetivo es la busqueda de nuevos biomarcadores en CCR para su diagndstico y prondstico. Aplicando una estrategia
parecida a la del apartado Transformacion del diagndstico de PDAC: analisis comparativo integral de biomarcadores
clinicos, TLB y enfoques integrados, se propusieron como objetivos:

1. Obtener un modelo iClin, basado en variables clinicas, y un modelo iTLB+iClin, para valorar si la introduccién de
la TLB podia mejorar el diagndstico de los pacientes con CCR, sobre todo en los estadios tempranos.

2. Asociar los modelos obtenidos con las variables clinicas para la bisqueda de las causas de los falsos negativos y
positivos, ademas de las variables relacionadas con el prondstico de los pacientes con CCR.

3. A partir de grupos de pacientes generados mediante el modelo iTLB, realizar estudios de proteémica para la
busqueda de nuevos biomarcadores para el diagndstico o prondstico de los pacientes.
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MATERIAL Y METODOS
Sujetos

Se han analizado las muestras de pacientes procedentes de dos estudios realizados en el Hospital Universitario de
Copenhague (Helev and Gentofte). El primero de ellos es el estudio de cohorte abierta MICA, (116) formado por pacientes
remitidos al hospital por presentar sintomas y signos sospechosos de cdncer (cohorte descrita en el apartado
Transformacion del diagnéstico de PDAC: analisis comparativo integral de biomarcadores clinicos, TLB y enfoques
integrados). El segundo grupo esta formado por pacientes procedentes de la cohorte abierta del estudio REBECCA, (146)
el cual comenz6 en julio del 2014, y donde se incluyen pacientes con un diagndstico de CCR confirmado mediante prueba
histoldgica. Estos pacientes recibieron un seguimiento de su enfermedad hasta la fecha de mayo del 2023 o hasta su
fallecimiento.

Los estudios de realizaron segun la declaracién de Helsinki. El protocolo del estudio MICA fue aprobado por el Comité de
Etica Regional Danés (H-7-2014-011) y la Agencia Danesa de Proteccién de Datos (HEH-2014-105; I-Suite 03330; PACTIUS
P-2020-578). El protocolo del estudio REBECCA estd aprobado por el Comité de Etica Danés (VEK, j.nr. H-2-2013-078) y la
Agencia Danesa de Proteccidn de Datos (j.nr. HEH-2014-044, |-suite n2. 02771 y PACTIUS P-2019-614). Todos los pacientes
recibieron informacidn oral y escrita sobre el estudio, y dieron su consentimiento por escrito antes de su inclusién de
acuerdo con las directrices del Comité de Etica Danés. Todas las muestras fueron identificadas con un cédigo interno para
garantizar el anonimato de los pacientes, siguiendo las indicaciones descritas en el protocolo aprobado por el comité
ético.

Variables recogidas en cada grupo
Para este estudio en particular se han utilizado algunas variables en comun en las bases de datos MICA y REBECCA:

- Edad en afos.

- Sexo: masculino o femenino.

- Indice de masa corporal (IMC) en kg/m?, categorizado seglin la OMS como: peso insuficiente si IMC < 18.5 kg/m?,
normopeso si IMC = 18.5-24.9 kg/m?, sobrepeso si IMC = 25-29.9 kg/m?, y obesidad si IMC > 30 kg/m?.

- Habito tabaquico: no fumador, fumador o exfumador.

- Consumo de alcohol: no abuso, abuso o exabuso. Definiendo abuso como > 7 unidades por semana para el sexo
femenino, y > 14 unidades por semana para el sexo masculino. Se considera 1 unidad = 12 g alcohol.

- Escala del estado funcional ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group): con valores desde 0 hasta 5.

- Concentraciones de biomarcadores en sangre periférica de CEA, PCR, IL-6 e YKL-40.

Ademas, en el grupo de pacientes del estudio REBECCA se utilizaron las siguientes variables:

- Estadio segun la octava edicion del American Joint Comitee on Cancer (AJCC): desde | hasta IV.
- Subclasificacién en operados (estadio = I-1ll) o con metastasis (estadio = IV).
- Dentro de los pacientes operados se recogié:
o indice de comorbilidad de Charlson no ajustado por la edad (CClI).
o Sistema de clasificacion del estado fisico de la Sociedad Estadounidense de Anestesidlogos (ASA).
o Silareseccidn fue completa con margenes libres (R0) o no (R1: reseccidn macroscépica completa con
resto tumoral microscépico; R2: reseccidén incompleta con resto tumoral macroscépico).
- Los pacientes con metastasis se clasificaron en funcién de si el tumor primario estaba in situ o resecado en el
momento de la obtencion de la muestra de sangre periférica.
- Durante el seguimiento de la enfermedad de los pacientes con CCR, tanto en operados como en los pacientes
con metastasis, se recogio:
o Eltiempo de la supervivencia libre de progresion (PFS).
o Eltiempo de la supervivencia global (OS).
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Procesamiento de las muestras de suero

De cada paciente se obtuvieron 1.5 mililitros de sangre periférica, cuya extraccién, en el caso de los pacientes del estudio
REBECCA, fue en el momento del diagndstico y/o antes de la cirugia o del inicio del tratamiento quimioterapéutico. Las
muestras de sangre de los pacientes del estudio MICA se obtuvieron en el momento de inclusidn al estudio. Las muestras
fueron procesadas segun los protocolos MICA y REBECCA. Todas las muestras de sangre se centrifugaron a un minimo de
2000 g a 4°C durante 10 minutos dentro de las 3 horas posteriores a la toma de sangre, y el suero se distribuyo en alicuotas
en tubos y posteriormente se almacend a -80°C.

Los analisis de CEA y PCR se determinaron en muestras frescas (no congeladas), ya que formaban parte de las pruebas de
rutina realizadas a los pacientes. Mientras que los valores de IL-6, YKL-40 y los termogramas se determinaron en muestras
congeladas. La concentracion de CEA de analizé utilizando un ensayo de inmunoquimioluminiscencia, en Immulite 2000
GI-MA (namero de catdlogo L2KG12, Siemens, Ballerup, Dinamarca). La cuantificacion de los niveles de PCR, IL-6 e YKL-40
ya se han comentado anteriormente en el apartado Transformacion del diagndstico de PDAC: analisis comparativo
integral de biomarcadores clinicos, TLB y enfoques integrados, al igual que la obtencidon de los termogramas a partir de
muestras de suero.

Andlisis de los datos
Metodologia para obtener los modelos de clasificacion a comparar

Se obtuvieron tres modelos usando la misma metodologia que en el apartado Transformacion del diagndstico de PDAC:
analisis comparativo integral de biomarcadores clinicos, TLB y enfoques integrados, pero cambiando las variables
predictoras a introducir:

4. Modelo-iClin: Para obtener el modelo iClin se utilizaron las siguientes variables predictoras:

o Laedad dicotomizada en pacientes </> de 50 afios.

o La concentracion de biomarcadores en sangre periférica de CEA, IL-6, PCR e YKL-40, todas ellas en su
forma de logaritmo natural. En estas variables se realizé un preprocesado (mediante la libreria caret de
R) para eliminar las variables con varianza igual a cero, con correlacion elevada (correlacién de Pearson
>0.9) y para centrar y normalizar a partir de la concentracidn del logaritmo natural.

5. ModeloiTLB: El modelo iTLB se basa en el analisis de las curvas de termogramas de muestras de suero. Para ello,
se utilizan parejas de temperaturas como variables predictoras, como estd descrito previamente (Desarrollo de
un modelo de aprendizaje automatizado para el diagndstico y prondstico del cancer de pancreas mediante
muestras de suero analizadas por TLB).

6. Modelo iTLB+iClin: Las variables clinicas frecuentes del modelo iClin y las parejas de temperaturas frecuentes
obtenidas en el modelo iTLB se combinaron para ajustar un tercer modelo mixto, lamado modelo iTLB+iClin.

Comparacion de los tres modelos

El resultado de los modelos de clasificacion es un Unico valor o nimero por paciente que puede ir desde menos infinito
hasta infinito. De manera estandar, el umbral o punto de corte establecido por el modelo es cero. Esto quiere decir que
cuando el modelo de clasificacion proporciona un nimero negativo, clasifica ese paciente como control (paciente sin
cancer), mientras que, si el nUmero es positivo, el modelo clasifica a ese paciente con CCR. Se compararon los resultados
obtenidos usando el punto de corte estandar con el punto de corte calculado segun Youden. (100)

El rendimiento de las pruebas diagnésticas se evalué mediante el calculo de indices de rendimiento comunes procedentes
de una tabla de contingencia (sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, y valor predictivo negativo), asi como
la curva de caracteristica operativa del receptor (ROC) y su area bajo la curva (AUC) junto con su intervalo de confianza al
95% de significacion estadistica (ICos%).
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Cada modelo se relaciond con las variables clinicas recogidas tanto en el momento de la extraccién de la muestra de
suero, con el objetivo de buscar posibles causas de falsos positivos y negativos en cada modelo, como durante su
seguimiento (PFS y OS) para evaluar la posible aplicacién de los modelos en el prondstico de los pacientes.

Ademas, se comparo el modelo iClin con el modelo iTLB+iClin, para valorar si la TLB podia mejorar el modelo formado por
variables clinicas. Para ello, se evalud la capacidad diagndstica de cada uno de ellos para diferenciar entre el grupo control
(pacientes sintomaticos sin diagndstico de cancer) y:

e Elgrupo de pacientes con CCR.

e El grupo de pacientes con CCR y operados (estadio = I-ll).

e El grupo de pacientes con CCR y con metastasis (estadio = IV).

e Elgrupo de pacientes con CCR en estadios primarios (estadio = I-1).

e El grupo de pacientes con CCR en estadios avanzados (estadio = llI-IV).

Para mostrar estos resultados, se uso el 100% de los datos (el 70% de entrenamiento y el 30% de validacién), para evitar
tener grupos con pequefios tamafios y que la estadistica tenga mayor potencia.

Andlisis de muestras de suero mediante espectrometria de masas

Todo el proceso desde la preparacidn de las muestras hasta su analisis con cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS), se realizé aleatorizando las muestras para minimizar la variabilidad en la adquisicién
de las proteinas.

La preparacion de la muestra de suero se realizd de acuerdo con un protocolo publicado, (145) que fue adaptado de tres
estudios previos. (138-140) Brevemente, se afadido 1 pL de suero (60-70 pg de proteina) a 24 pL de tampdn SDC
(desoxicolato de sodio al 1%, clorhidrato de tris(2-carboxietil) fosfina 10 mM, cloroacetamida 40 mM vy Tris-acido
clorhidrico 100 mM, pH 8.5) en un pocillo de 500 pL de una placa de 96 pocillos. Después de sellarlo (con una tapa de
silicona, Eppendorf), las muestras se incubaron a 95°C durante 10 minutos a 1000 rpm en un Eppendorf Thermomixer-C
con ThermoTop (tapa calentada) para desnaturalizar, reducir y alquilar proteinas. Una vez enfriado a temperatura
ambiente y diluido 10 veces con agua, se agregaron LysC y tripsina (a partir de soluciones madre de 1 mg/mL en agua o
acido acético 50 mM, respectivamente) para digerir las proteinas en una proporcion de 1:100 (cada proteasa:proteina,
pg/ug) y se incubd a 37°C durante 16 h a 1000 rpm en un Eppendorf Thermomixer-C con ThermoTop (tapa calentada). Se
afiadié un volumen igual (250 uL) de 99% de acetato de etilo/1% de &cido trifluoroacético (TFA) a los péptidos digeridos
para obtener una concentracion final de 49.50% de acetato de etilo y 0.50% de TFA.

Las StageTips se generaron perforando discos SDB-RPS® de doble apilamiento (Sigma, Cat #66886-U) con una aguja de
calibre 18 y se montaron en puntas de 200 uL (Eppendorf). Para el procesamiento de StageTip y utilizando Spin96, los
StageTips se insertaron en un soporte y se colocaron en la parte superior, que luego se apilé en el fondo de lavado que
contenia una placa de microtitulacion de 96 pocillos de polipropileno para recolectar el flujo de muestra y los lavados.
Cada punta se humedecié con 100 plL de acetonitrilo al 100% y se centrifugé a 1000 g durante 1 min. Después de la
humectacién, cada StageTip se equilibro con 100 uL de TFA al 0.1% en agua y metanol al 30%/TFA al 1% con centrifugacion
para cada uno a 1000 g durante 3 minutos. Luego, cada StageTip se cargd con el equivalente de ~10 pg de péptido en
acetato de etilo al 49.50% y TFA al 0.50% (se utilizaron volumenes iguales de cada fase). Los péptidos se lavaron dos veces
con 100 pL de acetato de etilo al 99%/TFA al 1%, seguido de un lavado con 100 puL de TFA al 0.20% en agua. Para la elucion
de péptidos, el fondo de lavado se intercambid por un fondo que contenia un accesorio que soportaba una placa de PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa) sin faldon que se recortd para ajustarse. Para la elucion, se agregaron 100 plL de
hidroxido de amonio al 5%/acetonitrilo al 80% a cada punta y se centrifugd como se indicé anteriormente durante 5
minutos. Las muestras en la placa de PCR se secaron usando un GeneVac EZ-2 usando la configuracion de amoniaco a
40°C durante 1 h. Los péptidos secos se resuspendieron en 30 plL de acido férmico al 5%. Finalmente, las muestras se
almacenaron a 4°C hasta que se analizaron mediante LC-MS.

Los péptidos de plasma digeridos con tripsina agrupados (100 pg en total) en acido férmico al 5% se sometieron a

cromatografia de fase reversa de pH elevado en un sistema Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 BioRS con un
muestreador automético de fraccionamiento, utilizando una columna Waters XBridge Peptide BEH €18 (130 A, 3.5 um,
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4.6 mm x 250 mm, nimero de catdlogo 186003570). La columna se incubd a 30 °C con un flujo constante de 1 mL/min,
con el tampdn A que contenia 2 % de acetonitrilo (ACN) y formiato de amonio 10 mM (pH 9.0) y el tampdn B que contenia
80% de ACN y formiato de amonio 10 mM. (pH 9.0). Las fracciones se recogieron cada 8.75 s durante un tiempo de
retencion de 2 a 16 minutos (96 pseudofracciones, concatenadas en 16 fracciones en total). Los péptidos se separaron
mediante un gradiente lineal de 10% a 40% de tampdn B durante los primeros 11 minutos y 100% de tampdn B durante
el tiempo restante.

Usando un nanoUHPLC Thermo Easy-nLC 1200, se inyectaron directamente péptidos en acido férmico al 5% (v/v)
(volumen de inyeccion 3 pL) en un C18AQ de 50 cm x 75 um (Dr. Maisch, Ammerbuch, Alemania, 1.9 um) fusionado a una
columna analitica de silice con una punta extraida de ~10 um, acoplada en linea a una fuente ESI (ionizacion por
electroespray) de nanopulverizacién. Los péptidos se resolvieron sobre un gradiente de 5% de ACN a 40% de ACN durante
45 min con un caudal de 300 nL min'* a 60 °C. Los péptidos se ionizaron mediante ionizacién por electropulverizacién a
2.3 kV. El analisis de espectrometria de masas en tandem se llevd a cabo en un espectrémetro de masas Q-Exactive HF
(ThermoFisher) utilizando fragmentacion HCD (disociacion colisional de alta energia) en modo positivo.

El método de adquisicién independiente de los datos utilizé espectros MS/MS adquiridos de todos los iones en cualquier
punto durante el gradiente. Los escaneos MS1 se adquirieron a partir de 350-1400 m/z (resolucién de 60,000, objetivo
AGC (qutomatic gain control) 3 x 108, tiempo maximo de inyeccién de 50 ms) y los escaneos MS2 que tenian un primer
m/z fijo de 140 (resolucién de 15,000, objetivo AGC 1 x 10°. El tiempo méximo de inyeccién fue de 25 ms, 27 NCE, ancho
de aislamiento de 1.4 m/z).

Los archivos sin formato se transformaron en archivos mzmly se desmultiplexaron usando msconvert (Proteowizard). La
identificacion de proteinas y la cuantificacion sin etiquetas se realizaron en el modo sin biblioteca en DIA-NN (v1.8.1)
utilizando una biblioteca Human FASTA recuperada de UniProt. La funcidn de coincidencia entre series y el clasificador de
redes neuronales de doble paso se utilizaron para péptidos que tenian: (i) un maximo de 2 escisiones tripticas omitidas y
(i) permitian 3 modificaciones variables (escisién M del término N, carbamidometilacion y oxidacién de metionina). Los
péptidos considerados fueron (i) entre 7 y 30 aminoacidos con (ii) carga precursora entre 1y 4, (iii) rango de masas de
300 — 1800 m/z, y (iv) rango de masas de iones producto de 200 — 1800 m/z. Los péptidos se identificaron con una
confianza de FDR del 1.0% segun los espectros de aprendizaje profundo y el tiempo de retencidén generados a partir del
conjunto de datos de UniProt.

Andlisis estadistico aplicado

Se empled la prueba de Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors o de Shapiro-Wilk (segln el tamafio muestral) para evaluar la
normalidad de las variables. Las medianas entre dos grupos independientes se compararon mediante la prueba de
Wilcoxon de muestras no pareadas en variables no distribuidas normalmente, mientras que las medias entre dos grupos
independientes se compararon mediante la prueba t-Student en variables distribuidas normalmente. La asociacion entre
grupos para variables cualitativas se evalué mediante la prueba x? de Pearson con la correccién de Yates, excepto cuando
el tamafio muestral era pequefio (< 20) donde se utilizd la prueba de Fisher. Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier
de dos grupos se compararon mediante la prueba de Log-Rank. La comparaciéon de AUC de las curvas ROC se realizd
mediante la prueba de Delong. Para todas las pruebas, un p-valor bilateral inferior a 0.05 se considerd estadisticamente
significativo. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el lenguaje y entorno para la informatica estadistica del
equipo central de R, en su versidén 4.3.2 (31 de octubre de 2023).

La cuantificacién de proteinas se evalud utilizando el software Perseus (v.2.0.11.0), incluido el analisis estadistico, el cual
incluye la prueba t-Student bilateral, con un umbral de significancia estadistica de p < 0.05, y aplicando una penalizacién
por realizar multiples comparaciones (FDR), después de la transformacién log2 de las areas de los picos, la filtracién de
las proteinas seleccionando aquellas para las que al menos se disponia de informacién en un 50% en uno de los grupos,
y la imputacién de valores faltantes de la distribucién normal, tras el analisis con DIA-NN. Mediante un gréfico tipo volcan
se realizo la busqueda de posibles nuevos biomarcadores.
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RESULTADOS

Se analizaron 683 muestras de suero, de las cuales el 45.68% eran de sexo masculino, con una mediana de edad de 67.00
afios [57.00; 74.00]. La mediana del IMC fue de 24.77 kg/m? [21.76; 27.60] (na = 148), el cual se categorizé en: peso
insuficiente (3.93%, 21/535), normopeso (48.22%, 258/535), sobrepeso (30.47%, 163/535), y obesidad (17.38%, 93/535).
Se consideraron dos grupos:

1/ Grupo control constituido por 355 pacientes (51.98%; edad de 64.00 afios [52.00; 72.00]) sin diagndstico de céncer ni
en el momento de la inclusion ni durante todo el seguimiento del estudio. Dentro del grupo control, el 39.15% (139/355)
fueron de sexo masculino. Segun el IMC (na = 5), la mediana en este grupo fue de 24.27 kg/m? [21.45; 27.75],
clasificindose en: 4.29% con peso insuficiente (15/350), 50.86% con normopeso (178/350), 27.14% con sobrepeso
(95/350), y 17.71% con obesidad (62/350). Al dicotomizar el IMC en < 25 (incluyendo los pacientes con peso insuficiente
y normopeso) y = 25 (incluyendo los pacientes con sobrepeso y obesidad), no se observd ninguna relacién entre la edad,
el sexo y el IMC en el grupo control (Tabla 26).

2/ Grupo formado por 328 pacientes (48.02%; mediana de edad de 69.00 [63.00; 75.00]) con un diagndstico de CCR.
Dentro de este grupo, el 52.74% (173/328) fueron de sexo masculino. Segun el IMC, la mediana en este grupo fue de
25.34 kg/m? [22.95; 28.09] (na = 143), clasificdindose en: 3.24% con peso insuficiente (6/185), 43.24% con normopeso
(80/185), 36.76% con sobrepeso (68/185), y 16.76% con obesidad (31/185). Al dicotomizar el IMC (</> 25 kg/m?),
tampoco se encontré ninguna relacién entre la edad, el sexo y el IMC en el grupo con CCR (Tabla 26).

Tabla 26: Relacién entre edad, sexo y IMC en cada grupo (controles y CCR).

Controles CCR
Edad (afios) p-valor Edad (afios) p-valor
Sexo: 0.459 0.904
Masculino 63.00 [52.50;71.00] 69.00 [63.00;75.00]
Femenino 64.00 [51.75;73.00] 71.00 [62.50;75.50]
IMC (kg/m?): 0.132 0.231
<25 65.00 [52.00;73.00] 71.00 [64.20;77.00]
>25 62.00 [51.00;71.00] 69.00 [62.50;74.00]
Sexo Masculino Femenino p-valor Masculino Femenino p-valor
IMC (kg/m?): 0.091 0.173
<25 67 (34.72%) 126 (65.28%) 40 (46.51%) 46 (53.49%)
225 70 (44.59%) 87 (55.41%) 60 (60.61%) 39 (39.39%)

Notas: las variables continuas estan representadas por Q2 [Q1; Q3] debido a su distribucién no paramétrica, mientras que las variables
categoricas estan representadas por el nimero (%) de pacientes en cada categoria; los p-valores se obtienen con la prueba de Wilcoxon
al comparar una variable continua entre dos grupos, y la prueba de ¥ (con la correccion de Yates) al comparar dos variables categdricas;
CCR: cancer colorrectal; IMC: indice de masa corporal.

Se observd una relacidn entre la edad y el sexo segun los grupos (controles y CCR), de manera que los pacientes con CCR
tenian una mayor mediana de edad y una mayor proporcion de pacientes de sexo masculino. En cambio, no se observé

una asociacién con el IMC (Tabla 27 y Figura 40.Ay B).

Respecto a las variables recogidas relacionadas con los habitos de vida de los pacientes, se disponia de la informacion del
consumo de tabaco (fumador, no fumador o exfumador), y del abuso del alcohol (no abuso, abuso o exabuso). Del total
de los pacientes, se contaba con la informacion sobre el consumo de tabaco en 519 pacientes (75.99%, na = 164), de
manera que el 40.46% (210/519) nunca habian fumado, el 22.74% (118/519) fumaban en ese momento, y el 36.80%
(191/519) eran exfumadores. Respecto al abuso del alcohol, se tenia informacidon en 499 pacientes (73.06%, na = 184),
de manera que el 78.56% (392/499) no abusaban del alcohol, el 17.23% (86/499) hacian un abuso del consumo del
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alcohol, y el 4.21% restante (21/499) hicieron un abuso del alcohol, pero en ese momento no (exabuso). Al dicotomizar
el habito tabdquico como “No fumador” y “Fumador+Exfumador”, y el abuso de alcohol como “No abuso” y
“Abuso+Exabuso”, y relacionarlo con los grupos (controles y pacientes con CCR), no se observé una asociacién con el
habito tabaquico, pero si con el consumo de alcohol, de manera que habia una mayor proporcion de pacientes controles
que abusaban o habian abusado del consumo de alcohol (Tabla 27 y Figura 40.C).

Para estratificar a los pacientes se contaba con diferentes escalas. Una de ellas era la escala del estado funcional ECOG,
donde se tenia informacién en ambos grupos en 681 de los pacientes (99.71%, na = 2), de manera que el 75.92% (517/681)
se definieron como ECOG =0, el 19.38% (132/681) como ECOG =1, y el 4.70% (32/681) como ECOG = 2-3. Al dicotomizar
la escala ECOG como ECOG =0y ECOG = 1-3, se observo una asociacién con los grupos (controles y CCR), de manera que
habia una mayor proporcion de pacientes con CCR y con ECOG = 1-3 (Tabla 27 y Figura 40.D).

En el grupo de pacientes con CCR, ademas se disponia de informacion sobre el estadio de la enfermedad, de manera que
el 15.24% eran estadio = | (50/328), el 22.56% fueron estadio = Il (74/328), el 18.90% fueron estadio = Il (62/328) y el
43.29% restante eran estadio = IV (142/328) (Figura 41.A). Otra forma de dividir a los pacientes con CCR, y relacionado
con el estadio, fue dividirlos en: operados (56.71%, 186/328) y con metastasis (43.29%, 142/328) (Figura 41.B). Dentro de
los pacientes operados, se disponia de tres escalas para clasificarlos: escala CCl, escala ASA, y si la reseccién del tumor
fue total o no. Respecto a la escala CCl, el 56.99% tenian comorbilidad baja (106/186, CCl = 2) y el 43.01% tenian
comorbilidad alta (80/186, CCl > 3) (Figura 41.C). Respecto a la escala ASA, el 38.17% (71/186) se clasificaron como ASA =
I, el 50.00% (93/186) como ASA =1l, y el 11.83% (22/186) restante como ASA = Il| (Figura 41.D). También se evalud si la
reseccion de la operacion fue total o no, de manera que en el 89.78% la reseccién del tumor fue total (RO, 167/186),
mientras que en el 10.22% la reseccidn no fue total (R1 en el 7.53%, 14/186; y R2 en el 2.69%, 5/186) (Figura 41.E).

Por otro lado, estaban los pacientes con metdstasis, cuyo nimero variaba desde 1 metastasis hasta 5 (51.41% con una
metastasis, el 35.92% con dos, el 10.56% con tres, y el 2.11% restante entre cuatro y cinco), y se localizaban en higado
(82.39%, 117/142), pulmédn (38.03%, 54/142), peritoneo (23.94%, 34/142), nédulos linfaticos (16.90%, 24/142), hueso
(4.22%, 6/142), musculo (0.70%, 1/142), y otras localizaciones (10.56%, 15/142). La mayoria de este grupo de pacientes
con metastasis tenian el tumor primario in situ en el momento de la extraccion de la muestra de suero (73.94%, 105/142),
mientras que en el 26.06% restante (37/142) el tumor primario fue resecado (Figura 41.F).

Tanto en el grupo control como en el grupo de pacientes con CCR, se recogieron las concentraciones de los biomarcadores
CEA, PCR, IL-6 e YKL-40 en sangre periférica. Se disponia de la informacién de las cuatro variables en 570 de los pacientes
(83.45%, na = 113). Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las medianas de las concentraciones (en
su forma de logaritmo natural) de todos los biomarcadores entre el grupo control y el grupo de pacientes con CCR (Tabla
27 y Figura 40.E).

Ademas, en todos los pacientes con CCR se realizd un seguimiento exhaustivo para estimar la PFS y la OS. En los pacientes
operados, la mediana fue de 82.77 [47.53; 96.81] meses y 90.25 [55.79; 97.32] meses de PFS y OS. Mientras que, para el
grupo de pacientes con metdstasis, la mediana fue de 7.50 [3.54; 13.73] meses y 19.13 [9.67; 34.78] meses,
respectivamente.
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Tabla 27: Relacién de la edad, el sexo, el IMC, el hdbito tabaquico, el abuso del alcohol, la escala ECOG vy las

concentraciones de las variables bioquimicas entre los grupos (controles y CCR).

Controles CCR p-valor
Edad (afios) 64.00 [52.00;72.00] 69.00 [63.00;75.00] <0.001
Sexo: <0.001
Masculino 139 (44.55%) 173 (55.45%)
Femenino 216 (58.22%) 155 (41.78%)
IMC (kg/m?): 0.069
<25 193 (69.18%) 86 (30.82%)
225 157 (61.33%) 99 (38.67%)
Tabaco: 0.362
No fumador 131 (62.38%) 79 (37.62%)
Fumador+Exfumador 206 (66.67%) 103 (33.33%)
Alcohol: 0.048
No abuso 239 (60.97%) 153 (39.03%)
Abuso+Exabuso 77 (71.96%) 30 (28.04%)
ECOG: <0.001
0 300 (58.03%) 217 (41.97%)
1-3 55 (33.54%) 109 (66.46%)
Ln CEA (pg/L) 0.00 [0.00;1.10] 1.10 [0.69;2.42] < 0.001
Ln PCR (mg/L) 0.55 [-0.29;1.42] 1.28 [0.24;2.61] <0.001
Ln IL-6 (ng/L) 0.83 [0.19;1.55] 1.13 [0.59;1.80] <0.001
Ln YKL-40 (pg/L) 4.56 [4.08;5.03] 4.79 [4.22;5.31] 0.017

Notas: las variables continuas estan representadas por Q2 [Q1; Q3] debido a su distribucidn no paramétrica, mientras que el resto de
las variables estan representadas por el nimero (%) de pacientes en cada categoria; los p-valores se obtienen de la prueba de Wilcoxon
al comparar una variable continua entre dos grupos, y de la prueba de ¥2 (con la correccién de Yates) al comparar dos variables
categoricas; CCR: cancer colorrectal; IMC: indice de masa corporal; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; CEA: antigeno
carcinoembrionario; PCR: proteina C reactiva; IL-6: interleucina 6; YKL-40: proteina 1 similar a quitinasa-3.
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Notas: CCR: cancer colorrectal; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; CEA: antigeno carcinoembrionario; PCR: proteina C
reactiva; IL-6: interleucina 6; YKL-40: proteina 1 similar a quitinasa-3.

Figura 40: Relacidon estadisticamente significativa de diferentes variables entre los grupos (controles y CCR). A/ Diferencia
de la mediana de la edad (afios); B/ Asociacién con el sexo (masculino y femenino); C/ Asociacién con el consumo de
alcohol; D/ Asociacion con la escala ECOG del estado funcional; E/ Diferencia de la mediana del logaritmo natural de la
concentracion de biomarcadores: CEA, PCR, IL-6 e YKL-40.
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Notas: CCR: cancer colorrectal; estadio segun la octava edicién del AJCC; CCl: indice de comorbilidad de Charlson; CCI = 0-1: ausencia
de comorbilidad, CCl = 2: comorbilidad baja, CCl > 3: comorbilidad alta; ASA: Sistema de clasificacion del estado fisico de la Sociedad
Americana de Anestesidlogos; RO: reseccién completa con margenes libres, R1: reseccidn macroscdpica completa con resto tumoral
microscopico; R2: reseccidn incompleta con resto tumoral macroscépico.
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Figura 41: Proporcién de pacientes con CCR segun: A/ El estadio; B/ Los subgrupos: operados y con metastasis; C/ Escala
CCl, dentro del subgrupo de operados; D/ Escala ASA, dentro del subgrupo de operados; E/ La reseccién de la cirugia en
los operados; F/ Si el tumor primario fue resecado o estaba in situ dentro del grupo de pacientes metastésicos.

1. Modelo iClin

A partir de variables clinicas, y aplicando una estrategia similar a la propuesta por el grupo para obtener un modelo de
clasificacién de termogramas, se construyé un primer modelo (modelo iClin) para distinguir entre la poblacion control
(pacientes sintomaticos sin diagndstico de cancer) y pacientes con un diagndstico de CCR. El modelo iClin se entrend y
validé en 570 pacientes (62.10% corresponden al grupo control), los cuales constituyen los pacientes que tienen la
informacién de las seis variables predictoras clinicas consideradas: la edad dicotomizada (</> de 50 afios) y el logaritmo
natural de las concentraciones en sangre periférica de CEA, PCR, IL-6 e YKL-40, éstas Ultimas preprocesadas. Debido a que
las poblaciones estaban desbalanceadas, se realizd un entrenamiento balanceado con 151 pacientes de cada grupo
(controles y CCR).

El modelo iClin obtenido finalmente estaba formado por dos variables (edad y concentracion de CEA), es decir, se
eliminaron tres de las variables (concentracidn de PCR, IL-6 e YKL-40). Se observé que la concentracién de CEA era la que
tenia mayor peso estadistico clasificatorio para distinguir entre controles y pacientes con CCR (Figura 42.A). La media de
AUC en los grupos de entrenamiento fue de 0.76 (£ 0.02), y en los grupos de validacién fue de 0.76 (x 0.03).

Al considerar la respuesta numérica del modelo iClin como una variable continua, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la mediana del resultado del modelo iClin entre el grupo control (-0.60 [-0.60; -0.01]) y
el grupo con CCR (0.33 [-0.60; 1.35]) (prueba de Wilcoxon: p-valor < 0.001) (Figura 42.B), con un AUC en el grupo de
validacion de 0.74 (ICos% = 0.66-0.81) (Figura 42.C).

Al considerar la respuesta numérica del modelo iClin como dicotdmica, se compararon los resultados obtenidos al usar el
punto de corte estandar de cero y el umbral de Youden de 0.297. Se observé que, aunque los cambios eran minimos, con
ambos puntos de corte los valores de especificidad y VPN eran superiores a la sensibilidad y VPP (Figura 42.D y E).
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Exact. Sens. Espec. VPP VPN Exact. Sens. Espec. VPP VPN
73.88% 52.31% 80.79% 46.57% 84.10% 74.73% 52.31% 81.77% 47.89% 84.26%

Notas: Las variables que aparecen en la figura A son el logaritmo natural de CEA y la edad dicotomizada en </> a 50 afios; CEA: antigeno
carcinoembrionario; CCR: cadncer colorrectal; AUC: drea bajo la curva ROC; Exact: exactitud; Sens: sensibilidad; Espec: especificidad;
VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

Figura 42: Resultados del modelo iClin obtenido para diferenciar a los pacientes controles (sintomaticos) de los pacientes
con CCR. A/ Valor absoluto de los coeficientes del modelo iClin en cada una de las variables predictoras; B/ Diferencia de
medianas de la respuesta numérica del modelo iClin en el grupo de validacién (controles y CCR), representando con una
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linea horizontal continua el punto de corte estandar, y con una linea discontinua el de Youden; €/ Area bajo la curva ROC
del modelo iClin en el grupo de validacién; D/ En la parte superior aparece la tabla de contingencia de la prediccién del
modelo iClin en el grupo de validacién empleando el punto de corte estandar. En la parte inferior se indican los indices
del rendimiento del modelo iClin; E/ En la parte superior aparece la tabla de contingencia de la prediccién del modelo
iClin en el grupo de validacion empleando el punto de corte de Youden. En la parte inferior se indican los indices del
rendimiento del modelo iClin.

Relacién de los resultados del modelo iClin con variables clinicas

El modelo iClin mostré una capacidad diagndstica aceptable para diferenciar entre controles sintomaticos y pacientes con
CCR. Posteriormente se relaciond con las diferentes variables clinicas para buscar posibles causas de los falsos positivos y
negativos. Debido a que el punto de corte de Youden condujo a un resultado muy parecido al proporcionado por el punto
de corte estandar, sdlo se buscaron asociaciones con el modelo dicotomizado por el punto de cero, ademas de buscar
relaciones considerando el resultado del modelo como una variable continua.

Se encontrd una asociacion con los falsos positivos en el grupo control, de manera que se observd una mayor proporcion
de pacientes fumadores, que abusaban del alcohol y clasificados con la escala del estado funcional ECOG = 1-3. También
se encontrd una asociacidn con los falsos negativos en el grupo de pacientes con CCR, los cuales eran sobre todo no
fumadores, con concentraciones de PCR < 10 mg/L, clasificados con una comorbilidad de CCl = 0-2 y con el tumor primario
resecado.

Ademas, se observaron diferencias estadisticamente significativas en las medianas de las concentraciones de PCR, IL-6 e
YKL-40 entre los pacientes clasificados segun el punto de corte estandar del modelo iClin. Respecto a los pacientes con
metastasis, se observé un menor valor numérico del modelo iClin en los pacientes donde el tumor primario fue resecado.
Respecto a las variables recogidas durante el seguimiento de los pacientes con CCR (PFS, y OS), sélo se observo diferencias
estadisticamente significativas en los pacientes con metastasis y el tiempo de supervivencia global.

Los resultados de las relaciones entre el modelo iClin y todas las variables clinicas estdn en las Tabla 28, Tabla 29 y Tabla
30, y en la Figura 43.

116



Tabla 28: Relacién de variables clinicas con la respuesta numérica del modelo iClin como variable continua, tanto en el

grupo control como en el grupo de pacientes con CCR.

Controles p-valor CCR p-valor
Sexo: 0.676 0.949
Masculino -0.60 [-0.60; -0.01] 0.33 [-0.16; 1.37]
Femenino -0.60 [-0.60; -0.01] 0.33 [-0.01; 1.45]
IMC (kg/m?): 0.149 0.509
<25 -0.60 [-0.60; -0.01] -0.01 [-0.60; 0.57]
>25 -0.60 [-0.60; -0.01] -0.01 [-0.60; 0.57]
Tabaco: <0.001 0.002
No fumador -0.60 [-1.53; -0.60] -0.01 [-0.60; 0.33]
Fumador+Exfumador -0.01 [-0.60; 0.33] 0.33[-0.01; 0.57]
Alcohol: 0.001 0.312
No abuso -0.60 [-0.60; -0.01] -0.01 [-0.60; 0.57]
Abuso+Exabuso -0.01 [-0.60; 0.33] 0.33 [-0.16; 0.57]
PCR: 0.994 <0.001
<10 mg/L -0.60 [-0.60; -0.01] -0.01 [-0.60;0.62]
>10 mg/L -0.60 [-0.60; -0.01] 1.50[0.57;3.13]
ECOG: <0.001 0.052
0 -0.60 [-0.60; -0.01] 0.33 [-0.60; 1.05]
1-3 -0.01 [-0.60; 0.33] 0.57 [-0.01; 1.63]
CCl: <0.001
0-2 -0.01 [-0.60; 0.33]
>3 0.33 [-0.01; 0.67]
ASA: 0.016
| -0.01 [-0.60; 0.33]
11-111 0.33 [-0.30; 0.57]
Reseccidn: 0.765
Completa (RO) -0.01 [-0.60; 0.57]
Incompleta (R1/R2) -0.01 [-0.60; 0.57]
Tumor primario: 0.006

Resecado
In situ

0.76 [-0.01; 2.38]
1.89[0.92; 3.13]

Notas: Los resultados del modelo iClin estan representados como Q2 [Q1; Q3] debido a su caracter no paramétrico; p-valores obtenidos
de la prueba de Wilcoxon; CCR: cancer colorrectal; IMC: indice de masa corporal; PCR: proteina C reactiva; ECOG: Eastern Cooperative
Oncology Group; CCI: indice de comorbilidad de Charlson; CCl = 0-1: ausencia de comorbilidad, CCl = 2: comorbilidad baja, CCl > 3:
comorbilidad alta; ASA: Sistema de clasificacién del estado fisico de la Sociedad Americana de Anestesidlogos; RO: reseccion completa

con margenes libres, R1: reseccién macroscépica completa con resto tumoral microscépico; R2: reseccidon incompleta con resto tumoral
macroscopico. Los pacientes clasificados segun las escalas CCl y ASA y segun la reseccidn corresponden a pacientes operados, mientras
que los pacientes clasificados segun el tumor primario corresponden a pacientes con metdstasis.
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Tabla 29: Relacién de variables clinicas con la respuesta numérica del modelo iClin dicotomizada segun el punto de corte
estandar, tanto en el grupo control como en el grupo de pacientes con CCR.

Controles CCR
. p-valor p-valor
Modelo iClin <0 >0 <0 >0
Sexo: 0.093 1.000
Masculino 116 (83.45%) 23 (16.55%) 49 (42.24%) 67 (57.76%)
Femenino 162 (75.35%) 53 (24.65) 43 (43.00%) 57 (57.00%)
IMC (kg/m?): 0.396 0.428
<25 147 (76.56%) 45 (23.44%) 32 (51.61%) 30 (48.39%)
>25 127 (80.89%) 30 (19.11%) 42 (60.00%) 28 (40.00%)
Tabaco: <0.001 0.005
No fumador 120 (92.31%) 10 (7.69%) 40 (68.97%) 18 (31.03%)
Fumador+Exfumador 144 (69.90%) 62 (30.10%) 30 (42.86%) 40 (57.14%)
Alcohol: 0.008 0.218
No abuso 194 (81.51%) 44 (18.49%) 61 (58.09%) 44 (41.90%)
Abuso+Exabuso 51 (66.23%) 26 (23.77%) 10 (41.67%) 14 (58.33%)
Ln PCR (mg/L) 0.52[-0.31;1.38] 0.67[-0.10;1.53] 0.452* | 0.58 [-0.17;1.54] 1.87[0.74;3.47] <0.001*
PCR: 1.000 <0.001
<10 mg/L 243 (78.39%) 67 (21.61%) 81 (53.29%) 71 (46.71%)
> 10 mg/L 35 (79.55%) 9 (20.45%) 11 (17.19%) 53 (82.81%)
Ln IL-6 (ng/L) 0.72 [0.16;1.42] 1.06 [0.44;2.02] 0.008* | 0.77[0.26;1.20] 1.57[0.88;2.51] <0.001%
Ln YKL-40 (ug/L) 4.48 [4.04;4.90] 4.85 [4.32;5.31] 0.001* | 4.50[4.09;5.00] 4.88[4.37;5.39] 0.001*%
ECOG: 0.017 0.104
0 242 (80.94%) 57 (19.06%) 67 (46.85%) 76 (53.15%)
1-3 36 (65.45%) 19 (34.55%) 25 (34.25%) 48 (65.75%)
CCl: 0.007
0-2 49 (67.12%) 24 (32.88%)
>3 25 (42.37%) 34 (57.63%)
ASA: 0.068
| 33 (67.35%) 16 (32.65%)
-1 41 (49.40%) 42 (50.60%)
Reseccion: 0.776
Completa (RO) 64 (55.17%) 52 (44.83%)
Incompleta (R1/R2) 10 (62.50%) 6 (37.50%)
Tumor primario: <0.001
Resecado 13 (44.83%) 16 (55.17%)
In situ 5(9.09%) 50 (90.91%)

Notas: En las variables categdricas se representa el nimero (%) de pacientes en cada categoria, mientras que en variables continuas se
representa Q2 [Q1; Q3]; p-valores obtenidos mediante la prueba de x2 con la correccidn de Yates; #: p-valor obtenido mediante la
prueba de Wilcoxon, debido a su distribucidn no paramétrica; CCR: cancer colorrectal; IMC: indice de masa corporal; PCR: proteina C
reactiva; IL-6: interleucina 6; YKL-40: proteina 1 similar a quitinasa-3; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; CACI: indice de
comorbilidad de Charlson; CCl = 0-1: ausencia de comorbilidad, CCl = 2: comorbilidad baja, CCl > 3: comorbilidad alta; ASA: Sistema de
clasificacion del estado fisico de la Sociedad Americana de Anestesidlogos; RO: reseccidon completa con margenes libres, R1: reseccidén
macroscopica completa con resto tumoral microscépico; R2: reseccién incompleta con resto tumoral macroscdpico. Los pacientes
clasificados segun las escalas CCl y ASA y segun la “reseccién” corresponden a pacientes operados, mientras que los pacientes
clasificados segun el tumor primario corresponden a pacientes con metastasis.
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Nota: CCR: cancer colorrectal; PCR: proteina C reactiva; IL-6: interleucina 6; YKL-40: proteina 1 similar a quitinasa-3; ECOG: Eastern
Cooperative Oncology Group; CACI: indice de comorbilidad de Charlson; CCl = 0-1: ausencia de comorbilidad, CCl = 2: comorbilidad
baja, CCl > 3: comorbilidad alta; ASA: Sistema de clasificacion del estado fisico de la Sociedad Americana de Anestesidlogos; RO:
reseccion completa con margenes libres, R1: reseccidn macroscopica completa con resto tumoral microscépico; R2: reseccidn
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incompleta con resto tumoral macroscépico; Los pacientes clasificados segun las escalas CCl y ASA y segln la “reseccion” corresponden
a pacientes operados, mientras que los pacientes clasificados segtn el tumor primario corresponden a pacientes con metastasis.

Figura 43: Relacion estadisticamente significativa entre el modelo iClin y variables clinicas recogidas en el grupo control y
en el grupo de pacientes con CCR. A/ A la izquierda, diferencia de mediana del modelo iClin segun el habito tabaquico. A
la derecha, asociacion entre el modelo iClin y el habito tabdquico; B/ A la izquierda, diferencia de la mediana del modelo
iClin segun el abuso de alcohol. A la derecha, asociacion entre el modelo iClin y el abuso de alcohol; C/ De izquierda a
derecha: diferencia de la mediana del logaritmo natural de la concentracion de PCR en sangre periférica segin el modelo
iClin. Diferencia de la mediana del modelo iClin segin la concentracién de PCR. Asociacién del modelo iClin con la
concentracion de PCR; D/ Diferencia de la mediana del logaritmo natural de la concentracién de IL-6 en sangre periférica
segun el modelo iClin; E/ Diferencia de la mediana del logaritmo natural de la concentracién de YKL-40 en sangre periférica
segun el modelo iClin; F/ A la izquierda, diferencia de la mediana del modelo iClin segun la escala del estado funcional
ECOG. A la derecha, asociacion entre el modelo iClin y la escala ECOG del estado funcional; G/ Diferencia de la mediana
del modelo iClin segun la escala ASA; H/ A la izquierda, diferencia de la mediana del modelo iClin segun la escala CCI. A la
derecha, asociacion entre el modelo iClin y la escala CCl; I/ A la izquierda, diferencia de la mediana del modelo iClin segun
el tumor primario. A la derecha, asociacién entre el modelo iClin y el tumor primario; J/ Diferencia en la mediana del
tiempo de OS en pacientes con metastasis, segin el modelo iClin dicotomizado por el punto de corte estandar.

Tabla 30: Relacion de las variables recogidas durante el seguimiento de los pacientes con CCR segun el resultado del
modelo iClin, para estudiar su posible relacion en el prondstico de la enfermedad.

CCR Operados

- p-valor

Modelo iClin <0 >0
PFS (meses) NA [NA; NA] NA [27.00; NA] 0.150
0OS (meses) NA [93.00; NA] NA [60.00; NA] 0.170

CCR con Metastasis

- p-valor

Modelo iClin <0 >0
PFS (meses) 12.00 [5.00; 15.00] 8.00 [4.00; 14.00] 0.190*
0OS (meses) 35.00 [15.00; 60.00] 17.00 [9.00; 30.00] 0.030

Notas: Se representa Q2 [Q1; Q3] del tiempo en cada grupo; p-valor obtenido con la prueba de Log-Rank; *: p-valor obtenido de la
prueba de Gehan-Breslow; NA: not available; PFS: supervivencia libre de progresidn; OS: supervivencia global.

La relacién entre el modelo iClin y el tiempo de supervivencia global daba una idea de su posible aplicacién en el
prondstico de los pacientes con CCR. Al relacionar de manera individual las variables bioquimicas de uso clinico recogidas
en los pacientes con CCR (CEA y PCR), también se observé una relacidn entre la concentracion de CEA y la OS de los
operados, y entre la concentracion de PCR y la OS de los pacientes con Metastasis (Tabla 31).
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Tabla 31: Relacién de las variables recogidas durante el seguimiento de los pacientes con CCR segun la concentracion de
las variables bioquimicas de uso clinico, para ver su posible aplicacion en el prondstico de la enfermedad.

PDAC Operados
CEA (ug/L) PCR (mg/L)
<5 55 p-valor <10 >10 p-valor
PFS NA [82.00; NA] NA [21.5; NA] 0.170* NA [66.00; NA] NA [30.00; NA] 0.710*
(meses)
(o} NA [85.00; NA] 83.00 [47.00; NA]  0.039%* NA [75.00; NA] NA [65.00; NA] 0.670*
(meses)
PDAC con Metastasis
CEA (ug/L) p-valor PCR (mg/L)
<5 5 <10 >10 p-valor
PFS 12.00 8.00 0.120* 11.00 8.00 0.170*
(meses) [5.00; 15.00] [4.00; 13.00] [5.00; 14.00] [3.00; 14]
(o} 25.50 17.00 0.095 30.00 13.00 0.012
(meses) [13.50; 53.00] [8.50; 31.00] [14.00; 53.00] [7.00; 27.00]

Notas: Se representa el tiempo como Q2 [Q1; Q3]; p-valor obtenido de la prueba de Log-Rank; *: p-valor obtenido por la prueba de
Gehan-Breslow; CEA: antigeno carcinoembrionario; PCR: proteina C reactiva; PFS: supervivencia libre de progresion; OS: supervivencia
global; NA: not available.

2. Modelo iTLB

El modelo iClin obtenido previamente tuvo una aceptable capacidad para diferenciar entre el grupo de controles
(pacientes sintomaticos sin diagndstico de cancer) y el grupo de pacientes con CCR, incluso se observé cierta relacién con
el prondstico de los pacientes. Ademas, se observo una elevada asociacidn de los falsos negativos y positivos con variables
clinicas, que podria mas adelante permitir refinar el modelo o modular la interpretacion resultante del modelo. Con el
objetivo de incorporar la TLB al modelo iClin, previamente era necesario elaborar un modelo iTLB para identificar las
parejas de temperaturas mas frecuentes, y posteriormente incorporarlas junto a las variables clinicas en un tercer modelo
mixto (modelo iTLB+iClin).

El modelo iTLB de clasificacidn se elabord a partir de los termogramas normalizados por el drea de las muestras de suero
obtenidas en cada paciente. Se contaba con 683 muestras, de los cuales 355 (51.98%) correspondian al grupo control
(pacientes sintomaticos sin diagndstico de céncer), y 328 (48.02 %) a pacientes con diagndstico de CCR. En las Figura
44 Ay B se observan las medias y las desviaciones estandar de las curvas de termogramas normalizadas por el area en
cada grupo respectivamente. En la Figura 44.C, donde se superponen ambas medias, se marca con lineas discontinuas
verticales a 60°C y 80°C, correspondiente a la informacion que utilizada para entrenar el modelo de clasificacion.
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Nota: Cp: capacidad calorifica; u.a.: unidades arbitrarias; CCR: cancer colorrectal.

Figura 44: Representacion de las medias de los termogramas normalizados por el drea en cada uno de los grupos
(controles y pacientes con CCR). El sombreado en gris hace referencia a la media + desviacidon estandar en cada grupo.
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Ademas, en la figura C se marca con lineas verticales discontinuas las temperaturas de 60°C y 80°C, ya que este rango de
temperaturas fue el utilizado para entrenar el modelo de clasificacion.

Se elabord un modelo iTLB formado por seis parejas de temperaturas, las cuales se pueden observar en la Figura 45.A,
junto a los coeficientes en valor absoluto asignados a cada uno de ellos. Estas parejas de temperaturas también se pueden
ver situadas en las medias de los termogramas de cada grupo en la Figura 45.B. La media de AUC en los grupos de
entrenamiento fue de 0.69 (+ 0.01), y en los grupos de validacién fue de 0.67 (+ 0.03).

Al considerar la respuesta numérica del modelo iTLB como una variable continua, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la mediana del resultado numérico del modelo iTLB entre el grupo control (-0.67 [-0.86;
-0.03]) y el grupo con CCR (-0.01 [-0.03; 0.33]) (test de Wilcoxon: p-valor < 0.001) (Figura 45.C), con un AUC en el grupo
de validacién de 0.75 (ICss% = 0.68-0.81) (Figura 45.D). Al comparar los resultados obtenidos utilizando el punto de corte
estandar y el punto de corte calculado de Youden de -0.024, en este ultimo caso se observé que la sensibilidad y el VPN
aumentaron considerablemente, con menos falsos negativos en pacientes con CCR, aunque sacrificando un poco la
especificidad y el VPP (Figura 45.E y F).
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Notas: Cp: capacidad calorifica; u.a.: unidades arbitrarias; CCR: cancer colorrectal; AUC: drea bajo la curva ROC; iTLB: intelligent Thermal
Liquid Biopsy; Exact: exactitud; Sens: sensibilidad; Espec: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

Figura 45: Resultados del modelo iTLB obtenido para diferenciar los termogramas de cada grupo. A/ Valor absoluto de los
coeficientes del modelo iTLB en cada una de las variables predictoras; B/ Representacién de las medias de los
termogramas normalizados en cada grupo (controles y CCR) y marcado con puntos negros se representa las temperaturas
utilizadas en el modelo iTLB; C/ Diferencia de medianas del modelo iTLB en cada grupo (controles y CCR), representando
en lineas horizontales el punto de corte estandar (linea continua) y el de Youden (linea discontinua); D/ Area bajo la curva
ROC del modelo iTLB en el grupo de validacion; E/ Arriba: Tabla de contingencia de la prediccidn en el grupo de validacion,
usando el punto de corte estandar. Abajo: indices de rendimiento del modelo iTLB; F/ Arriba: tabla de contingencia de la
prediccion en el grupo de validacién, usando como punto de corte el de Youden. Abajo: indices de rendimiento del
modelo iTLB.

Relacion de los resultados del modelo iTLB con variables clinicas

En el modelo iTLB se observd una capacidad para diferenciar a los pacientes controles (enfermos sin diagndstico de
cancer) de los pacientes con CCR parecida a la del modelo iClin, a partir inicamente de la informacién de los termogramas.
Por ello, se relaciond el modelo iTLB con las variables clinicas recogidas para ver si los valores numéricos del modelo TLB
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también presentaban asociacidn con dichas variables clinicas y si también se podian relacionar con el prondstico de los
pacientes.

Se encontraron relaciones entre el modelo iTLB con el sexo en el grupo control, y con el tabaco en el grupo con CCR, de
manera que la mediana del resultado numérico del modelo iTLB era menor en el sexo femenino y en los no fumadores,
ademas de observarse una mayor proporcién de falsos negativos en los no fumadores (independientemente del punto
de corte utilizado).

También se encontré una relacién del modelo iTLB con las cuatro variables bioquimicas (CEA, PCR, IL-6 e YKL-40). En el
caso del CEA sélo en el grupo de pacientes con CCR, pero para el resto de los biomarcadores se observé dicha relacion en
ambos grupos (controles y CCR). En todos los casos se observd que la mediana de las concentraciones de los
biomarcadores era menor en los pacientes con un resultado numérico del modelo iTLB por debajo del punto de corte
(tanto el punto de corte estandar como el de Youden). Ademads, en el caso de CEA y de PCR, de las cuales se dispone de
un valor de referencia, se observdé una mayor proporciéon de falsos negativos/positivos en los pacientes con
concentraciones normales/elevadas de los biomarcadores en sangre periférica.

Ademas, en el modelo iTLB se encontrd Unicamente relacion con la diferencia de las medianas del tiempo de
supervivencia global en los pacientes con metastasis.

Los resultados de las relaciones entre el modelo iTLB y la clinica estdn en las Tabla 32, Tabla 33, Tabla 34 y Tabla 35. En la
Figura 46 se ilustran las diferencias con significancia estadistica.
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Tabla 32: Relacion de variables clinicas con la respuesta numérica del modelo iTLB como variable continua, en cada grupo

(controles y CCR).

Controles p-valor CCR p-valor

Sexo: 0.021 0.180
Masculino -0.03 [-0.86; -0.01] -0.01 [-0.03; 0.33]
Femenino -0.67 [-0.86; -0.01] -0.01 [-0.03; 0.33]

IMC (kg/m?): 0.216 0.617
<25 -0.03 [-0.86; -0.01] -0.01 [-0.03; 0.33]
>25 -0.03 [-0.86; -0.01] -0.03 [-0.67; 0.33]

Tabaco: 0.767 0.023
No fumador -0.03 [-0.86; -0.01] -0.03 [-0.67; -0.01]
Fumador+Exfumador -0.03 [-0.86; -0.01] -0.01 [-0.03; 0.33]

Alcohol: 0.060 0.173
No abuso -0.03 [-0.86; -0.01] -0.01 [-0.03; 0.33]
Abuso+Exabuso -0.67 [-0.86; -0.01] -0.01 [-0.03; 0.70]

CEA: 0.307 <0.001
<5pug/L -0.03 [-0.86; -0.01] -0.01 [-0.03; 0.16]
>5ug/L -0.67 [-0.86; -0.03] -0.01 [-0.03; 0.33]

PCR: <0.001 <0.001
<10 mg/L -0.03 [-0.86; -0.01] -0.03 [-0.67; -0.01]
> 10 mg/L -0.03 [-0.67; 0.33] 0.33 [-0.01; 0.82]

ECOG: 0.228 0.068
0 -0.03 [-0.86; -0.01] -0.01 [-0.03; 0.33]
I-111 -0.03 [-0.67; -0.01] -0.01 [-0.03; 0.33]

CCl: 0.260
0-2 -0.01 [-0.51; -0.01]
>3 -0.01 [-0.03; 0.33]

ASA: 0.138
I -0.03 [-0.67; 0.16]
11-111 -0.01 [-0.03; 0.33]

Reseccion: 0.896
Completa (RO) -0.01 [-0.67; 0.33]
Incompleta (R1/R2) -0.03 [-0.03; 0.16]

Tumor primario: 0.431
Resecado -0.01 [-0.03; 0.33]
In situ -0.01 [-0.03; 0.82]

Nota: Los resultados del modelo iTLB estan representados como Q2 [Q1; Q3] debido a su caracter no paramétrico; p-valores obtenidos
de la prueba de Wilcoxon; CCR: céncer colorrectal; IMC: indice de masa corporal; CEA: antigeno carcinoembrionario; PCR: proteina C
reactiva; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; CCl: indice de comorbilidad de Charlson; CCl = 0-1: ausencia de comorbilidad,
CCl = 2: comorbilidad baja, CCI > 3: comorbilidad alta; ASA: Sistema de clasificacion del estado fisico de la Sociedad Americana de
Anestesidlogos; RO: reseccién completa con margenes libres, R1: reseccién macroscépica completa con resto tumoral microscopico;
R2: reseccién incompleta con resto tumoral macroscépico. Los pacientes clasificados segun las escalas CCl y ASA y segun la “reseccién”
corresponden a pacientes operados, mientras que los pacientes clasificados seglin el tumor primario corresponden a pacientes con
metdstasis.
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Tabla 33: Relacién de variables clinicas con la respuesta numérica del modelo iTLB dicotomizada segun el punto de corte
estandar de cero, tanto en el grupo control como en el grupo de pacientes con CCR.

Controles p-valor CCR p-valor
Modelo iTLB <0 >0 <0 >0
Sexo: 0.089 0.464
Masculino 117 (84.17%) 22 (15.83%) 116 (67.05%) 57 (32.95%)
Femenino 196 (90.74%) 20 (9.26%) 97 (62.58%) 58 (37.42%)
Edad (afos) 64.00 64.50 0.452% 69.00 70.00 0.509*
[53.00;72.00] [48.50;70.00] [63.00;75.00] [64.00;76.00]
IMC: 0.226 0.779
< 25 kg/m? 174 (90.16%) 19 (9.84%) 60 (69.77%) 26 (30.23%)
> 25 kg/m? 134 (85.35%) 23 (14.65%) 72 (72.73%) 27 (27.27%)
Tabaco: 0.797 0.023
No fumador 115 (87.79%) 16 (12.21%) 63 (79.75%) 16 (20.25%)
Fumador+Exfumador 184 (89.32%) 22 (10.68%) 65 (63.11%) 38 (36.89%)
Alcohol: 0.685 0.110
No abuso 214 (89.54%) 25 (10.46%) 112 (73.20%) 41 (26.80%)
Abuso+Exabuso 67 (87.01%) 10 (12.99%) 17 (56.67%) 13 (43.33%)
Ln CEA (pg/L) 0.00 [0.00;1.10]  0.00 [0.00;0.69] 0.618* | 1.10[0.69;2.15] 1.79[0.69;3.87] <0.001
#
CEA: 0.744* <0.001
<5pug/L 293 (88.25%) 39 (11.75%) 128 (74.85%) 43 (25.15%)
>5pug/L 20 (86.96%) 3 (13.04%) 70 (53.43%) 61 (46.57%)
Ln PCR (mg/L) 0.50 [- 1.20[0.25;2.58] 0.001* | 0.76[-0.04;1.71] 2.47[1.22;3.83] <0.001
0.36;1.34] &
PCR: 0.002 <0.001
<10 mg/L 281 (90.35%) 30 (9.65%) 124 (77.50%) 36 (22.50%)
> 10 mg/L 32 (72.73%) 12 (27.27%) 25 (38.46%) 40 (61.54%)
Ln IL-6 (ng/L) 0.75[0.16;1.47] 1.27[0.70;2.25] 0.010* | 0.99[0.41;1.55] 1.70[1.10;2.94] <0.001
#
Ln YKL-40 (ug/L) 4.51[4.07;4.96] 4.88[4.17;5.62] 0.014* | 4.56[4.16;5.09] 4.94[4.50;5.44] <0.001
#
ECOG: 0.652 0.116
0 266 (88.67%) 34 (11.33%) 148 (68.20%) 69 (31.80%)
-1l 47 (85.45%) 8 (14.55%) 64 (58.72%) 45 (41.28%)
CCl: 0.163
0-2 80 (75.47%) 26 (24.53%)
>3 52 (65.00%) 28 (35.00%)
ASA: 0.482
| 53 (74.65%) 18 (25.35%)
1-111 79 (68.70%) 36 (31.30%)
Reseccion: 0.993
Completa (RO) 118 (70.66%) 49 (29.34%)
Incompleta (R1/R2) 14 (73.68%) 5826.32%)
Tumor primario: 0.590
Resecado 23 (62.16%) 14 (37.84%)
In situ 58 (55.24%) 47 (44.76%)

Notas: Se representa el nimero (%) de pacientes en variables categdricas, mientras que se representa Q2 [Q1; Q3] debido a su
distribucion no paramétrica; p-valores obtenidos mediante la prueba X2 con la correccidn de Yates; *: p-valor obtenido mediante la
prueba de Fisher; #: p-valor obtenido mediante la prueba de Wilcoxon; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; CCR: cancer colorrectal;
IMC: indice de masa corporal; CEA: antigeno carcinoembrionario; IL-6: interleucina 6; PCR: proteina C reactiva; YKL-40: proteina 1
similar a quitinasa-3; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; CCl: indice de comorbilidad de Charlson; CCl = 0-1: ausencia de
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comorbilidad, CCI = 2: comorbilidad baja, CCl > 3: comorbilidad alta; ASA: Sistema de clasificacion del estado fisico de la Sociedad
Americana de Anestesidlogos; RO: reseccién completa con margenes libres, R1: reseccion macroscopica completa con resto tumoral
microscopico; R2: reseccidn incompleta con resto tumoral macroscépico. Los pacientes clasificados segln las escalas CCl y ASA y segun
la “reseccion” corresponden a pacientes operados, mientras que los pacientes clasificados segun el tumor primario corresponden a
pacientes con metastasis.

Tabla 34: Relacion de variables clinicas con la respuesta numérica del modelo iTLB dicotomizada segun el punto de corte
calculado de Youden, tanto en el grupo control como en el grupo de pacientes con CCR.

Controles CCR
. p-valor p-valor
Modelo iTLB <-0.024 >-0.024 <-0.024 >-0.024
Sexo: 0.218 0.108
Masculino 91 (76.47%) 48 (34.53%) 81 (46.82%) 92 (53.18%)
Femenino 156 (72.22%) 60 (27.78%) 58 (37.42%) 97 (62.58%)
Edad (afios) 63.00 67.50 0.144% 69.00 69.00 0.640%
[51.00;72.00] [53.00;72.25] [63.00;75.00] [63.00;75.00]
IMC: 0.101 0.304
< 25 kg/m? 141 (73.06%) 52 (26.94%) 36 (41.86%) 50 (58.14%)
> 25 kg/m? 101 (64.33%) 56 (35.67%) 50 (50.51%) 49 (49.49%)
Tabaco: 0.878 0.032
No fumador 91 (69.47%) 40 (30.53%) 45 (56.96%) 34 (43.04%)
Fumador+Exfumador 146 (70.87%) 60 (29.13%) 41 (39.81%) 62 (60.19%)
Alcohol: 0.590 0.330
No abuso 164 (68.62%) 75 (31.38%) 74 (48.37%) 79 (51.63%)
Abuso+Exabuso 56 (72.73%) 21(27.27%) 11 (36.67%) 19 (63.33%)
Ln CEA (pg/L) 0.00 [0.00;1.10] 0.00 [0.00;0.69] 0.410% 1.10[0.52;1.86] 1.61[0.69;3.51] 0.003"
CEA: 0.483 0.005
<5 pg/L 229 (68.98%) 103 (31.02%) 85 (49.71%) 86 (50.29%)
>5pg/L 18 (78.26%) 5 (21.74%) 43 (32.82%) 88 (67.18%)
Ln PCR (mg/L) 0.32 [-0.43;1.21] 0.86 [0.14;1.83] <0.001" 0.62 [-0.07;1.60] 1.63[0.77;3.09] <0.001*
PCR: 0.013 <0.001
<10 mg/L 224 (72.03%) 87 (27.97%) 81 (50.63%) 79 (49.37%)
>10 mg/L 23 (52.27%) 21 (47.73%) 13 (20.00%) 52 (80.00%)
Ln IL-6 (ng/L) 0.65[0.07;1.40]  1.04[0.56;1.71]  <0.001* 0.83 [0.34;1.53] 1.44 [0.82;2.44] <0.001*
Ln YKL-40 (pg/L) 4.45[4.01;492] 4.75[4.30;5.25]  <0.001* 4.51 [4.09;5.10] 4.86 [4.34;5.31] 0.001*
ECOG: 0.230 0.098
0 213 (71.00%) 87 829.00%) 100 (46.08%) 117 (53.92%)
-1l 34 (61.82%) 21 (38.17%) 39 (35.78%) 70 (64.22%)
CCl: 0.460
0-2 52 (49.06%) 54 (50.94%)
>3 34 (42.50%) 46 (57.50%)
ASA: 0.266
[ 37 (52.11%) 34 (47.89%)
11-111 49 (42.61%) 66 (57.39%)
Reseccion: 0.728
Completa (RO) 76 (45.51%) 91 (54.49%)
Incompleta (R1/R2) 10 (52.63%) 9 (47.37%)
Tumor primario: 0.902
Resecado 13 (35.14%) 24 (64.86%)
In situ 40 (38.10%) 65 (61.90%)

Notas: Se representa el nimero (%) de pacientes en variables categdricas, mientras que se representa Q2 [Q1; Q3] debido a su
distribucion no paramétrica; p-valores obtenidos mediante la prueba x2 con la correccidén de Yates; #: p-valor obtenido mediante la
prueba de Wilcoxon; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; CCR: cancer colorrectal; IMC: indice de masa corporal; CEA: antigeno
carcinoembrionario; IL-6: interleucina 6; PCR: proteina C reactiva; YKL-40: proteina 1 similar a quitinasa-3; ECOG: Eastern Cooperative
Oncology Group; CCl: indice de comorbilidad de Charlson; CCl = 0-1: ausencia de comorbilidad, CCl = 2: comorbilidad baja, CClI > 3:
comorbilidad alta; ASA: Sistema de clasificacién del estado fisico de la Sociedad Americana de Anestesidlogos; RO: reseccién completa
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con margenes libres, R1: reseccion macroscdpica completa con resto tumoral microscdpico; R2: reseccién incompleta con resto tumoral
macroscopico. Los pacientes clasificados segun las escalas CCl y ASA y segun la “reseccidon” corresponden a pacientes operados,
mientras que los pacientes clasificados segun el tumor primario corresponden a pacientes con metastasis.

Tabla 35: Relacidn de las variables recogidas durante el seguimiento de los pacientes con CCR segun el resultado del
modelo iTLB, para ver su posible aplicacion en el pronéstico de la enfermedad.

CCR Operados
Modelo iTLB <0 >0 p-valor <-0.024 >-0.024 p-valor
PFS (meses) NA [82.00; NA] NA [NA; NA] 0.700* NA [66.00; NA] NA [NA; NA] 0.820*
0S (meses) NA [72.00; NA] NA [72.00; NA] 0.540 NA [73.00; NA] NA [67.00; NA] 0.300

CCR con Metastasis
Modelo iTLB <0 >0 p-valor <-0.024 >-0.024 p-valor
PFS (meses) 10.00 [6.00; 15.00] 8.00 [4.00; 17.00] 0.110* 12.00 [6.00; 16.00] 9.00 [4.00; 15.00] 0.150*
0S (meses) 24.00 [13.00; 45.00]  12.00 [7.00; 29.00] 0.007 22.00 [12.00; 51.00]  16.00 [9.00; 33.00] 0.230

Notas: Se representa el tiempo como Q2 [Q1; Q3]; p-valor obtenido de la prueba de Log-Rank; *: p-valor obtenido por la prueba de
Gehan-Breslow; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; CCR: cancer colorrectal; PFS: supervivencia libre de progresion; OS:
supervivencia global; NA: not available.
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Nota: CCR: cancer colorrectal; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; CEA: antigeno carcinoembrionario; PCR: proteina C reactiva; IL-
6: interleucina 6; YKL-40: proteina 1 similar a quitinasa-3.

Figura 46: Relacion estadisticamente significativa entre el modelo iTLB y variables clinicas recogidas en el grupo control y
en el grupo de pacientes con CCR. A/ Diferencia de mediana del modelo iTLB segun el sexo; B/ De izquierda a derecha:
diferencia de la mediana del modelo iTLB segun el habito tabaquico. Asociacidn entre el habito tabaquico y el modelo
iTLB dicotomizado por el punto de corte estandar. Asociacidn entre el habito tabaquico y el modelo iTLB dicotomizado
por el punto de corte de Youden; C/ De izquierda a derecha: diferencia de la mediana del modelo iTLB segun la
concentracién de CEA. Diferencia de la mediana del logaritmo natural de la concentracién de CEA en sangre periférica
segun el modelo iTLB. Asociacion entre la concentracién de CEA y el modelo iTLB dicotomizado por el punto de corte
estandar. Asociacion entre la concentracion de CEA y el modelo iTLB dicotomizado por el punto de corte de Youden; D/
Deizquierda a derecha: diferencia de la mediana del modelo iTLB segun la concentracion de PCR. Diferencia de la mediana
del logaritmo natural de la concentracion de PCR en sangre periférica segin el modelo iTLB. Asociacién entre la
concentracién de PCR y el modelo iTLB en el grupo control. Asociacion entre la concentracién de CEA y el modelo iTLB en
el grupo de pacientes con CCR; E/ Diferencia de la mediana del logaritmo natural de la concentracién de IL-6 en sangre
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periférica segiin el modelo iTLB; F/ Diferencia de la mediana del logaritmo natural de la concentracién de YKL-40 en sangre
periférica segun el modelo iTLB; G/ Diferencia en la mediana del tiempo de OS en el grupo de pacientes con metdstasis,
segun el modelo iTLB dicotomizado por el punto de corte estandar.

3.Modelo iTLB+iClin

Con el objetivo de mejorar conjuntamente los resultados obtenidos en los modelos iClin y iTLB, se elaboré un tercer
modelo mixto (iTLB+iClin), donde se incluyeron variables clinicas (edad y concentracion de CEA) y variables procedentes
del termograma de suero (pares de temperaturas mas frecuentes del modelo iTLB). Para ello se contaba con 570 pacientes
(62.11% controles, 354/570), que eran los que tenian informacion de todas las variables predictoras

Se ajusté un modelo iTLB+iClin a partir de las cuatro variables predictoras con mayor poder predictivo, dos variables
clinicas y dos parejas de temperaturas, donde la edad tuvo el mayor coeficiente en valor absoluto (Figura 47.A). La media
del AUC en los grupos de entrenamiento fue de 0.79 (+ 0.02), y en los grupos de validacién fue de 0.78 (+ 0.03).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la mediana del resultado del modelo iTLB+iClin entre el grupo
control y el grupo de pacientes con CCR (-0.50 [-1.05; -0.25] y 0.61 [-0.25; 1.15] respectivamente, segun la prueba de
Wilcoxon (p-valor <0.001) (Figura 47.B), con un AUC de 0.84 (ICss% = 0.78-0.89) en el grupo de validacién (Figura 47.C). Al
comparar los resultados obtenidos usando el punto de corte estandar de cero y el calculado de Youden de 0.255, se
observé una mejora en la especificidad y en el VPP, sacrificando sobre todo la sensibilidad (Figura 47.D y E).
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1.25 c B . 1.00{
— Q
g 100 T 4] ®0.75]
§0.75 a =
= S 1
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0.00 _ _ _ =-2] : , 0.00+ _ ‘ _ ‘
Edad CEA 60>7973>67 Controles CCR 1.00 0.75 0.50 0.25 0.00
Especificidad
D E
Modelo iTLB+iClin Modelo iTLB+iClin
<0 >0 < 0.255 >0.255
Controles 157 46 Controles 175 28
CCR 17 48 CCR 22 43

Exact. Sens. Espec. VPP VPN Exact. Sens. Espec. VPP VPN
76.49% 73.85% 77.34% 51.06% 90.23% 81.34% 66.15% 86.21% 60.56% 88.83%

Notas: Las variables que aparecen en la figura A es el logaritmo natural de CEA, mientras que la edad estd dicotomizada en </> a 50
afios; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; CEA: antigeno carcinoembrionario; CCR: cancer colorrectal; AUC: drea bajo la curva ROC;
Exact: exactitud; Sens: sensibilidad; Espec: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

Figura 47: Resultados del modelo iTLB+iClin obtenido para diferenciar al grupo de controles sin diagndstico de cancer de
los pacientes con CCR. A/ Valor absoluto de los coeficientes del modelo iTLB+iClin en cada una de las variables predictoras;
B/ Diferencia de medianas de la respuesta numérica del modelo iTLB+iClin en el grupo de validacién (controles y CCR),
representando con una linea horizontal continua el punto de corte estandar, y discontinua el de Youden; C/ Area bajo la
curva ROC del modelo iTLB+iClin en el grupo de validacion; D/ Arriba: Tabla de contingencia de la prediccion en el grupo
de validacion, usando el punto de corte estandar. Abajo: indices de rendimiento del modelo iTLB+iClin; E/ Arriba: tabla
de contingencia de la prediccion en el grupo de validacién, usando como punto de corte el de Youden. Abajo: indices de
rendimiento del modelo iTLB+iClin.
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Relacién de los resultados del modelo iTLB+iClin con variables clinicas

El modelo iTLB+iClin presentd una capacidad mejorada, respecto a iClin y iTLB, para diferenciar entre el grupo control
sintomatico y el grupo de pacientes con CCR. Por ello, habia interés en relacionarlo con las variables clinicas para buscar
posibles explicaciones sobre los falsos negativos y positivos y, ademas, para comprobar su posible aplicacién en el
prondstico de los pacientes, de igual manera que se hizo con los anteriores modelos.

Se observé que los pacientes no fumadores y que no abusaban del alcohol tenian una mediana en valor numérico del
modelo iTLB+iClin menor que los pacientes fumadores y que abusaban del alcohol. Asi, ademas se encontrd una
asociacion entre los falsos positivos y pacientes fumadores en el grupo control, al igual que falsos negativos y no
fumadores en el grupo de pacientes con CCR.

Se encontré una relaciéon entre el modelo iTLB+iClin y las variables bioquimicas (PCR, IL-6 e YKL-40). En el caso de PCR,
habia relacion sélo en el grupo de pacientes con CCR, de manera que los falsos negativos tenian concentraciones de PCR
dentro del valor de referencia. En el caso de la IL-6 y del YKL-40, se observé una mayor concentracion de ambos
biomarcadores en los pacientes con un resultado en el modelo iTLB+iClin por encima de punto de corte
(independientemente del punto de corte utilizado, el estandar y el de Youden) tanto en controles como en pacientes con
CCR.

Respecto a las escalas recogidas en estos pacientes, se observo que la mediana del modelo iTLB+iClin era mayor en los
pacientes con escala del estado funcional ECOG = 1-3, CCI > 3 y ASA = II-lll. De igual manera, se observé que los pacientes
falsos negativos correspondian a las escalas menos graves (ECOG = 0, CCl = 0-2 y ASA = |). Ademas, se encontraron
diferencias en el modelo segun si el tumor primario esta resecado o no.

Al comparar con las variables relacionadas con el prondstico de los pacientes (PFS y OS), se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las medianas de los tiempos de supervivencia global en los pacientes operados.

Los resultados de las relaciones entre el modelo iTLB+iClin y la clinica estan en las Tabla 36, Tabla 37, Tabla 38 y Tabla 39.
En las Figura 48 y Figura 49 vienen representado donde hay significancia estadistica.
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Tabla 36: Relacién de variables clinicas con el modelo iTLB+iClin considerado como variable continua, tanto en el grupo
control como en el grupo de pacientes con CCR.

Controles p-valor CCR p-valor
Sexo: 0.615 0.660
Masculino -0.26 [-0.80; -0.25] 0.29 [-0.26; 1.42]
Femenino -0.50 [-1.05; 0.05] 0.54 [-0.26; 1.32]
IMC (kg/m?): 0.522 0.517
<25 -0.50 [-0.91; 0.07] 0.29 [-0.26; 0.61]
>25 -0.26 [-1.05; -0.25] -0.18 [-0.26; 0.61]
Tabaco: <0.001 0.001
No fumador -0.80 [-1.46; -0.26] -0.26 [-0.80; 0.29]
Fumador+Exfumador  -0.26 [-0.80; 0.19] 0.29 [-0.25; 0.78]
Alcohol: 0.015 0.392
No abuso -0.43 [-1.05; -0.18] 0.07 [-0.26; 0.61]
Abuso+Exabuso -0.26 [-0.80; 0.29] 0.29 [-0.26; 0.66]
PCR: 0.523 <0.001
<10 mg/L -0.50 [-1.05; 0.05] 0.07 [-0.26; 0.61]
> 10 mg/L -0.26 [-0.83; -0.18] 1.67 [0.83; 3.22]
ECOG: 0.001 0.031
0 -0.72 [-1.05; -0.25] 0.29 [-0.26; 1.19]
1-3 -0.25 [-0.80; 0.29] 0.61 [0.07; 1.70]
CCl: 0.001
0-2 -0.25 [-0.80; 0.29]
>3 0.29 [-0.25; 0.83]
ASA: 0.010
| -0.26 [-0.80; 0.29]
-1l 0.29 [-0.26; 0.61]
Reseccion: 0.527
Completa (RO) 0.18 [-0.26; 0.61]
Incompleta (R1/R2) -0.26 [-0.80; 0.43]
Tumor primario: 0.018
Resecado 0.61 [-0.26; 2.52]
In situ 1.84 [1.03; 3.16]

Nota: Los resultados del modelo iTLB+iClin estan representados como Q2 [Q1; Q3] debido a su caracter no paramétrico; p-valores
obtenidos con la prueba de Wilcoxon; CCR: cancer colorrectal; IMC: indice de masa corporal; PCR: proteina C reactiva; ECOG: Eastern
Cooperative Oncology Group; CCl: indice de comorbilidad de Charlson; CCl = 0-1: ausencia de comorbilidad, CCl = 2: comorbilidad baja,
CCl = 3: comorbilidad alta; ASA: Sistema de clasificacion del estado fisico de la Sociedad Americana de Anestesiélogos; RO: reseccidon
completa con margenes libres, R1: reseccién macroscépica completa con resto tumoral microscépico; R2: reseccion incompleta con
resto tumoral macroscopico. Los pacientes clasificados segun las escalas CCl y ASA y segun la “reseccion” corresponden a pacientes
operados, mientras que los pacientes clasificados seguin el tumor primario corresponden a pacientes con metdstasis.
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Tabla 37: Relacién de variables clinicas con el modelo iTLB+iClin dicotomizada segun el punto de corte estandar, tanto en
el grupo control como en el grupo de pacientes con CCR.

Controles CCR
. . p-valor p-valor
Modelo iTLB+iClin <0 >0 <0 >0
Sexo: 0.337 0.613
Masculino 108 (77.70%) 31 (22.30%) 42 (36.21%) 74 (63.79%)
Femenino 156 (72.56%) 59 (27.44%) 32 (32.00%) 68 (68.00%)
IMC (kg/m?): 0.462 0.360
<25 139 (72.40%) 53 (27.60%) 26 (41.94%) 36 858.06%)
>25 120 (76.43%) 37 (23.57%) 36 (51.43%) 34 (48.57%)
Tabaco: <0.001 <0.001
No fumador 116 (89.23%) 14 (10.77%) 37 (63.79%) 21 (36.21%)
Fumador+Exfumador 134 (65.05%) 72 (34.95%) 22 (31.43%) 48 (68.57%)
Alcohol: 0.141 0.829
No abuso 180 (75.63%) 58 (24.37%) 49 (46.67%) 56 (53.33%)
Abuso+Exabuso 51 (66.23%) 26 (33.77%) 10 (41.67%) 14 (58.33%)
Ln PCR (mg/L) 0.50[-0.32;1.38]  0.70[-0.06;1.53]  0.219* | 0.35[-0.18;1.55] 1.62 [0.74;3.33] <0.001*
PCR: 0.799 <0.001
<10 mg/L 230 (74.19%) 80 (25.81%) 68 (44.74%) 84 (55.26%)
> 10 mg/L 34 (77.27%) 10 (22.73%) 6 (9.38%) 58 (90.62%)
Ln IL-6 (ng/L) 0.70[0.14;1.45] 1.04 [0.52;1.97] 0.005# 0.74 [0.20;1.19] 1.49 [0.79;2.43] <0.001%#
Ln YKL-40 (pg/L) 4.45 [4.03;4.89] 4.82[4.33;5.30]  <0.001* | 4.42[4.06;4.96] 4.87 [4.33;5.37] 0.002*
ECOG: <0.001 0.048
0 234 (78.26%) 65 (21.74%) 56 (39.16%) 87 (60.84%)
1-3 30 (54.55%) 25 (45.45%) 18 (24.66%) 55 (75.36%)
CCl: 0.029
0-2 41 (56.16%) 32 (43.84%)
>3 21 (35.59%) 38 (64.41%)
ASA: 0.106
[ 28 (57.14%) 21 (42.86%)
11-11 34 (40.96%) 49 (59.04%)
Reseccion: 0.289
Completa (RO) 52 (44.83%) 64 (55.17%)
Incompleta (R1/R2) 10 (66.67%) 5(33.33%)
Tumor primario: 0.003*
Resecado 3 (5.45%) 52 (94.55%)
In situ 9 (31.03%) 20 (68.67%)

Notas: Se representa el nimero (%) de pacientes en variables categdricas, mientras que se representa el Q2 [Q1; Q3] debido a su
distribucion no paramétrica; p-valores obtenidos mediante la prueba de ¥2 con la correccidn de Yates; #: p-valor obtenido mediante la
prueba de Wilcoxon; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; CCR: cancer colorrectal; IMC: indice de masa corporal; IL-6: interleuquina
6; PCR: proteina C reactiva; YKL-40: proteina 1 similar a quitinasa-3; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; CCl: indice de
comorbilidad de Charlson; CCl = 0-1: ausencia de comorbilidad, CCl = 2: comorbilidad baja, CCl > 3: comorbilidad alta; ASA: Sistema de
clasificacidn del estado fisico de la Sociedad Americana de Anestesidlogos; RO: reseccion completa con mdrgenes libres, R1: reseccion
macroscopica completa con resto tumoral microscdpico; R2: reseccion incompleta con resto tumoral macroscépico. Los pacientes
clasificados segun las escalas CCl y ASA y segun la “reseccién” corresponden a pacientes operados, mientras que los pacientes
clasificados segun el tumor primario corresponden a pacientes con metastasis.
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Tabla 38: Relacién de variables clinicas con el modelo iTLB+iClin dicotomizada segun el punto de corte calculado de

Youden, tanto en el grupo control como en el grupo de pacientes con CCR.

Controles CCR
. . p-valor p-valor
Modelo iTLB+iClin <0.255 >0.255 <0.255 >0.255
Sexo: 0.741 0.219
Masculino 113 (81.29%) 26 (18.71%) 50 (43.10%) 66 (56.90%)
Femenino 179 (83.26%) 36 816.74%) 34 (34.00%) 66 (66.00%)
IMC (kg/m?): 0.695 0.616
<25 156 (81.25%) 36 (18.75%) 30 (48.39%) 32 (51.61%)
>25 131 (83.44%) 26 (16.56%) 38 (54.29%) 32 (45.71%)
Tabaco: <0.001 0.012
No fumador 120 (92.31%) 10 (7.69%) 37 (63.79%) 21 (36.21%)
Fumador+Exfumador 157 (76.21%) 49 (23.79%) 28 (40.00%) 42 (60.00%)
Alcohol: 0.072 0.788
No abuso 200 (84.03%) 38 (15.97%) 54 (51.43%) 51 (48.57%)
Abuso+Exabuso 57 (74.03%) 20 (25.97%) 11 (45.83%) 13 (54.17%)
Ln PCR (mg/L) 0.52[-0.32;1.38]  0.72 [0.07;1.64] 0.130 0.61 [-0.15;1.54] 1.76 [0.74;3.43] <0.001
PCR: 1.000 <0.001
<10 mg/L 256 (82.58%) 54 (17.42%) 78 (51.32%) 74 (48.68%)
> 10 mg/L 36 (85.71%) 6 (14.29%) 6 (9.38%) 58 (90.62%)
Ln IL-6 (ng/L) 0.74[0.16;1.46]  1.09 [0.55;2.30] 0.004 0.74 [0.24;1.24] 1.52 [0.83;2.51] <0.001
Ln YKL-40 (pg/L) 4.48[4.04;4.93]  4.87 [4.33;5.58] <0.001 4.44 [4.05;5.00] 4.88 [4.37;5.37] 0.001
ECOG: 0.008 0.042
0 254 (84.95%) 45 (15.05%) 63 (44.06%) 80 (55.94%)
1-3 38 (69.09%) 17 (30.91%) 21 (28.77%) 52 (71.23%)
CCl: 0.006
0-2 46 (63.01%) 27 (36.99%)
>3 22 (37.29%) 37 (62.71%)
ASA: 0.024
[ 32 (65.31%) 17 (34.69%)
11-111 36 (43.37%) 47 (56.63%)
Reseccion: 0.502
Completa (RO) 58 (50.00%) 58 (50.00%)
Incompleta (R1/R2) 10 (62.50%) 6 (37.50%)
Tumor primario: 0.082
Resecado 7 (12.73%) 48 (87.27%)
In situ 9 (31.03%) 20 (68.97%)

Notas: Se representa el nimero (%) de pacientes en variables categdricas, mientras que se representa el Q2 [Q1; Q3] debido a su
distribucion no paramétrica; p-valores obtenidos mediante la prueba de ¥2 con la correccidn de Yates; #: p-valor obtenido mediante la
prueba de Wilcoxon; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; CCR: cancer colorrectal; IMC: indice de masa corporal; IL-6: interleuquina
6; PCR: proteina C reactiva; YKL-40: proteina 1 similar a quitinasa-3; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; CCl: indice de
comorbilidad de Charlson; CCl = 0-1: ausencia de comorbilidad, CCl = 2: comorbilidad baja, CCl > 3: comorbilidad alta; ASA: Sistema de
clasificacion del estado fisico de la Sociedad Americana de Anestesidlogos; RO: reseccion completa con margenes libres, R1: reseccidn
macroscopica completa con resto tumoral microscdpico; R2: reseccion incompleta con resto tumoral macroscépico. Los pacientes
clasificados segun las escalas CCl y ASA y segun la “reseccién” corresponden a pacientes operados, mientras que los pacientes
clasificados segun el tumor primario corresponden a pacientes con metastasis.
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Tabla 39: Relacién de las variables recogidas durante el seguimiento de los pacientes con CCR segun el resultado del
modelo iTLB+iClin, para ver su posible aplicacion en el prondstico de la enfermedad.

CCR Operados
Modelo <0 >0 p-valor <0.255 > 0.255 p-valor
iTLB+iClin
PFS (meses) NA [NA; NA] NA [27.00; NA] 0.150 NA [NA; NA] NA [22.00; NA] 0.100
OS (meses) NA [101.00; NA] NA [50.00; NA]  0.012* | NA[101.00; NA] NA([50.00; NA] 0.015*
CCR con Metastasis
Modelo <0 >0 p-valor <0.255 >0.255 p-valor
iTLB+iClin
PFS (meses) 13.00 8.00 0.110 12.00 8.00 0.200
[6.00; 19.50] [4.00; 14.00] [4.50; 16.50] [4.00; 14.00]
0S (meses) 35.00 18.00 0.077 29.50 18.00 0.096
[14.00; NA] [9.50; 33.50] [12.00; 70.50] [9.50; 33.50]

Notas: Se representa el tiempo como el Q2 [Q1; Q3]; p-valor obtenido con la prueba de Log-Rank; *: p-valor obtenido por la prueba de
Gehan-Breslow; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; CCR: cancer colorrectal; PFS: supervivencia libre de progresion; OS:
supervivencia global; NA: not available.

Supervivencia global en Operados

Supervivencia global en Operados

Modelo iTLB+Clin = <0 = >0 Modelo iTLB+iClin = <0.255 = > 0.255
8 @
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Notas: CCR: cancer colorrectal; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; OS: supervivencia global.

Figura 48: Asociacion estadisticamente significativa entre el modelo iTLB+iClin y la supervivencia global de los pacientes
con CCR operados. A/ Segln el modelo iTLB+iClin dicotomizado por el punto de corte estdndar; B/ Segun el modelo
iTLB+iClin dicotomizado por el punto de corte de Youden.
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Notas: CCR: cancer colorrectal; iTLB: intelligence Thermal Liquid Biopsy; PCR: proteina C reactiva; IL-6: interleuquina 6; YKL-40: proteina
1 similar a quitinasa-3; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; CCl: indice de comorbilidad de Charlson; CCl = 0-1: ausencia de
comorbilidad, CCl = 2: comorbilidad baja, CCl > 3: comorbilidad alta; ASA: Sistema de clasificacién del estado fisico de la Sociedad
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Americana de Anestesidlogos. Los pacientes clasificados segun las escalas CCl y ASA y segun la “reseccidon” corresponden a pacientes
operados, mientras que los pacientes clasificados segun el tumor primario corresponden a pacientes con metastasis.

Figura 49: Relacidn estadisticamente significativa entre el modelo iTLB+iClin y variables clinicas recogidas en el grupo
controly en el grupo de pacientes con CCR. A/ De izquierda a derecha: Diferencia de mediana del modelo iTLB+iClin segun
el habito tabaquico. Asociacién entre el habito tabaquico y el modelo iTLB+iClin dicotomizado por el punto de corte
estandar. Asociacion entre el habito tabaquico y el modelo iTLB+iClin dicotomizado por el punto de corte de Youden; B/
Diferencia de la mediana del modelo iTLB+iClin segun el abuso del consumo de alcohol; C/ De izquierda a derecha:
Diferencia de la mediana del modelo iTLB+iClin segun la concentracién de PCR. Diferencia de la mediana del logaritmo
natural de la concentraciéon de PCR en sangre periférica segin el modelo iTLB+iClin. Asociacidn entre la concentracion de
PCR y el modelo iTLB+iClin dicotomizado por el punto de corte estandar (arriba) y de Youden (abajo); D/ Diferencia de la
mediana del logaritmo de la concentracién de IL-6 segln el modelo iTLB+iClin dicotomizado por el punto de corte estandar
(izquierda) y de Youden (derecha); E/ Diferencia de la mediana del logaritmo de la concentracién de YKL-40 segun el
modelo iTLB+iClin dicotomizado por el punto de corte estandar (izquierda) y de Youden (derecha); F/ De izquierda a
derecha: Diferencia de la mediana del modelo iTLB+iClin segun la escala del estado funcional ECOG. Asociacion entre la
escala ECOG y el modelo iTLB+iClin dicotomizado por el punto de corte estdndar. Asociacion entre la escala ECOG y el
modelo iTLB+iClin dicotomizado por el punto de corte de Youden; G/ A la izquierda, diferencia en la mediana del modelo
iTLB+iClin seguin la escala CCI. A la derecha, asociacion entre la escala CCl y el modelo iTLB+iClin dicotomizado por el punto
de corte estandar (arriba) y de Youden (abajo); H/ A la izquierda, diferencia de la mediana del modelo iTLB+iClin segun la
escala ASA. A la derecha, asociacidn entre la escala ASA y el modelo iTLB+iClin segln el punto de corte de Youden. I/ Ala
derecha, diferencia de la mediana del modelo iTLB+iClin seglin el tumor primario. A la derecha, asociacion entre las
caracteristicas del tumor primario y el modelo iTLB+iClin dicotomizado por el punto de corte estandar.

Comparacién de modelos

Para comparar los modelos obtenidos se utilizd como referencia la capacidad diagndstica del biomarcador individual CEA,
que se comparo con el modelo iClin y con el modelo iTLB+iClin (utilizando todos los pacientes, los del entrenamiento y
los de validacidn). De igual manera se compararon estos dos modelos entre si para analizar si se observaban diferencias
estadisticamente significativas al combinar iTLB con iClin.

Primero se utilizaron las areas bajo las curvas ROC para comparar la capacidad diagnéstica de diferenciar al grupo de
pacientes con CCR respecto al grupo control. La AUC del biomarcador CEA fue de 0.73 (ICos% = 0.69-0.77), observandose
diferencias estadisticamente significativas con la AUC del modelo iClin (0.76 (1Css% = 0.72-0.80)) y con el modelo iTLB+iClin
(0.78 (ICas% = 0.74-0.82)) (Figura 50.A). Después se utilizd la subdivisidn del grupo de pacientes con CCR (operados y con
metastasis) para analizar la capacidad diagndstica en cada uno de los grupos. Asi, por un lado, la AUC del biomarcador
CEA para diferenciar entre controles y pacientes con CCR operados fue de 0.65 (ICss% = 0.59-0.70), la AUC del modelo iClin
fue de 0.68 (ICos% = 0.63-0.73) y la del modelo iTLB+iClin fue de 0.71 (ICos% = 0.66-0.76). En este caso, Unicamente se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre el modelo iClin y el modelo iTLB+iClin (Figura 50.B). Por otro
lado, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las areas bajo las curvas ROC del biomarcador CEA
(0.86 (ICas% = 0.81-0.91)), del modelo iClin (0.88 (ICas% = 0.83-0.93)) y del modelo iTLB+iClin (0.89 (ICas% = 0.85-0.94)) para
diferenciar entre controles y pacientes con metastasis (Figura 50.C). Por dltimo, se compararon las capacidades
diagndsticas de estos tres modelos para diferenciar estadios tempranos (estadio = I-1l) y avanzados (estadio = IlI-IV). En el
caso de los estadios tempranos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el marcador tumoral
CEA (0.66 (ICos% = 0.60-0.72)), el modelo iClin (0.68 (ICos% = 0.62-0.74)) y el modelo iTLB+iClin (0.70 (ICss% = 0.64-0.77))
(Figura 50). Por el contrario, en los estadios avanzados se encontraron diferencias entre las tres herramientas
diagndsticas, obteniendo unas AUC de 0.77 (ICos% = 0.72-0.82), 0.80 (ICss% = 0.76-0.85) y 0.83 (ICos% = 0.78-0.87) para CEA,
iClin y iTLB+iClin, respectivamente (Figura 50.E).

136



A Controles vs CCR B Controles vs Operados c Controles vs Metastasis
1.00
o - 0.75 o
© © ©
= z z
2 S 0.50 4
7] [ [
3 @ T
w 025 CEA vs iClin: p-valor=0.003 n 025 CEA vs iClin: p-valor=0.407 (%3] 025 CEA vs iClin: p-valor=0.588
. CEA vs iTLB+(Clin: p-valor<0.001 . CEA vs iTLB+iClin: p-valor=0.090 ) CEA vs iTLB+iClin: p-valor=0.373
iClin vs iTLB+Clin: p-valor=0.002 iClin vs iTLB+iClin: p-valor=0.003 iClin vs iTLB+Clin: p-valor=0.124
0.00 0.00 0.00
1.00 0.75 0.50 0.25 0.00 1.00 0.75 0.50 0.25 0.00 1.00 0.75 0.50 0.25 0.00
Especificidad Especificidad Especificidad
D _ E )
Controles vs TNM=I-lI Controles vs TNM=III-IV
1.00 1.00
0.75 0.75

Sensibilidad
o
(8}

o
Sensibilidad
o
[$))

o

CEA vs iClin: p-valor=0.613
CEA vs iTLB+iClin: p-valor=0.313
iClin vs iTLB+iClin: p-valor=0.079

CEA vs iClin: p-valor<0.001
CEA vs iTLB+iClin: p-valor<0.001
iClin vs iTLB+iClin: p-valor=0.003

=1
Ao
3
o
o]
3

=
o
=}
o
o
S

0.75 0.50

Especificidad

0.25 0.00 1.00 0.75 0.50

Especificidad

0.25 0.00

Notas: p-valores obtenidos con la prueba de Delong; CCR: cancer colorrectal; iTLB: intelligent Thermal Liquid Biopsy; Estadio segun la
octava edicién de la AJCC.

Figura 50: AUC de las curvas ROC del biomarcador CEA, del modelo iClin y del modelo iTLB+iClin para diferenciar el grupo
control respecto del: A/ grupo de pacientes con CCR; B/ grupo de pacientes con CCR operados; C/ grupo de pacientes con

metdastasis; D/ grupo de pacientes en estadios tempranos (estadio = I-11); y E/ grupo de pacientes con estadios avanzados
(estadio = IlI-1V).

Andlisis de proteémica

Respecto a las variables relacionadas con el prondstico de los pacientes, concretamente respecto a la supervivencia global,
se observd una diferencia estadisticamente significativa en la mediana de los tiempos de OS en los tres modelos
propuestos (iClin e iTLB para pacientes con metastasis, y iTLB+iClin para pacientes operados). También se encontré una
diferencia en los tiempos de OS segun la concentracion de CEA (en pacientes operados) y de PCR (en pacientes con
metastasis). Debido a que el biomarcador CEA tenia un peso estadistico elevado en el modelo iTLB+iClin, este hecho podia
explicar las diferencias observadas en los tiempos de OS. Pero en el caso del modelo iTLB, que se basa en el DSC, técnica
que da como resultado un termograma global que no indica qué proteinas son las responsables de los diferentes patrones,
era necesario un analisis protedmico para buscar qué proteinas son responsables de las diferencias entre ambos grupos
(pacientes con iTLB <0y > 0).

Se realizd un analisis protedmico basado en la espectrometria de masas en tandem de alta resolucidon de 100 muestras
(50 de pacientes operados y 50 de pacientes con metastasis) de suero aleatorizadas (67.00% con iTLB < 0) para identificar
qué proteinas eran diferentes segin el modelo iTLB (< 0/> 0), lo que podria ayudar a explicar el diferente prondstico en
los pacientes segun la OS.

Se identificaron y cuantificaron 451 proteinas inicialmente, las cuales se analizaron primero conjuntamente (en las 100
muestras) para buscar diferencias segun el modelo iTLB. Tras el proceso de filtrado (al menos en el 50% de uno de los
grupos), se redujeron a 408 proteinas. Tras el analisis de los datos, se encontraron tres proteinas estadisticamente
diferentes en ambos grupos y con valores de log2 significativos: PCR y las proteinas amiloides A-1 y A-2. Al aplicar un
criterio mas laxo (fold change entre + 1 y + 0.75), se encontraron otras tres proteinas que se pudieron considerar
estadisticamente significativas: proteina similar a fibrindgeno-1 (FGL1), dominios 1-3 de la cadena pesada de
inmunoglobulina, y la proteina 31 asociada al receptor de células B (Figura 51).
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Figura 51: Gréfico tipo volcan de 100 muestras de suero de pacientes operados y con metdstasis de CCR. Se muestra las
proteinas cuya concentracion relativa es estadisticamente mayor en el grupo con iTLB > 0 o mayor en el grupo con iTLB <
0 aplicando un umbral de FC < £1, ademas de las que superan un umbral mas laxo de FC £ 0.75.

Se repitid el analisis protedmico, pero de manera independiente el grupo de pacientes operados y el grupo de pacientes
con metastasis. Las proteinas con diferencias significativas segun el valor del modelo iTLB en el grupo de pacientes
operados fueron las mismas que cuando se hizo el andlisis de manera conjunta, pero aumentaron las diferencias en la
proteina FGL1 y en el dominio 1-3 de la cadena pesada de inmunoglobulina, superando el umbral de FC < -1. Ademas,
aparecieron otras proteinas significativas y exclusivas del grupo de pacientes operados de CCR (Figura 52).

De las proteinas encontradas en el grupo de pacientes operados se hizo una busqueda bibliografica para encontrar si
alguna de las proteinas identificadas estaba relacionada con pacientes con cancer y/o con su prondstico. De esta manera,
se encontrdé que la proteina FGL1 estaba producida por células cancerosas humanas y sus niveles elevados en sangre
periférica se asociaba a un mal prondstico y a una resistencia al tratamiento (anti-PD-1/B7H1); (147,148) Se han
encontrado niveles de un tipo de queratina (K20) elevados después de la cirugia y relacionado con una peor supervivencia;
(149) La expresidon genética de la proteina FERMT3 (fermitin family homolog 3) se ha visto relacionada con mejor
supervivencia de adenocarcinoma gastrico. (150) La lectina fijadora de manosa (mannose-binding protein C) es una
molécula implicada en la inmunidad anticancerigena, (151) gracias a un efecto protector contra ciertas infecciones o el
desarrollo de algunas neoplasias malignas mediante la lisis directa de células reconocidas o mediante la mejora de la
fagocitosis. (152)

El analisis protedmico en el grupo de 50 pacientes con metdstasis mostrd una relacion indirecta entre los niveles relativos
de la PCR y las proteinas amiloides A-1 y A-2 con la supervivencia global (al aumentar su concentracion relativos,
disminuye la OS), mientras que la neural Wiskott-Aldrich sindrome protein (WASP) mostraria una relacién directa (al
aumentar su concentracion relativa, aumenta la OS) (Figura 53). En esta Ultima se ha encontrado una relacién con el
proceso de metastasis a través de la promocién de la migracion celular y la remodelacidn de la matriz extracelular, (153)
al mismo tiempo que un aumento de su expresion se ha visto relacionado con mejor prondstico de los pacientes con CCR.

(154)
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Figura 52: Grafico tipo volcan de 50 muestras de suero de pacientes operados de CCR. Se muestra las proteinas cuya

concentracidn relativa es estadisticamente mayor en el grupo con iTLB > 0 o mayor en el grupo con iTLB < 0 aplicando un
umbral de FC < 1.
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Figura 53: Grafico tipo volcan de 50 muestras de suero de pacientes con metastasis. Se muestra las proteinas cuya

concentracion relativa es estadisticamente mayor en el grupo con iTLB > 0 o mayor en el grupo con iTLB < 0 aplicando un
umbral de FC < 1.
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De las proteinas obtenidas en los resultados de protedmica, Unicamente se disponia de la concentracidn en suero de la
PCR. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones de PCR en suero segun el valor de
la TLB, tanto en los pacientes operados como en los pacientes con metastasis (Figura 54.A 'y B).

Del resto de proteinas halladas en los resultados de protedmica, hasta ahora sélo se han obtenido las concentraciones de
FGL1 mediante la técnica de ELISA (Elabscience®, catadlogo n2 E-EI-H1667) en las 50 muestras de pacientes operados. No

se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las medianas de las concentraciones de FGL1 en funcidn del
modelo iTLB (Figura 54.C).
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Notas: PCR: proteina C reactiva; iTLB: intelligent Thermal Liquid Biopsy; FGL1: proteina similar a fibrindgeno-1.

Figura 54: Diferencia de medianas de: A/ La concentracién de PCR segtn el modelo iTLB dicotomizado por el punto de
corte estandar en el grupo de pacientes operados; B/ La concentracién de PCR segun el modelo iTLB dicotomizado por el
punto de corte estandar en el grupo de pacientes con metastasis; C/ La concentracidon de FGL1 segln el modelo iTLB
dicotomizado por el punto de corte estandar, en el grupo de 50 pacientes operados que se analizaron por protedmica.
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DISCUSION

Se ha realizado un estudio relacionado con el cancer de colon (CCR), por ser uno de los mas frecuentes, con el objetivo
de desarrollar herramientas de clasificacion y predictivas dirigidas a mejorar el diagnéstico de los estadios tempranos. Si
el CCR se detecta a tiempo, es un tipo de cancer que tiene baja mortalidad, ya que la cirugia en etapas de desarrollo
temprano de CCR tiene un resultado curativo.

Los estudios previos realizados en pacientes con PDAC han demostrado la posible utilidad del TLB en clinica para ayudar
en el diagndstico y/o seguimiento de pacientes. Por ese motivo se ha estudiado el TLB en la patologia del CCR.

En el apartado Transformacidn del diagnéstico de PDAC: analisis comparativo integral de biomarcadores clinicos, TLB y
enfoques integrados hubo dos conclusiones importantes. Una de ellas fue la importancia de utilizar controles
sintomaticos, ya que, aunque se obtienen resultados peores que cuando se utilizan controles asintomaticos, debido a que
las diferencias entre controles y pacientes enfermos son menores, los resultados obtenidos tienen mayor relevancia e
interés para la translacién de la metodologia al ambito clinico. Este fue el motivo por el que se volvié a utilizar la cohorte
de controles MICA, pacientes sintomaticos, pero sin un diagnéstico de cancer durante todo su seguimiento. La segunda
conclusion fue la posibilidad de utilizar la metodologia propuesta para analizar las curvas de los termogramas TLB junto
con variables clinicas para obtener un modelo de clasificacién, e incluso el uso de Unicamente variables clinicas como
variables predictoras del modelo de clasificacién. En este estudio sobre CCR se aplicd la misma metodologia que con
PDAC, con el fin de evaluar si la introduccion de la TLB en el modelo iClin, elaborado Unicamente con variable clinicas,
podia mejorar el diagndstico.

Para realizar el estudio se contaba con un tamafio muestral de 683 pacientes, divididos casi a partes iguales en controles
(pacientes del estudio MICA) y pacientes con un diagnostico de CCR (de la cohorte REBECCA). Se observé que los pacientes
con CCR tenian una mediana de edad mayor, en torno a 70 afios, que corresponde con la media de edad de pacientes con
CCR en Dinamarca. (155) Se observd una mayor proporcién de pacientes de sexo masculino con diagndstico de CCR,
resultado que se relaciona con la mayor incidencia observada en el sexo masculino de manera general (segun datos de
GLOBOCAN del 2022). Curiosamente en esta poblacion se observé una mayor proporcion de pacientes con CCR que no
abusaban del alcohol. Este resultado no se relaciona con la bibliografia contrastada, sobre todo porque el abuso del
consumo de alcohol, al igual que el tabaco, son factores de riesgo del CCR. (74) Habria que comprobar si este resultado
se debe al muestreo o porque hay muchos valores de esta variable ausentes, lo que puede sesgar el resultado obtenido.

Se han obtenido tres modelos (iClin, iTLB, y iTLB+iClin). En el caso del modelo iTLB, los grupos estaban balanceados, es
decir, la proporcién de controles y de pacientes con CCR era parecida. En cambio, en los modelos iClin y iTLB+iClin, debido
a que no se realizé una imputacion de datos faltantes, se contaba con un menor nimero de pacientes en el total y estaban
los grupos desbalanceados (en torno al 60% eran controles). Esta informaciéon es importante poque puede existir un sesgo
si se entrena un modelo a partir de una poblacién desbalanceada, ya que el modelo puede tender a clasificar a los
pacientes en la categoria mayoritaria. Se dispone de varias estrategias para evitar este problema, como el muestreo
ascendente (oversampling) o descendente (undersampling), que consiste, respectivamente, en replicar o eliminar
aleatoriamente observaciones. (156) En cambio, en este estudio se ha propuesto otra manera de evitar un entrenamiento
desbalanceado, que consiste en aleatorizar la seleccidon de 100 pacientes de cada grupo para el grupo de entrenamiento.
De esta manera, el ajuste del modelo se realizd con los grupos balanceados (100 pacientes controles y 100 pacientes con
CCR).

Otra cuestidon a tener en cuenta a la hora de analizar modelos con grupos desbalanceados es la comparacion de los
modelos segun los indices de rendimiento comunes procedentes de la tabla de contingencia, ya que el VPP y el VPN estan
influenciados por la prevalencia de la enfermedad, es decir, si no estan los grupos balanceados estos valores estan
sesgados. Esto no ocurre con la sensibilidad y la especificidad. Por este motivo, |la discusion de los modelos se va a centrar
en estos dos Ultimos parametros, ademas de la AUC bajo la curva ROC.

Se ha entrenado un primer modelo basado en variables clinicas, modelo iClin. Se decidié introducir en el modelo la edad,
por ser uno de los principales factores de riesgo del CCR. (119) De hecho, la edad es el Unico criterio de inclusion de los
pacientes para el programa de cribado del CCR. (157,158) Ademas, se introdujo en el modelo la concentracion de variables
bioquimicas relacionadas con inflamacién, como PCR, IL6 e YKL40, debido al importante papel que juega la inflamacidn
en el cancer. (122-125) Y también se introdujo el biomarcador CEA, que, aunque no es especifico, es uno de los mas
utilizados en CCR. Se comprobd que tanto en la edad como en las variables bioquimicas existian diferencias
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estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo con CCR. Debido a que el modelo de clasificacidon de
aprendizaje automatizado incluye una penalizacidn tipo Lasso, de todas las variables introducidas sélo fueron relevantes
la edad (dicotomizada en </> de 50 afios) y el logaritmo natural de la concentracion de CEA. El modelo iClin obtenido se
asocio al habito tabaquico. Este resultado se puede explicar porque estd comprobado que los niveles de CEA varian en los
fumadores. (159) Por lo tanto, debido a que el modelo iClin incluia la variable CEA y era la que tenia mayor peso (mayor
valor absoluto de su coeficiente), también se vio afectado por los factores que condicionan al CEA. De igual manera, se
justifica la asociacidn encontrada entre el modelo y el abuso del consumo del alcohol en el grupo control, debido a que
la mayoria de los pacientes que abusan del alcohol también era fumadores.

Las relaciones encontradas entre el modelo iClin y las escalas (ECOG, CCl y ASA) indican que a mayor valor en el modelo
iClin, peor era el estado de salud general de los pacientes (mayor valor en las escalas). Ademas, se encontré una asociacién
entre el modelo iClin y la supervivencia global de los pacientes con metastasis.

El segundo modelo obtenido, iTLB, construido a partir de variables procedentes de los termogramas TLB de suero (parejas
de temperaturas significativas de los termogramas), proporcioné unos resultados que indican que el uso exclusivo del TLB
no es suficiente para realizar un diagndstico o pronédstico de pacientes con CCR, de manera similar al resto de las
herramientas disponibles en clinica, ya que no existe una prueba no invasiva gold standard para el diagndstico CCR. Las
asociaciones observadas entre el modelo iTLB con el sexo y el habito tabaquico refuerzan la necesidad de realizar estudios
de variaciones en TLB segun el sexo, edad, habito tabaquico, consumo de alcohol, etc. Ademas, se volvié a encontrar una
asociacion entre el modelo iTLB y la supervivencia global de los pacientes con metastasis.

El dltimo modelo obtenido, iTLB+iClin, era una combinacién de las variables clinicas del modelo iClin y variables del
modelo iTLB, siendo su combinacion la mas significativa. Aunque los coeficientes de las parejas de temperaturas eran
menores en valor absoluto que las variables clinicas, no hay que menospreciar que no han sido eliminadas por completo
del modelo, como ha ocurrido con otras variables. Las asociaciones encontradas entre el modelo iTLB+iClin fueron las
mismas que las encontradas en los dos primeros modelos de manera individual, excepto que en esta ocasion se encontré
una asociacion con la supervivencia global de los pacientes operados. Este hallazgo se puede justificar porque también se
observo una relacién entre los niveles de CEA y la OS de los pacientes operados, siendo el biomarcador CEA una de las
variables predictivas con mayor peso en el modelo iTLB+iClin.

Aunque a simple vista parece que los modelo iClin y iTLB+iClin eran muy parecidos, por lo que se puede pensar que la TLB
realmente no ha mejorado el modelo iClin, si se entra en detalle se puede observar que la sensibilidad se ha mejorado al
introducir la TLB, pasando de un 52% a superar el 70%, siendo ésta el punto débil del modelo iClin, y sin sacrificar la
especificidad. Ademas, al comparar las AUC bajo las curvas ROC, se observé que el modelo iClin mejord al incluir la TLB
en el diagndstico general de los pacientes con CCR, y, particularmente, en los estadios tempranos de la enfermedad (TNM
= I-ll). Siendo esta poblacién el objetivo para mejorar el diagndstico y evitar que progresen a estadios mas avanzados
donde su tratamiento en mucho mas complicado.

Por ultimo, en este estudio se ha buscado una nueva aplicacion de la TLB. De esta manera, debido a que el modelo iTLB
estaba correlacionado con un prondstico diferente segln la supervivencia global de los pacientes con CCR, se
aleatorizaron 100 muestras (50% operados y 50% con metastasis) con las que se realizé un estudio protedmico mediante
LC-MS, comparando las poblaciones de proteinas encontradas en los dos grupos de pacientes segun el valor en el modelo
iTLB (</> cero). De igual manera se repitio el andlisis en cada subgrupo de pacientes con CCR (operados y con metastasis).
Una de las proteinas encontradas y, que por tanto podria estar relacionada con el prondstico de los pacientes, es la PCR.
Gracias a que se disponia de los niveles de dicha proteina en suero, se confirmé el hallazgo encontrado tanto en los
pacientes operados como en los pacientes con metastasis. Ademas, se han encontrado otras proteinas de las que
actualmente no se dispone de su concentracion en las muestras de suero. Debido a que la técnica de MS proporciona
concentraciones relativas, es necesario confirmar los hallazgos obtenidos mediante técnicas de ELISA. Hasta ahora se ha
podido analizar las concentraciones de la proteina FGL1 en los 50 pacientes operados. Son necesarios ampliar al andlisis
en el resto de los pacientes operados, ademas de confirmar por ELISA el resto de las proteinas significativas mediante
protedmica. Independientemente de esta confirmacion, los resultados de protedmica dan una idea de que las diferencias
entre los diferentes grupos (en este caso segtin el modelo iTLB </> 0) de deben a cambios en un grupo de proteinas, y no
en una sola proteina de manera aislada. Ademas, con estos resultados se quiere resaltar el potencial de la aplicacion de
la TLB como herramienta para agrupar a los pacientes segun los perfiles de termogramas. De esta manera se pueden
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establecer grupos que mediante otras escalas de clasificacion no seria posibles, con el objetivo ultimo de buscar
biomarcadores diferenciales asociados a los patrones de termogramas de TLB, ya sea procedente de una muestra de suero
o de otra muestra bioldgica.
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Efecto de |la preparacion previa a
la colonoscopia
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El programa de cribado, el cual consiste en la realizacion del test de SOH y de una colonoscopia en caso de ser, ha reducido
la mortalidad del CCR. La colonoscopia se considera la prueba gold standard para el diagndstico de CCR por su elevada
sensibilidad, pero ademas esta técnica permite la eliminacién de los pélipos cuando el tamafio lo permite. El test de SOH
es una prueba de bajo coste con un valor predictivo negativo elevado, pero con menor especificidad. Por esta razon, existe
un elevado porcentaje de pacientes que, aunque dan positivo en el test de SOH, posteriormente no se encuentra ningun
hallazgo patoldgico en la colonoscopia. La principal razén de este hecho es la existencia de otra causa que provoque un
sangrado diferente a un pdlipo, siendo las mas frecuentes las hemorroides y los diverticulos. Esto provoca por un lado
gue un numero considerado de pacientes se realicen una colonoscopia, intervencidon con ciertos riesgos, y por otro lado
provoca un aumento en las listas de espera y, que los pacientes que si tengan pdlipos o cancer tengan que sufrir un retraso
en su diagndstico. Por estas razones son necesarios nuevas herramientas que mejoren el programa de cribado de CCR.

Se propuso la TLB como segunda prueba después del positivo en el test de SOH. Para ello, se realizd un primer
reclutamiento de pacientes (n = 514), tomando una muestra de suero el mismo dia de la colonoscopia, para evitar visitas
innecesarias de los pacientes al hospital, al igual que se ha realizado en otros estudios. (160-164) El dia de la colonoscopia
los pacientes acuden tras haber tomado una preparacion (laxante), ademas de estar 24 horas sin tomar sélidos. Ademas
se recogio el resultado de la colonoscopia para clasificar a los pacientes en: 1/ Grupo normal (n = 247), que incluye a los
pacientes sin hallazgos en el colon y a los pacientes con pélipos no patoldgicos (hiperplédsicos); 2/ Grupo patoldgico (n =
267), incluidos cualquiera de los siguientes pacientes: 2.A/ Pélipo no avanzado (adenoma tubular < 10 mm y con displasia
de bajo grado o pélipo serrado < 10 mm y sin displasia); 2.B/ Pélipo avanzado (adenoma con histologia vellosa, = 10 mm,
o con displasia de alto grado; o pdlipo serrado = 10 mm o con displasia; o mas de dos lesiones ya sean adenomas tubulares
o serrados, independientemente de sus caracteristicas); 2.C/ CCR.

Todos los pacientes firmaron un consentimiento voluntariamente, aprobado por el CEICA de Zaragoza (Cl: PI19/059 fecha
13 de marzo de 2019, no. 05/2019). El procesamiento de las muestras y la obtencién de los termogramas se realizé como
se ha descrito previamente en el resto de los apartados.

Cada termograma se analizd aplicando el procedimiento fenomenoldgico de deconvolucidon multiparamétrica de seis
componentes, para posteriormente obtener un modelo de regresion logistica (GLM) mediante la aplicacion de los once
parametros segundarios procedentes de cada transicion, llamado TLB score. (42,44) Se obtuvo un TLB score con unos
resultados no tan prometedores como se habian obtenido previamente en los anteriores estudios. En este punto se puso
el foco en el grupo de pacientes con colonoscopia normal y se compard sus termogramas con los de un grupo de sanos
donantes de banco de sangre. Se observd visualmente que existian diferencias entre ambos grupos. Se analizé6 qué
diferencias podian existir entre ellos. Una de las hipdtesis era las condiciones preanaliticas de cada grupo, es decir, el
grupo de pacientes del programa de cribado habian realizado una preparacion justo antes de la toma de la muestra,
mientras que los sanos de bando de sangre no. Por esta razdn, se inicid un estudio segundario para analizar si la
preparacion de la colonoscopia podia tener un reflejo en suero y detectarse cambios mediante la TLB.

Para estudiar el efecto de la preparacion, se recluté a 55 de pacientes entre enero y febrero del 2020, cuya colonoscopia
habia sido normal en el primer reclutamiento. En este grupo de pacientes se le tomd una segunda muestra de suero en
condiciones preanaliticas estandar (ayuno entre 8-10 horas). Se compard estos 55 termogramas con los de banco de
sangre, donde las diferencias eran minimas, mientras que al realizar un analisis pareado con sus 55 termogramas de
muestras extraidas con preparacion, las diferencias eran claras.

A modo de comprobacion, se compard la concentracion de la PCR (proteina reactante de fase aguda) y de la albimina
(principal proteina del suero), al igual que los espectros de fluorescencia entre las 55 muestras tomadas con y sin
preparacion, existiendo diferencias estadisticamente significativas en todos los casos.

Por tanto, las condiciones preanaliticas del paciente son relevantes para la fiabilidad de la TLB. La preparacion de la
colonoscopia altera los niveles de proteinas sanguineas (y posiblemente de otros componentes), lo que hace que la TLB
(y posibles otras pruebas clinicas basadas en la composicion del suero) no sea fiable en términos de clasificar a los
pacientes segun los resultados de la colonoscopia. En algunos protocolos de investigacion que se llevan a cabo en los
programas de cribado de CCR, es habitual obtener muestras de sangre en el momento del procedimiento de colonoscopia,
pero esto es algo que debe reconsiderarse o se debe analizar el posible efecto de la preparacion en la técnica estudiada.
La validacion del estudio de la TLB en el programa de cribado de CCR se redisefio segln estas conclusiones y, desde
entonces, las muestras de suero de los pacientes se recogieron en condiciones preanaliticas estandar (ayuno de 8-10 h).

(Todos los detalles, material y métodos, resultados y discusion se puede ver en detalle en el apartado de PUBLICACIONES).
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Efecto del diluyente y del tipo de
muestra y primera aproximacion
del modelo iTLB



INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR), aunque es uno de los mas frecuentes, sobre todo en paises desarrollados, su mortalidad ha
ido disminuyendo en las Ultimas décadas. (165) Esta reduccion se debe en gran parte a la implementacion de programas
de cribado poblacional. Se ha demostrado que los programas de deteccion reducen la mortalidad por CCR en ambos
sexos. (165,166)

El cribado se define por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como “la identificacion presuntiva, con ayuda de
pruebas, exdmenes u otras técnicas susceptibles de aplicacion rapida, de los sujetos afectados por una enfermedad o por
una anomalia que hasta entonces habia pasado desapercibida”. En el caso del cribado de CCR, el objetivo es la reduccién
de la mortalidad, ya que la deteccién temprana mejora drasticamente su prondstico, pudiendo llegar a ser curable. De
hecho, el cribado de CCR es considerado, desde hace tiempo, uno de los programas mas eficaces. (84)

En el caso de Espafia, la poblacion diana del actual programa de cribado de CCR son los pacientes asintomaticos entre 50
y 70 afios. Consiste en un cribado bifasico o de dos etapas. Una primera fase donde se realiza la prueba de sangre oculta
en heces (SOH), seguida de una segunda fase donde se realiza una colonoscopia en caso de que la prueba de SOH sea
positivo (> 20 pg de hemoglobina/g de heces). La prueba SOH se caracteriza por ser barata y coste-efectiva. En cambio,
es mas sensible que especifica. Es decir, aproximadamente el 50% de los pacientes con SOH positivo no tienen ninguna
lesidn patoldgica observable en la colonoscopia. Una prueba de baja especificidad estadistica no sélo aumenta el coste
del programa de cribado, sino que también expone innecesariamente a los pacientes a un procedimiento invasivo y con
ciertos riesgos como la colonoscopia. Ademas, aumenta las listas de espera para la colonoscopia (133) y, por tanto, retrasa
el diagndstico de pacientes con lesiones patoldgicas.

El uso de la TLB como prueba complementaria intermedia entre la SOH y la colonoscopia (después de SOH positivo) podria
servir como herramienta no invasiva para seleccionar y priorizar mejor a los pacientes dirigidos a colonoscopia. Uno de
los aspectos que se ha estudiado menos frecuentemente son las condiciones preanaliticas de las pruebas de laboratorio,
es decir, las condiciones y elementos que abarcan desde la toma de la muestra hasta el analisis de la misma en el
laboratorio. En el caso de la TLB, debido a que no es una prueba establecida en los circuitos del laboratorio clinico, no se
han realizado demasiados estudios preanaliticos, pero esto es un aspecto que podria afectar a cualquier prueba analitica.
Uno de los factores a tener en cuenta en la toma de una muestra de sangre periférica son las condiciones de ayuno del
paciente. En el caso de la colonoscopia, los pacientes deber realizar una preparacion que consiste en una limpieza del
colon. Para ello, deben realizar una dieta libre en residuos y, durante las 24 horas previas a la colonoscopia, deben tomar
sélo alimentos liquidos ademas de un laxante (Citrafleet®). Esta situacion no patolégica tiene un reflejo en sangre
periférica, de manera que técnicas tan sensibles como la TLB pueden detectarlas como patoldgicas (ver articulo en el
apartado de PUBLICACIONES). Asi, debido a la preparacion del paciente, la composicion de la sangre periférica
(fundamentalmente proteinas, pero en principio también otras biomoléculas) se puede ver alterada. Por esta razon, es
muy importante que, si se quiere estudiar la potencial utilizacion de la TLB en pacientes del programa de cribado de CCR,
deben realizarse las extracciones de sangre periférica antes de empezar con la preparacion.

Otra de las cuestiones preanaliticas que no se ha estudiado es el tipo de muestra. En el caso de muestras de sangre
periférica, la mas habitual es la muestra de suero, pero existen otras como el plasma tratado con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), con heparina, etc. Existen pruebas de laboratorio que permiten el uso de varios tipos
de muestras indistintamente, como por ejemplo la concentracion de glucosa en suero y en plasma de heparina de litio,
pero otras pruebas no lo permiten debido a interferencias y/o incompatibilidades. Un caso tipico es la concentracion del
ion potasio en plasma-EDTA, cuya concentracion estd sobreestimada. En el caso de la TLB, la mayoria de los estudios han
empleado muestras de plasma-EDTA, (9,12,15-18,20,33) mientras que unos pocos utilizaron suero, (8,13,21) e incluso
existe un estudio que utilizé plasma de heparina de sodio. (41) Ademas, existe un grupo de publicaciones donde nombran
a las muestras como “plasma” sin dejar claro qué tipo de plasma es. (6,7,10,14) Una forma facil y rdpida de saber si el
termograma procede de una muestra de suero o de plasma (independientemente del tipo que sea) consiste en observar
la transicion térmica del fibrindgeno en torno a los 50°C. (167) Lo que no se sabe es si el resto del termograma también
cambia segln el tipo de muestra. Debido a que no existe ningln estudio de muestras pareadas procedentes de los mismos
pacientes y en la misma extraccion tratadas de forma diferente (diferente tipo de muestra), no se puede confirmar que
se puedan usar indistintamente muestras de suero o plasma.
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De igual manera, otra de las variables preanaliticas a tener en cuenta en la TLB es el uso del diluyente de la muestra. La
mayoria de los estudios utilizan como diluyente el tampdn fosfato salino (PBS), (8,10,13,16,21,29,33,42—-44) mientras que
hay otros grupos que utilizaron suero fisiolégico o cloruro sédico (NaCl) al 0.9%. (12,15,17,18,20,168) Tampoco existe
ninguna publicacion donde se estudie si el uso de un diluyente u otro puede ser intercambiable, excepto un estudio donde
compara el uso de agua con el uso de PBS, en el que concluyen que los termogramas son visualmente diferentes. (169)

Por todas estas razones, en este estudio se propone como objetivos analizar el resultado de la TLB en muestras de sangre
periférica de pacientes del programa de cribado de CCR para evaluar:

1. Siel uso de suero y plasma-EDTA se puede utilizar indistintamente, mediante la aplicacién de la metodologia
propuesta por nuestro grupo donde se utiliza Unicamente el rango entre 60°C y 80°C, evitando la region del
fibrindgeno.

2. Si el uso de diferentes diluyentes (PBS, NaCl 0.9% y agua Milli-Q) proporciona diferentes termogramas o se
pueden utilizar indistintamente.

3. En el caso de que estas condiciones proporcionen diferentes perfiles de termogramas, se buscaran las
condiciones 6ptimas (mas informativas o reproducibles) para su aplicacion en el programa de cribado de CCR.
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MATERIAL Y METODOS

Sujetos

Entre marzo del 2021 y mayo del 2022 se reclutaron pacientes procedentes del programa de cribado de cancer colorrectal
que habian dado positivo en la prueba de SOH (punto de corte de 20 ug de hemoglobina por gramo de heces) y que
estaban pendientes de la realizacion de la colonoscopia en el Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa (HCULB). Se creé
un circuito mediante el cual se disponia semanalmente de un listado de pacientes, a los cuales se les habia enviado
previamente la notificaciéon del resultado del test de SOH positivo. Se contactd telefénicamente con cada paciente para
informar del estudio que se estaba realizando, de si querian participar voluntariamente en él y de qué implicaba su
participacion. Los pacientes que aceptaron fueron citados en el mismo hospital para la obtencion de muestras de sangre
periférica, antes de empezar con la preparacién previa a la colonoscopia (es decir, antes de tomar Citrafleet®). El dia de la
extraccion habian pasado al menos tres horas desde la ultima comida, sin llegar a ser un ayudo prolongado. Para ello, la
hora de la cita era entre las 13h y las 14h aproximadamente, permitiendo tomar el desayuno y no realizar la comida hasta
después de la extraccidn. La toma de liquidos, como agua durante la mafiana, si estaba permitida, incluso muy
recomendada en los meses de mds calor para facilitar la extraccion de sangre. De cada paciente se obtuvo una muestra
de suero y una muestra de plasma-EDTA. Se aprovechd el dia de la extraccion para la firma de los consentimientos
informados por parte de los pacientes, de acuerdo con las recomendaciones del Comité de Etica de la Investigacion de la
Comunidad Auténoma de Aragén (CEICA) (Espafia, Cl: PI22/133 a fecha de 18 de mayo de 2022, no. 10/2022).

Los criterios de exclusion fueron:

- Pacientes sintomaticos con indicacién de una colonoscopia diagndstica, con antecedentes de enfermedad
inflamatoria intestinal, con riesgo elevado de CCR (CCR familiar, CCR hereditario y sindrome de poliposis, incluido
el sindrome de Lynch, poliposis adenomatosa familiar, poliposis asociada a MUTHY, sindrome de Peutz-Jeghers,
poliposis juvenil, etc.), asi como los pacientes remitidos por pdlipos y/o vigilancia de CCR.

- Paciente con colonoscopia incompleta donde no se alcanzo el ciego, o con una preparacion intestinal inadecuada
segun la Escala de Preparacion Intestinal de Boston. (170)

- Pacientes donde no se recuperd algun pdlipo durante la colonoscopia, ya que no permitia una correcta
clasificacién de los pacientes.

Por lo tanto, se incluyeron en el estudio pacientes asintomaticos con una visualizacion completa del colon, asi como
aquellos con una colonoscopia incompleta por la visualizacidon de una masa neoplasica, y cuya extraccion de muestras de
sangre periférica se realizd antes de la primera colonoscopia, en caso de haber una segunda por mala preparacion.

Se recogieron datos demograficos (edad y sexo) y los resultados del informe de la colonoscopia y de anatomia patoldgica
de los pdlipos extirpados. En el caso de los pacientes que realizaron dos colonoscopias, debido a que la primera tenia una
preparacion inadecuada, se tuvieron en cuenta los hallazgos encontrados en ambas colonoscopias.

Clasificacidn del resultado de la colonoscopia

Se utilizé el informe de la colonoscopia para determinar el nimero y tamafio de las lesiones, y el resultado del laboratorio
de Anatomia Patoldgica para determinar la displasia y vellosidad de los pdlipos, asi como la confirmacién de los
adenocarcinomas. En funcion de estos resultados, se utilizaron dos guias para la clasificacion del resultado de la
colonoscopia:

e Segln la actualizacion del 1018 de la Guia de Practica Clinica del Diagnédstico y Prevencién del Cancer de Colon:
(85,86)

o Colonoscopia sin Hallazgos: se incluyen aquellos pacientes en cuya colonoscopia no se encontré
ninguna lesion, donde algunos de ellos podian tener alguna patologia que pudiera justificar el sangrado
en heces (hemorroides, diverticulos, etc.). También se incluyd en este grupo a los pacientes con pdlipos
no patoldgicos conocidos como hiperplasicos.
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o Colonoscopia con Pdlipos No Avanzados: pacientes con 1 o 2 pélipos, menores a 10 mm y con displasia
de bajo grado.

o Colonoscopia con Pdlipos Avanzados: pacientes que cumplen uno de los siguientes criterios: con 3 o
mas polipos independientemente de su tamano y displasia; o que algun pdlipo tenga mas de 10 mm; o
que algun pdlipo tenga displasia de alto grado.

o Colonoscopia con CCR: pacientes con adenocarcinoma.

e Segun la actualizacién del 2020 de la Sociedad Europea de Endoscopias Digestivas: (86)

o Colonoscopia sin Hallazgos: pacientes sin lesiones patoldgicas, como los incluidos en la guia del 2018.
Colonoscopia sin Seguimiento: pacientes entre 1y 4 p6lipos, menores de 10 mm y con displasia de bajo
grado.

o Colonoscopia con Seguimiento a los 3 afios: se incluyen en este grupo aquellos pacientes que cumplen
una de las siguientes caracteristicas: tener 5 0 mas pdlipos; o tener un pélipo mayor a 10 mm; o tener
un poélipo con displasia de alto grado.

Colonoscopia con Seguimiento a los 3-6 meses: tener al menos un pélipo de 20 mm o mas.
Colonoscopia con CCR: pacientes con adenocarcinoma, como en la guia del 2018.

Para aplicar la metodologia de analisis de los termogramas propuesta y descrita previamente en el apartado Desarrollo
de un modelo de aprendizaje automatizado para el diagndstico y prondstico del cdncer de pancreas mediante muestras
de suero analizadas por TLB, era necesario dividir en dos grupos a los pacientes. De esta manera, se utilizaron tres
clasificaciones del resultado de la colonoscopia:

- Clasificacién A: Sin Hallazgos vs Pdlipos (no avanzados y avanzados) y CCR, segun la guia del 2018.

- Clasificacién B: Sin Hallazgos y Pélipos No Avanzados vs Pélipos Avanzados y CCR, segun la guia del 2018.

- Clasificacién C: Sin Hallazgos y Sin Seguimiento vs Con seguimiento (a los 3 afios y a los 3-6 meses) y CCR, segun
la guia del 2020.

Procesamiento de las muestras de suero

De cada paciente se obtuvo una muestra de suero y una muestra de plasma-EDTA, ambas tras centrifugacidén a 3000 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante se separd en alicuotas y se prepararon las diferentes diluciones para su andlisis en
por la TLB. De cada muestra (suero y plasma-EDTA) se realizaron tres tipos de diluciones, cada una de ellas con un
diluyente diferente. Especificamente, en este estudio se utilizé PBS, NaCl 0.9% y agua Milli-Q, aplicando en todas ellas el
mismo factor de dilucion de 1:25. Las diferentes diluciones y las alicuotas de suero y plasma-EDTA sobrante se guardd a -
80°C. Las diluciones se descongelaron el dia del analisis en el calorimetro automatico de alta sensibilidad VP-DSC
(MicroCal, Malvern-Panalytical, Malvern, UK). Todas las muestras, alicuotas y diluciones recibieron un cédigo interno para
asegurar el anonimato de las muestras, de acuerdo con las recomendaciones del CEICA aprobadas.

La obtencidn de los termogramas a partir de muestras de suero y plasma-EDTA se realizd6 como se ha explicado en el
apartado Desarrollo de un modelo de aprendizaje automatizado para el diagndstico y prondéstico del cancer de pancreas
mediante muestras de suero analizadas por TLB.

Andlisis de los datos
Metodologia para obtener los modelos de clasificacion

Segun el tipo de muestra (suero y plasma-EDTA), el tipo de diluyente usado (PBS, NaCl 0.9% y agua Milli-Q) y el tipo de
clasificacién de la colonoscopia (Clasificacidon A, B y C), se aplicd la metodologia propuesta previamente en el apartado
Desarrollo de un modelo de aprendizaje automatizado para el diagndstico y prondstico del cancer de pancreas
mediante muestras de suero analizadas por TLB, para el analisis de termogramas y la obtencidon de un modelo de
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clasificacién basado en algoritmos de aprendizaje automatizado, caracterizado por el uso de parejas de temperaturas
como variables predictivas, aplicando penalizaciones tipo Lasso y aleatorizando 100 veces el grupo de entrenamiento y
validacion. Debido a que se disponia siempre de grupos desbalanceados, el entrenamiento se realizé con 50 pacientes de
un grupo (sin hallazgos patolégicos en la colonoscopia) y 50 pacientes del otro (con hallazgos patoldgicos en la
colonoscopia), aleatorizando 100 veces su seleccidn, y validando con el resto de los pacientes de cada grupo.

Se aplicaron todas las combinaciones posibles (muestra, diluyente y clasificacion segun la colonoscopia) obteniendo 18
modelos iTLB basados Unicamente en el andlisis de termogramas (Tabla 40).

Tabla 40: Combinaciones segun el tipo de muestra, el tipo de diluyente y el tipo de clasificacién segun el resultado de la
colonoscopia, para obtener 18 modelos iTLB distintos, uno para cada condicidn.

Muestra:
Diluyente: Suero Plasma-EDTA
Clasificacion A Clasificacion A
PBS Clasificacion B Clasificacion B
Clasificacion C Clasificacion C
Clasificacion A Clasificacion A
NaCl 0.9% Clasificacion B Clasificacion B
Clasificacion C Clasificacion C
Clasificacion A Clasificacion A
Agua mili-Q Clasificacion B Clasificacion B

Clasificacion C

Clasificacion C

Notas: Clasificacion A: sin hallazgos vs pdlipos no avanzados o avanzados o CCR; Clasificacion B: sin hallazgos o pdlipos no avanzados vs
pdlipos avanzados o CCR; Clasificacidn C: sin hallazgos o sin seguimiento vs con seguimiento a los 3 afios o a los 3-6 meses o con CCR;
PBS: tampdn fosfato salino; NaCl: cloruro sédico; EDTA: acido etilendiaminotetraacético.

Comparacion de los termogramas segun el tipo de diluyente y el tipo de muestra utilizada

Con el objetivo de analizar si el uso de diferentes diluyentes/muestras proporcionaba diferentes curvas de termogramas
y, si en algun caso seria compatible el uso de un diluyente/muestra u otro indistintamente, primero se compararon las
curvas de los termogramas visualmente. En el caso de que visualmente no se observasen diferencias, se compararon las
parejas de temperaturas (variables predictoras de los modelos iTLB), partiendo de la hipdtesis de que, si los termogramas
eran intercambiables, se seleccionarian parejas de temperaturasiguales o parecidas en los modelos iTLB ajustados cuando
se cambiaban las condiciones (el tipo de muestra o el tipo de diluyente). En el caso de que se encontrasen modelos iTLB
con las mismas parejas de temperaturas o parecidas, se aplicd el modelo iTLB ajustado bajo unas condiciones (un tipo de
muestra y un tipo de diluyente) sobre los termogramas obtenidos bajo otras condiciones (otro tipo de muestra u otro tipo
de diluyente). En este caso, se utilizé los resultados del modelo iTLB usando el punto de corte estdndar de cero para
comparar si el modelo iTLB clasificaba de igual manera (< o > cero) a los termogramas obtenidos bajo unas condiciones u
otras.

Seleccion del modelo iTLB dptimo para el programa de cribado de cdncer colorrectal

Se obtuvieron 18 modelos iTLB procedentes Unicamente del andlisis de los termogramas, cada uno de ellos con diferentes
condiciones (tipo de muestra, de diluyente y de clasificacidon segun el resultado de la colonoscopia). La seleccion del
modelo dptimo para poder aplicar en el programa de cribado de cancer colorrectal se decidié aplicando el siguiente
criterio: el mejor equilibrio entre clasificar correctamente al mayor nimero de pacientes con CCR, y maximizar la
especificidad (reducir el nimero de falsos negativos).

Posteriormente se propuso la introduccién de las variables sexo (masculino/femenino) y edad (dicotomizado por su
mediana). Para introducir alguna de estas variables, primero se analizd si existian diferencias estadisticamente
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significativas entre los grupos que se pretendian diferenciar (colonoscopia sin hallazgos patoldgicos vs colonoscopia con
hallazgos patoldgicos). En este caso particular se considerd un p-valor de 0.25 para valorar la introduccidn de estas
variables. Si cumplian este requisito, se introducian en el modelo junto con las parejas de temperaturas mas frecuentes
de cada modelo iTLB (de igual manera que se ha realizado en el apartado Transformacion del diagnéstico de PDAC:
analisis comparativo integral de biomarcadores clinicos, TLB y enfoques integrados, y en el apartado Aportacion de la
TLB en el diagndstico temprano del CCR y en la busqueda de nuevos biomarcadores junto con la espectrometria de
masas). De esa forma se obtuvieron otros 18 nuevos modelos. La seleccidn del éptimo se realizd aplicando los mismos
criterios descritos anteriormente.

Andlisis estadistico aplicado

La prueba de Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors o de Shapiro-Wilk (segun el tamafio muestral) se realizd para evaluar la
normalidad de las variables. Las medianas entre dos grupos independientes se compararon mediante la prueba de
Wilcoxon de muestras no pareadas para variables no distribuidas normalmente. La asociacidn entre grupos para variables
cualitativas se evalué mediante la prueba de ¥*> de Pearson con la correccién de Yates. La comparacion de AUC de las
curvas ROC se realizé mediante la prueba de Delong. Para todos los test, un p-valor bilateral inferior a 0.05 se considerd
estadisticamente significativo, excepto cuando se relaciond la edad y el sexo con el resultado de la colonoscopia, donde
se aplicd un p-valor de 0.25 para la introduccidn de estas variables en el modelo. Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el lenguaje y entorno para la informatica estadistica del equipo central de R, en su version 4.3.2 (31 de octubre
de 2023).
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RESULTADOS

Se reclutaron 209 pacientes procedentes del programa de cribado de CCR, los cuales dieron positivo en el test de SOH.
De los 209 pacientes, 12 de ellos fueron excluidos del estudio por los siguientes motivos: 9 pacientes no pudieron
clasificarse por no tener un resultado fiable de la colonoscopia, sobre todo porque no se habia recuperado algun pdélipo;
hubo 2 pacientes con diagndstico de enfermedad inflamatoria digestiva (colitis); a uno de los pacientes se le realizé la
extraccion de sangre periférica justo antes de la segunda colonoscopia, ya que se le pidié repetir la primera por no estar
suficientemente limpio el colon para realizar la visualizacidn por parte de los endoscopistas. A los 197 pacientes restantes
se les extrajo una muestra de suero y una muestra de plasma-EDTA, excepto a dos pacientes cuya muestra de plasma-
EDTA no se pudo realizar debido a una extraccion complicada. Por lo tanto, finalmente se dispuso de 197 muestras de
suero y 195 muestras de plasma-EDTA.

De los 197 pacientes incluidos en el estudio, el 53.81% (106/197) eran de sexo masculino, con una mediana de edad de
64.00 afios [61.00; 67.00]. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la mediana de la edad de los
pacientes de sexo masculino (64.00 [61.00; 67.00] afios) y femenino (64.00 [61.00; 67.00] afios) (prueba de Wilcoxon: p-
valor = 0.803).

Segun el resultado de la colonoscopia y de las guias aplicadas (la del 2018 y la del 2020), se clasificd a los pacientes segun:

- Clasificacién A: el 39.09% (77/197) tuvieron una colonoscopia sin hallazgos y el 60.91% (120/197) restante tenian
algun pdlipo (no avanzado o avanzado) o CCR (Figura 55.A).

- Clasificacién B: el 58.89% (116/197) tuvieron una colonoscopia sin hallazgos o con pdlipos no avanzados,
mientras que el 41.11% (81/197) tuvieron polipos avanzados o CCR (Figura 55.B).

- Clasificacion C: el 64.97% (128/197) no necesitaron un seguimiento tras la colonoscopia (bien porque no hubo
hallazgos en la colonoscopia o porque las lesiones encontradas no requerian de un seguimiento), y el 35.03%
(69/197) si lo necesitaron (algunos a los 3 afios, otros a los 3-6 meses y un pequefio grupo, por recibir un
diagnéstico de CCR) (Figura 55.C).

Clasificacion A Clasificacion B

Sin Hallazgos P.No Avanzado P.Avanzado Sin Hallazgos P.No Avanzado P.Avanzado
Colonoscopia Colonoscopia

o
I~
<
I~

o
w
o
w

Proporcion
o
N

o
=
Proporcion
o
N

o
-y

o
o
o
o

Clasificacién C

Sin Hallazgos No Seguimiento Seguimiento 3 afios Seguimiento 3-6 meses
Colonoscopia

Proporcion
o o o
3% w ESS

o
o

o
=}

Notas: P: pdlipo; CCR: cancer colorrectal.

Figura 55: Proporcién de pacientes del programa de cribado de cédncer de colorrectal, segin el resultado de la
colonoscopia. A/ Clasificacién A: Sin Hallazgos vs Pdlipos (no avanzados, avanzados) y CCR; B/ Clasificacion B: Sin Hallazgos
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y Pdlipos No Avanzado vs Pélipos Avanzados y CCR; C/ Clasificacion C: Sin Hallazgos y Sin Seguimiento vs Con seguimiento
(alos 3 afios y a los 3-6 meses) y CCR.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la mediana de edad de los dos grupos generados segun
el resultado de la colonoscopia (Clasificacion A, B y C) (Tabla 41). En cambio, si se observd una mayor proporcién de
pacientes de sexo masculino en los grupos con hallazgos patoldgicos en la colonoscopia, aunque sdélo fue estadisticamente
significativo en la Colonoscopia A (Tabla 41 y Figura 56).

Tabla 41: Relacion de la edad y el sexo segtin el resultado de la colonoscopia (Clasificacion A, By C).

Edad (afios)

Sin Hallazgos Patologicos Con Hallazgos Patolégicos p-valor
Clasificacién A 64.00 [61.00; 67.00] 64.00 [61.00; 67.00] 0.823
Clasificacion B 64.00 [61.00; 67.00] 64.00 [61.00; 67.00] 0.795
Clasificacion C 64.00 [61.00; 67.00] 63.00 [61.00; 68.00] 0.774
Sexo
Sin Hallazgos Patoldgicos Con Hallazgos Patolégicos
Masculino Femenino Masculino Femenino p-valor
Clasificacion A 30 (38.96%) 47 (61.04%) 76 (63.33%) 44 (36.67%) 0.001
Clasificacion B 57 (49.14%) 59 (50.86%) 49 (60.49%) 32 (39.51%) 0.153
Clasificacion C 64 (50.00%) 64 (50.00%) 42 (60.87%) 27 (39.13%) 0.190

Notas: Se representa Q2 [Q1; Q3] de las variables continuas, y el nimero (%) de las variables categoricas; p-valores obtenidos con la
prueba de Wilcoxon al comparar la mediana de una variable continua entre dos grupos, o mediante la prueba de ¥2 (con la correccién
de Yates) al analizar la asociacidn de dos variables categoricas; CCR: cancer colorrectal; Sin Hallazgos Patolégicos en Clasificacion A: sin
hallazgos; Sin Hallazgos Patoldgicos en Clasificacion B: sin hallazgos o con pdlipos no avanzados; Sin Hallazgos Patoldgicos en
Clasificacidn C: sin hallazgos o sin seguimiento; Con Hallazgos Patoldgicos en Clasificacion A: pdlipos no avanzados o avanzados o CCR;
Con Hallazgos Patolégicos en Clasificacion B: con pdlipos avanzados o CCR; Con Hallazgos Patolégicos en Clasificacion C: con
seguimiento a los 3 afios o 3-6 meses o con CCR.

% Chi cuadrado (Yates): p=0.001 B Chi cuadrado (Yates): p=0.153  © Chi cuadrado (Yates): p=0.190
1.00 1.00 1.00
o - FOT5 & oe
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<] <] <]
00.25 0. 0.25 0. 0.25
0.00 0.00 0.00
Sin Hallazgos Con Hallazgos Sin Hallazgos Con Hallazgos Sin Hallazgos Con Hallazgos
Patolégicos Patolégicos Patologicos Patologicos Patologicos Patolégicos
Clasificacion A Clasificacion B Clasificacion C

Notas: Sin Hallazgos Patolégicos en Clasificacidn A: sin hallazgos; Sin Hallazgos Patoldgicos en Clasificacidn B: sin hallazgos o con pélipos
no avanzados; Sin Hallazgos Patoldgicos en Clasificacidn C: sin hallazgos o sin seguimiento; Con Hallazgos Patolégicos en Clasificacidon
A: pdlipos no avanzados o avanzados o CCR; Con Hallazgos Patoldgicos en Clasificacion B: con pdlipos avanzados o CCR; Con Hallazgos
Patoldgicos en Clasificacidon C: con seguimiento a los 3 afios o 3-6 meses o con CCR.

Figura 56: Asociacion entre el sexo (masculino y femenino) de los pacientes del programa de cribado de cancer colorrectal
y el resultado de la colonoscopia. A/ Segun la Clasificacion A; B/ Segun la Clasificacion B; C/ Segun la Clasificacion C.

A. Comparacion de los termogramas obtenidos al utilizar diferentes diluyentes (PBS, NaCl 0.9% y agua mili-Q) y distintos
tipos de muestras (suero y plasma-EDTA)
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Comparaciones visuales de los termogramas

La comparacidn de los termogramas obtenidos segun el tipo de diluyente usado (PBS, NaCl 0.9% y agua mili-Q) y segun
el tipo de muestra (suero y plasma-EDTA) se realizé primero de forma visual. Como se puede ver en la Figura 57, los
termogramas obtenidos cuando se usaba agua Milli-Q como diluyente eran muy diferente a cuando se usaba PBS o NaCl
0.9%. Mientras que al comparar los termogramas segun el tipo de muestra, se observa el pico en torno a los 50°C en las
muestras de plasma-EDTA. Este pico se aprecia sobre todo al usar como diluyente PBS o NaCl 0.9%. Es decir, al usar como
diluyente el agua Milli-Q no se observa dicho pico, lo que disminuye las diferencias entre las muestras de suero y plasma-
EDTA.

A B c
Muestra: Suero Muestra: Suero Muestra: Suero
Diluyente: PBS Diluyente: NaCl 0.9% Diluyente: Agua mili-Q
0.081 . 0.081 0.08
T‘T0.0G [ 30_064‘ A 75:\0.06
20.041 30.044‘ 20.04
50.02 80.02‘ 50.02
0.00 0.004 0.00
40 60 80 40 60 80 40 60 80
Temperatura (°C) Temperatura (°C) Temperatura (°C)
D E F
Muestra: Plasma-EDTA Muestra: Plasma-EDTA Muestra: Plasma-EDTA
Diluyente: PBS Diluyente: NaCl 0.9% Diluyente: Agua mili-Q
0.08 , 0_081 0.08
5 0.06 G0.0G“ A 5 0.06
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50.02 80.02‘ 50.02
0.00- 0.001 0.00-
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Notas: Cp: capacidad calorifica; u.a.: unidades arbitrarias; PBS: tampdn fosfato salino; NaCl: cloruro sédico; EDTA: &acido
etilendiaminotetraacético.

Figura 57: Medias y desviacion estandar en sombreado de los termogramas obtenidos segun diferentes tipos de muestras
y distintos diluyentes.

Efecto del diluyente a través de los coeficientes de los modelos iTLB

Debido a que los termogramas obtenidos cuando se usaba como diluyente PBS y NaCl 0.9% eran muy parecidos,
posteriormente se compararon las parejas de temperaturas seleccionadas en los modelos iTLB ajustados usando cada
uno de los diluyentes, segin la metodologia propuesta para de andlisis de termogramas. Para cada una de las condiciones
se obtuvieron tres modelos iTLB, segln el resultado de la colonoscopia (Clasificacién A, B y C). Como se puede observar
en la Figura 58, se compararon las parejas de temperaturas segiin mismo resultado en la colonoscopia (Clasificacién A, B
y C) y seglin mismo tipo de muestra (suero o plasma-EDTA), es decir, se compararon las parejas de temperaturas de las
Figura 58.A, B, C, J, Ky L con las parejas de temperaturas de las Figura 58.D, E, F, M, N y O respectivamente. No se observé
ninguna pareja de temperatura que se repitiera en cada una de las comparaciones predichas.

Efecto de la muestra a través de los coeficientes de los modelos iTLB

Debido a que visualmente no era posible distinguir entre suero y plasma-EDTA dentro del rango entre los 60°C y los 80°C,
rango que se utiliza en la metodologia propuesta para obtener los modelos iTLB, se compararon las parejas de
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temperaturas seleccionadas en los modelos iTLB obtenidos segun se emplease muestra de suero o de plasma-EDTA. Es
decir, se compararon las Figura 58.A, B, C, D, E, F, G, He | con las Figura 58. J, K, L, M, N, O, P, Q y R respectivamente.

Se observé que la pareja de temperaturas “74>64" se repetia tanto en suero como en plasma-EDTA cuando se utilizaba
el PBS como diluyente y se obtenia un modelo para diferenciar los pacientes segun la Clasificacion B (Figura 58.B y K). Lo
mismo ocurria con la pareja de temperaturas “68>71" en suero y plasma-EDTA al usar NaCl 0.9% como diluyente y obtener
un modelo para diferenciar a los pacientes segun la Clasificacion C (Figura 58.F y O). Ademas, se encontré una mayor
similitud en las parejas de temperaturas seleccionadas entre los modelos obtenidos en suero y plasma-EDTA al usar como
diluyente el PBS y diferenciar a los pacientes segun la Clasificacion C (Figura 58.C y L), ya que las tres parejas de
temperaturas, aunque no eran exactamente las mismas en todos los casos, tenian valores muy préximos. También, se
observd una elevada similitud en las parejas de temperaturas entre los modelos obtenidos en suero y plasma-EDTA al
usar como diluyente el agua Milli-Q y diferenciar a los pacientes segun la Clasificacién C (Figura 58.1y R).
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Notas: PBS: tampdn fosfato salino; NaCl: cloruro sédico; EDTA: acido etilendiaminotetraacético; Clasificacidn A: sin hallazgos vs pélipos
no avanzados o avanzados o CCR; Clasificacidn B: sin hallazgos o pdlipos no avanzados vs pélipos avanzados o CCR; Clasificacion C: sin
hallazgos o sin seguimiento vs con seguimiento a los 3 afios o a los 3-6 meses o con CCR.

Figura 58: Valor absoluto de los coeficientes de las variables predictoras (parejas de temperaturas) seleccionadas en los
diferentes modelos iTLB obtenidos en cada una de las condiciones: segln el tipo de muestra, suero (A-1) o plasma-EDTA
(J-R); segun el diluyente empleado, PBS (A-C, J-L) o NaCl 0.9% (D-F, M-0) o agua Milli-Q (G-I, P-R); segun el resultado de
la colonoscopia, Clasificacion A (A, D, G, J, M, P) o Clasificacién B (B, E, H, K, N, Q) o Clasificacion C (C, F, I, L, O, R).

Efecto de la muestra aplicando los modelos iTLB ajustados en suero, sobre los termogramas de plasma-EDTA vy viceversa

Se encontraron elevadas semejanzas en las parejas de temperaturas de los modelos iTLB al comparar el tipo de muestra
(suero y plasma-EDTA), para diferenciar segun la Clasificacion C, tanto al usar PBS como agua Milli-Q como diluyente. Para
comprobar si eran intercambiables las muestras de suero y plasma-EDTA bajo estas condiciones, por un lado, se aplico el
modelo iTLB obtenido en muestras de suero a los termogramas de muestras de plasma-EDTA de los mismos pacientes,
usando en ambos casos PBS como diluyente y la categoria Clasificacidon C. Se observé que 5 pacientes con resultado
negativo (< 0) en el modelo iTLB en suero obtenian luego un resultado positivo (> 0) al usar la informacién de sus
termogramas de muestras de plasma-EDTA. Ademas, 51 pacientes con resultado positivo en el modelo iTLB en suero
obtuvieron un resultado negativo al aplicar dicho modelo sobre los termogramas de muestras de plasma-EDTA (Figura
59.A). Es decir, un 28.72% (56/195) de los pacientes no tuvieron los mismos resultados cuando se uso la informacion de
sus termogramas de muestras de suero o de plasma-EDTA. Se repitié lo mismo, pero aplicando el modelo iTLB en plasma-
EDTA sobre los termogramas en suero (Figura 59.B), obteniendo que 21 pacientes con resultado negativo (< 0) en el
modelo iTLB en plasma-EDTA obtenian luego un resultado positivo (> 0) al usar la informacidn de sus termogramas de
muestras de suero. Y 11 pacientes con resultado positivo en el modelo iTLB en plasma-EDTA, obtuvieron un resultado
negativo al aplicar dicho modelo sobre los termogramas de muestras de suero. Es decir, un 16.41% (32/195) de los
pacientes no obtuvieron los mismos resultados seglin la muestra utilizada (plasma-EDTA o suero) al usar PBS como
diluyente.

Por otro lado, se aplicé el modelo iTLB obtenido en muestras de suero a los termogramas de muestras de plasma-EDTAy
viceversa, usando en ambos casos como diluyente el agua Milli-Q y para diferenciar segun la Clasificacion C. Se observé
que 13 pacientes con resultado negativo (< 0) en el modelo iTLB en suero obtenian luego un resultado positivo (> 0) al
usar la informacion de sus termogramas de muestras de plasma-EDTA. Ademas, 63 pacientes con resultado positivo en el
modelo iTLB en suero obtuvieron un resultado negativo al aplicar dicho modelo sobre los termogramas de muestras de
plasma-EDTA (Figura 59.C). Es decir, un 38.97% (76/195) de los pacientes no tuvieron los mismos resultados cuando se
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usé la informacién de sus termogramas de muestras de suero o de plasma-EDTA. Se repitié lo mismo, pero aplicando el
modelo iTLB en plasma-EDTA sobre los termogramas en suero (Figura 59.D), obteniendo que 34 pacientes con resultado
negativo (< 0) en el modelo iTLB en plasma-EDTA obtenian luego un resultado positivo (> 0) al usar la informacidn de sus
termogramas de muestras de suero. Y 35 pacientes con resultado positivo en el modelo iTLB en plasma-EDTA, obtuvieron
un resultado negativo al aplicar dicho modelo sobre los termogramas de muestras de suero. Es decir, un 35.38% (69/195)
de los pacientes no obtuvieron los mismos resultados segin la muestra utilizada (plasma-EDTA o suero) al usar agua Milli-
Q como diluyente.

Modelo iTLB (diluyente:PBS; Clasificacion C) [l <0 [ >0

i

Suero Plasma-EDTA Plasma-EDTA Suero
Muestra Muestra
Modelo iTLB (diluyente:Agua Milli-Q; Clasificacion C) [ll <0 [ >0

. -

Suero Plasma-EDTA Plasma-EDTA Suero
Muestra Muestra

g

Notas: iTLB: intelligent Thermal Liquid Biopsy; PBS: tampdn fosfato salino; EDTA: acido etilendiaminotetraacético; Clasificacion C: sin
hallazgos o sin seguimiento vs con seguimiento a los 3 afios o a los 3-6 meses o con CCR.

Figura 59: Modelo iTLB para diferenciar segun la Clasificacién. A/ Obtenido en muestras de suero y aplicado a los mismos
pacientes, pero en muestras de plasma-EDTA, usando PBS como diluyente; B/ Obtenido en muestras de plasma-EDTA y
aplicado a los mismos pacientes, pero en muestras de suero, usando PBS como diluyente; C/ Obtenido en muestras de
suero y aplicado a los mismos pacientes, pero en muestras de plasma-EDTA, usando agua Milli-Q como diluyente; D/
Obtenido en muestras de plasma-EDTA y aplicado a los mismos pacientes, pero en muestras de suero, usando agua Milli-
Q como diluyente.

B. Seleccidn del modelo iTLB para el programa de cribado de cdncer colorrectal

Una vez que se comprobd que se obtenian diferentes termogramas segun la muestra usada (suero o plasma-EDTA) y
segun el diluyente usado (PBS, NaCl 0.9% y agua Milli-Q), se realizaron todas las combinaciones posibles para obtener un
modelo iTLB en cada una de ellas. Ademas, en cada una de las combinaciones se obtuvieron tres modelos iTLB segun el
resultado de la colonoscopia (Clasificacion A, By C). Asi, se obtuvieron 18 modelos iTLB. Aplicando en todos ellos el mismo
punto de corte estandar de cero, se consideré el mejor modelo aquel que tenia el mejor equilibrio entre clasificar
erréneamente al menor nimero de pacientes con CCR y mayor especificidad. Usando este criterio, el modelo que tenia
el mejor equilibrio era el modelo iTLB para diferenciar segun la Clasificacion B, usando muestras de suero y como diluyente
agua Milli-Q (Figura 60).
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Notas: Se representa en color gris oscuro los modelos con mayor porcentaje de pacientes con CCR correctamente diagnosticados (en
la izquierda) y mayor especificidad (en la derecha), mientras que se representa en color azul el modelo que cumple ambos criterios
(clasificar correctamente a un elevado porcentaje de pacientes con CCR y tener elevada especificidad); CCR: cédncer colorrectal; iTLB:
intelligent Thermal Liquid Biopsy; PBS: tampdn fosfato salino; EDTA: acido etilendiaminotetraacético; NaCl: cloruro sédico; Clasificacion
A: sin hallazgos vs pélipos no avanzados o avanzados o CCR; Clasificacidon B: sin hallazgos o pélipos no avanzados vs pdlipos avanzados
o CCR; Clasificacion C: sin hallazgos o sin seguimiento vs con seguimiento a los 3 afios o a los 3-6 meses o con CCR.

Figura 60: En la izquierda, porcentaje de pacientes con CCR clasificados correctamente segun cada modelo iTLB. En la
derecha, porcentaje de especificidad en cada modelo iTLB.

El modelo iTLB seleccionado estaba formado por cuatro parejas de temperaturas (Figura 58.H). Las parejas de
temperaturas se pueden ver situadas en las medias de los termogramas de cada grupo en la Figura 61.A. Se observaron
diferencias estadisticamente significas en el modelo iTLB entre el grupo de pacientes con colonoscopias sin hallazgos
patoldgicos (-0.12 [-0.40;0.21]) y los pacientes con pélipos o CCR (0.21 [-0.12;0.58]. Prueba de Wilcoxon: p-valor = 0.001)
(Figura 61.B). Se obtuvo una AUC de 0.64 (ICss% = 0.56-0.72) teniendo en cuenta todos los datos (los de entrenamiento
y los de validacién) (Figura 61.C). Segun el punto de corte estandar de cero, se obtuvo una sensibilidad de 55.00% y una
especificidad de 65.52%, ademas de un VPP y VPN de 52.38% y 67.86% respectivamente (Figura 61.D). En la Figura 61.E
se puede observar cdmo clasifica el modelo iTLB segun el resultado de la colonoscopia (sin hallazgos, pélipo no avanzado,
pélipo avanzado o CCR).

En el escenario hipotético donde se hubiera podido aplicar la prueba TLB después de la prueba de SOH positiva, se
hubieran ahorrado 112 colonoscopias a realizar (57.14%, 112/196), a costa de no indicar la realizacion de la colonoscopia
a 33 pacientes con podlipos avanzados y 3 pacientes con CCR. Es decir, no se hubieran realizado la colonoscopia al 45.00%
(36/80) de aquellos pacientes con hallazgos patoldgicos avanzados.
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Figura 61: Resultados del modelo iTLB seleccionado (usando muestras de suero y agua Milli-Q como diluyente) para
diferenciar los termogramas de cada grupo segun el resultado de la colonoscopia con la Clasificacidn B. A/ Representacion
de las medias de los termogramas normalizados en cada grupo segun la Clasificacion B (Sin Hallazgos o Pdlipos No
avanzados y Pdlipos Avanzados o CCR) y marcado con puntos negros se representa las temperaturas utilizadas en el
modelo iTLB; B/ Diferencia de la mediana del modelo iTLB segln cada grupo (Sin Hallazgos o Pélipos No avanzados y
Pélipos Avanzados o CCR), representando en linea horizontal el punto de corte estandar; C/ Area bajo la curva ROC del
modelo iTLB en todos los datos; D/ Arriba: Tabla de contingencia de la prediccién en todos los datos, usando el punto de
corte estandar. Abajo: rendimiento del modelo iTLB; E/ Diferencia de medianas del modelo iTLB en cada grupo segun el
resultado de la colonoscopia (Sin Hallazgos, , con Pélipos Avanzados y con CCR), representando
en linea horizontal el punto de corte estandar.

Introduccidn de las variables sexo v edad al modelo iTLB

Con el objetivo de mejorar el modelo iTLB planteado, se considerd la introduccidn de las variables sexo y edad. De estas
dos, solamente la variable sexo cumplié el requisito de tener un p-valor < 0.25 al comparar entre los dos grupos a
diferenciar (Tabla 41). Por esta razén, Unicamente se introdujo la variable sexo (masculino/femenino) en los 18 modelos
iTLB planteados anteriormente (con cada una de las muestras, diluyentes y resultado de colonoscopia), obteniendo 17
modelos, llamados iTLB_sex, ya que en uno de ellos (el obtenido a partir de una muestra de suero, usando como diluyente
agua Milli-Q y para diferenciar segun la Clasificacién C) no se selecciond la variable sexo en el entrenamiento. De las 17
opciones de modelos obtenidos, el que cumplia mejor el criterio de tener un equilibrio entre perder al menor nimero de
pacientes con CCR y maximizar la especificidad, fue el modelo iTLB_sex obtenido con muestras de suero, usando PBS
como diluyente y la diferenciar segun la Clasificacion A (Figura 62).
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Notas: Se representa en color gris oscuro los modelos con mayor porcentaje de pacientes con CCR correctamente diagnosticados (en
la izquierda) y mayor especificidad (en la derecha), mientras que se representa en color azul el modelo que cumple ambos criterios
(clasificar correctamente a un elevado porcentaje de pacientes con CCR y tener elevada especificidad); CCR: cancer colorrectal; iTLB:
intelligent Thermal Liquid Biopsy; PBS: tampdn fosfato salino; EDTA: acido etilendiaminotetraacético; NaCl: cloruro sédico; Clasificacion
A: sin hallazgos vs pélipos no avanzados o avanzados o CCR; Clasificacidon B: sin hallazgos o pélipos no avanzados vs pdlipos avanzados
o CCR; Clasificacion C: sin hallazgos o sin seguimiento vs con seguimiento a los 3 afios o a los 3-6 meses o con CCR.

Figura 62: En la izquierda, porcentaje de pacientes con CCR clasificados correctamente segin cada modelo iTLB_sex. En
la derecha, porcentaje de especificidad en cada modelo iTLB_sex.

El modelo iTLB_sex seleccionado estaba formado por cuatro variables predictivas, tres parejas de temperaturas y la
variable sexo (masculino/femenino). El peso estadistico de cada una de las variables se puede ver la Figura 63.A. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la mediana del resultado del modelo iTLB_sex entre ambos
grupos (-0.38 [-0.38;0.52] y 0.52 [-0.38;0.52]. Prueba de Wilcoxon: p-valor < 0.001) (Figura 63.B). Respecto al anterior
modelo iTLB, se mejord el AUC obteniendo un valor de 0.68 (ICss% = 0.61-0.75) (Figura 63.C), aunque no se observaron
diferencias estadisticamente significativas (prueba de Delong: p-valor = 0.479). Ademas, se mejord la sensibilidad,
especificidad y VPP, excepto el VPN que se redujo ligeramente (Figura 63.D). En la Figura 63.E se puede observar como
clasifica el modelo iTLB_sex segln el resultado de la colonoscopia (sin hallazgos, pdlipo no avanzado, pélipo avanzado o
CCR).

En el hipotético escenario donde se hubiera podido aplicar el modelo iTLB_sex después de un test SOH positivo, se
hubieran ahorrado 97 colonoscopias a realizar (49.24%, 97/197), de las cuales 34 de ellas correspondian a pacientes con
hallazgos importantes en la colonoscopia (32 a pacientes con pdlipos avanzados y 2 a pacientes con CCR). Es decir, no se
hubiera indicado la realizacién de la colonoscopia al 41.98% (34/81) de aquellas con hallazgos patoldgicos avanzados.
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Figura 63: Resultados del modelo iTLB_sex seleccionado (usando muestras de suero y PBS como diluyente) para
diferenciar los termogramas de cada grupo segun el resultado de la colonoscopia con la Clasificacion A. A/ Valor absoluto
de los coeficientes de las variables predictoras del modelo iTLB_sex; B/ Diferencia de la mediana del modelo iTLB_sex
seguin cada grupo (Sin Hallazgos y Pélipos No Avanzados o Avanzados o CCR), representando en linea horizontal el punto
de corte estdndar; C/ Area bajo la curva ROC del modelo iTLB_sex en todos los datos; D/ Arriba: Tabla de contingencia de
la prediccion en todos los datos, usando el punto de corte estandar. Abajo: rendimiento del modelo iTLB_sex; E/ Diferencia

de medianas del modelo iTLB_sex en cada grupo segun el resultado de la colonoscopia (Sin Hallazgos,
, con Pdlipos Avanzados y con CCR), representando en linea horizontal el punto de corte estandar.
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DISCUSION

Los programas de cribado de CCR han demostrado su eficacia en los ultimos afios debido a la reduccién de la mortalidad
del CCR. Aun asi, son necesarios mas estudios para mejorar los programas implantados. El principal motivo de mejora
radica en el nimero de colonoscopias indicadas y, concretamente, en reducir el nimero de colonoscopias innecesarias a
pacientes sin lesiones en el colon. Esta necesidad aumenta cuando se plantea reducir a 45 afios la edad de inclusion en el
programa de cribado, ya que esto aumentaria considerablemente la poblacién objetivo del cribado contando con el
mismo numero de colonoscopias disponibles en los sistemas de salud. En este contexto se propone que la TLB podria
servir como segunda herramienta, después de un test SOH positivo, para seleccionar mejor a los pacientes a los que
realizar una colonoscopia.

Se ha realizado un estudio con pacientes del programa de cribado de CCR, iniciando el reclutamiento de los pacientes en
el periodo postpandemia. Los objetivos de este estudio eran, por un lado, analizar diferentes condiciones preanaliticas de
la TLB para saber si se puede usar indistintamente suero y plasma-EDTA, y si se pueden equiparar los resultados obtenidos
segun el diluyente usado (PBS, NaCl 0.9% o agua Milli-Q). Por otro lado, se buscaron las condiciones preanaliticas éptimas
para incorporar la TLB al programa de cribado de CCR.

Se reclutaron unos 200 pacientes y se extrajeron muestras de suero y de plasma-EDTA a cada uno de ellos. Cada muestra
fue diluida en cada tipo de diluyente para, posteriormente, analizar el termograma. En cada condicidn preanalitica
(muestra y diluyente), se obtuvieron tres modelos iTLB, cada uno segun la categorizacién de la colonoscopia, denominadas
Colonoscopia 1, 2 y 3. La razdn por la que se utilizaron tres tipos de clasificaciones fue porque cada una era menos
restrictiva que la anterior, pero en todos los casos se incluia a las lesiones avanzadas en el grupo patoldgico. Por lo tanto,
se obtuvieron 18 modelos iTLB, uno por cada condicién (muestra, diluyente y colonoscopia).

Se observaron los termogramas segun el tipo de diluyente y el tipo de muestra, y se visualizd que los obtenidos con agua
Milli-Q eran muy diferentes a los obtenidos con PBS y NaCl 0.9%. %. Ademas, el tipo de termograma obtenido en agua
Milli-Q era parecido al reportado en la bibliografia. (169) También se observé que los termogramas de suero y plas-EDTA
se diferenciaban en el pico correspondiente a la transicién del fibrinégeno, como ya estd reportado. (167) Esto sobre todo
se apreciaba al utilizar PBS o NaCl 0.9% como diluyente.

La metodologia propuesta para analizar los termogramas y obtener modelos de clasificacién (modelos iTLB) utiliza el
rango de temperaturas entre los 60°C y 80°C. Dicho rango corresponde con aquel donde visualmente no se aprecian
diferencias en los termogramas segun el diluyente (PBS y NaCl 0.9%) o segun la muestra (suero o plasma-EDTA). Teniendo
en mente la hipétesis de si los diluyentes/muestras son intercambiables, se obtendrian variables predictoras parecidas en
los diferentes modelos iTLB al cambiar las condiciones (muestra o diluyente), se realizé una comparacion de las parejas
de temperaturas de los diferentes modelos iTLB obtenidos. Al realizar esta comparacion cambiando el diluyente, no se
encontraron parejas de temperaturas parecidas. En cambio, al compararlas segun el tipo de muestra, se observaron
modelos iTLB con variables predictoras parecidas. En estos casos, se aplicé el modelo iTLB ajustado en suero sobre los
termogramas obtenidos con muestras de plasma-EDTA, y viceversa, observando que existia entre un 16% y un 35% de
pacientes diferentemente clasificados seguin la muestra utilizada.

Por lo tanto, se demostrd por primera vez que no se pueden utilizar ni comparar resultados relacionados con TLB cuando
se utilizan diferentes muestras y diferentes diluyentes y se aplica la metodologia propuesta. Seria muy interesante estudiar
en un futuro si es posible buscar un patrén de cambio segln el tipo de muestra usada, por ejemplo, para convertir el
termograma de suero en uno de plasma-EDTA o viceversa, y asi poder utilizar indistintamente ambos tipos de muestra,
ya que algunas veces se solicitan muestras a biobancos y pueden disponer muestras muy heterogéneas (de suero de un
grupo y muestras de plasma-EDTA de otro).

Una vez que se concluyd que las condiciones preanaliticas condicionan el termograma, se buscé el modelo iTLB éptimo
para aplicar en el programa de cribado de CCR. La media de los termogramas observados en ambos grupos (pacientes
con hallazgos no patoldgicos y pacientes con hallazgos patoldgicos en la colonoscopia) eran muy parecidos. Previamente
se ha observado lo mismo al comparar un grupo control sintomatico con un grupo con PDAC o CCR. En este caso, el grupo
control utilizado es un grupo asintomatico, por lo que esto no justifica la elevada similitud de los termogramas. En cambio,
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una caracteristica de estos pacientes es la edad, ya que todos tienen mds de 50 afios. En el apartado Transformacién del
diagndstico de PDAC: andlisis comparativo integral de biomarcadores clinicos, TLB y enfoques integrados, en su
apartado de discusidn, se hace referencia a la relacidn observada entre la edad y la TLB, haciendo hincapié en que
actualmente no existen estudios que analicen los cambios producidos por la edad, pero una de las hipétesis podria ser
gue a medida que avanza la edad, se produzcan cambios en el organismo (algunos patoldgicos y otros fisioldgicos) con un
reflejo en el torrente sanguineo, posiblemente detectados con el TLB. Estos resultados obtenidos podrian apoyar esta
hipdtesis. Otra de las razones de la poca diferencia entre los termogramas podria ser el gran reto de detectar estadios
muy tempranos de la enfermedad, donde un reflejo en sangre periférica es menor que cuando la enfermedad estd mas
avanzada.

Se aplico el criterio de seleccionar el modelo iTLB que tuviera el mejor equilibrio entre maximizar la sensibilidad en los
pacientes con CCR y maximizar la especificidad. Es decir, reducir el mayor nimero de colonoscopias, dejando mal
diagnosticados al menor numero de pacientes con CCR. Se selecciond un modelo con un AUC de 0.64 (ICos% = 0.56-0.72),
donde se hubieran ahorrado un 57% de las colonoscopias, pero sacrificando no indicar la colonoscopia a un 45% de los
pacientes con patologias avanzadas en el colon (33 pacientes con podlipos avanzados y 3 CCR). Teniendo en cuenta que
anteriormente ya se ha planteado la introduccion de variables clinicas o demograficas junto a variables procedentes de
los termogramas (Transformacion del diagndstico de PDAC: analisis comparativo integral de biomarcadores clinicos, TLB
y enfoques integrados; Aportacion de la TLB en el diagndstico temprano del CCR y en la bisqueda de nuevos
biomarcadores junto con la espectrometria de masas), y que en situaciones postpandemia se habian estudiado
estrategias para priorizar las colonoscopias con la consideracidn de factores de riesgo como el sexo y la edad avanzada,
(82) se planted la introduccidn de las variables sexo y edad en el modelo iTLB. Finalmente, sélo la variable sexo fue
estadisticamente significativa, obteniendo 17 modelos iTLB_sex, de los cuales, el que tenia el mejor equilibrio entre
maxima sensibilidad para CCR y maxima especificidad, fue un modelo iTLB_sex con un AUC de 0.68 (ICas% = 0.61-0.75). Al
incluir la variable sexo, en general se mejord los resultados de AUC, sensibilidad, especificidad y VPP, aunque las
diferencias no fueron significativas. Aplicando el modelo iTLB_sex en el programa de cribado, después del test de SOH
positivo, se hubieran ahorrado el 49% de las colonoscopias, pero se hubieran dejado de indicarlas al 42% de los pacientes
con hallazgos patoldgicos avanzados (32 pacientes con poélipos avanzados y 2 CCR). Estos resultados también son muy
parecidos a los obtenidos en el modelo iTLB.

Para salvar a los pacientes a los que no se les ha indicado una colonoscopia y tienen hallazgos patolégicos, una opcién
seria realizar un nuevo seguimiento mas cercano a los pacientes que dieron negativo en TLB, por ejemplo, repetir la
prueba después de un afio, con el objetivo de evitar saturar las colonoscopias disponibles, a la vez que no demorar
demasiado la colonoscopia de los pacientes con lesiones no avanzadas y, sobre todo, avanzadas.

Aunque los modelos iTLB y iTLB_sex dptimos dieron resultados muy parecidos, cada uno de ellos utilizé un diluyente
diferente (agua Milli-Q y PBS respectivamente). Sin embargo, ambos modelos utilizaron muestras de suero. Hacen falta
mas estudios para comprobar si realmente la muestra de suero es la éptima para el estudio de la TLB en los pacientes del
programa de cribado de CCR.

Al comparar los resultados obtenidos del modelo iTLB_sex con los publicados del biomarcador aprobado por la FDA
basado en marcadores de DNA anormal, (89) se obtuvieron sensibilidades ligeramente inferiores para diagnosticar CCR
(82% el modelo iTLB_sex y 92% el ADN anormal). En cambio, el modelo iTLB_sex obtuvo mejores valores de sensibilidad
para diagnosticar pacientes con lesiones tipo pdlipos avanzados. En particular, se obtuvo una sensibilidad del 54%,
mientras que el biomarcador aprobado por la FDA obtuvo una sensibilidad del 42% en lesiones avanzadas.

Son necesarios mas estudios mas aumentar el tamafio muestral y comprobar los resultados obtenidos con la TLB, al igual
que seria muy interesante la realizacidon de estudios multicéntricos. Para la busqueda de un biomarcador mas especifico
para el cribado de CCR serian necesarios estudios protedmicos. El grupo esta pendiente de unos resultados donde se
analiza la protedmica de muestras de sangre total EDTA, con un protocolo especifico de toma de muestra en VAMS
(Volumetric Absorptive MicroSampling) y de preparacion de las muestras para su analisis por espectrometria de masas. Si
los resultados son prometedores, se plantea iniciar una colaboracidn con ese grupo.
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CONCLUSIONES



Se ha propuesto una nueva metodologia para el analisis de curvas de termogramas de suero, basado en el ajuste
de un modelo de clasificacién utilizando herramientas de aprendizaje automatizado, aplicando algoritmos de
penalizacion para evitar el sobreajuste y aleatorizando los grupos de entrenamientos y validacion hasta 100 veces
para potenciar la robustez.

Hacen falta mas estudios para pulir la metodologia propuesta como evitar la seleccién de temperaturas
consecutivas cuando se generan las parejas de temperaturas. Ademas de probar otros algoritmos como los
basados en agrupacion no supervisada de los perfiles de termogramas.

El modelo obtenido, llamado modelo iTLB, es de facil interpretacion: el modelo proporciona un nimero que si
es menor de cero significa que el modelo clasifica a ese paciente sin patologia oncoldgica, mientras que, si el
numero es mayor de cero, el modelo considera a ese paciente con patologia oncoldgica.

Se han utilizado como ejemplo dos grupos independientes (sanos donantes de sangre y pacientes con PDAC), y
posteriormente se ha aplicado a dos estudios para el diagndstico y prondstico de PDAC y de CCR. En estos dos
estudios se han utilizado como grupo control una cohorte de pacientes sintomaticos sin diagndstico de cancer,
para acercarse a la situacion de los clinicos en las consultas.

Se ha puesto de manifiesto la versatilidad de la metodologia propuesta para incluir variables clinicas junto a las
variables predictoras procedentes de los termogramas (modelo iTLB+iClin). Incluso se han ajustado modelos con
Unicamente variables clinicas como predictoras (modelo iClin).

El modelo iClin del estudio de PDAC tuvo una elevada capacidad diagnodstica para diferenciar ambos grupos,
incluso estadios tempranos de PDAC. Al incluir la TLB a ese modelo, se pudo aplicar también para el prondstico
de los pacientes.

La combinacidn del modelo iTLB con el modelo iClin permitié mejorar el diagndstico de los pacientes con CCR en
estadios mas tempranos de la enfermedad y establecer una correlacidn con la supervivencia global. Ademas, se
propone una nueva aplicacién del TLB de muestras bioldgicas, donde se podrian obtener grupos de pacientes
segun el andlisis de sus termogramas que, tras un analisis protedmico, podria ayudar a identificar nuevos
biomarcadores.

Se debe evitar la extraccidén de sangre cuando el paciente se encuentra bajo la preparacion para la colonoscopia.
De lo contrario, cambios considerables y significativos en la composicién del suero pueden distorsionar el
resultado analitico de la prueba en la muestra de biopsia liquida. Es importante resaltar que las alteraciones
observadas en la TLB y causadas por las condiciones preanaliticas del paciente sugieren que existe un cambio en
la composicién plasma/suero, y esto también podria afectar y alterar el resultado de otras pruebas clinicas
analiticas basadas en la cuantificacidn de otros biomarcadores (proteinas y dcidos nucleicos).

Se ha propuesto una primera aproximacion de un modelo iTLB_sex como segunda prueba del programa de
cribado de CCR, después del test de SOH positivo y tomando la muestra antes de empezar con la preparaciéon de
la colonoscopia. Los primeros resultados muestran que, aunque se han obtenido resultados parecidos a los del
ultimo test aprobado por la FDA, el modelo propuesto no clasifica correctamente a un 42% de los pacientes con
hallazgos patoldgicos avanzados.

Se ha planteado por primera vez un estudio sobre las condiciones preanaliticas para la TLB. Por un lado, se ha
estudiado el efecto de la ictericia, donde a partir de concentraciones superiores a 25 mg/dL se observa
principalmente el perfil de desnaturalizacidn de la bilirrubina. Esto podria llevar a error al comparar patologias
donde ambas cursan con hiperbilirrubinemia. La TLB indicaria este aumento de la bilirrubina en suero, pero
harian falta otras pruebas para conocer la etiologia. Ante estos resultados, seria muy interesante realizar el
estudio de lipemia y de hemdlisis para completar los tres principales interferentes.

Ademas, se ha demostrado que no se puede utilizar indistintamente cualquier tipo de muestra o de diluyente
sin previa comprobacién, siendo necesaria una estandarizacion estricta para cada estudio o aplicacion clinica.
Estos resultados abren una puerta a valorar diferentes condiciones preanaliticas segun la patologia estudiada,
para buscar aquellas que mejoren el diagndstico o el prondstico, segun el objetivo del estudio.
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CONCLUSIONS



A new methodology has been proposed for the analysis of serum thermogram curves, based on the adjustment
of a classification model using machine learning tools, applying penalty algorithms to avoid overfitting, and
randomizing the training and validation groups up to 100 times to enhance robustness.

More studies are needed to refine the proposed methodology, such as avoiding the selection of consecutive
temperatures when generating temperature pairs. In addition to testing other algorithms such as those based
on unsupervised grouping of thermogram profiles.

The model obtained, called the iTLB model, is easy to interpret: the model provides a number that, if it is less
than zero, means that the model classifies that patient as having no oncological pathology, while, if the number
is greater than zero, the model considers that patient to have oncological pathology.

Two independent groups have been used as an example (healthy blood donors and patients with PDAC), and it
has subsequently been applied to two studies for the diagnosis and prognosis of PDAC and CRC. In these two
studies, a cohort of symptomatic patients without a diagnosis of cancer have been used as a control group, to
get closer to the situation of clinicians in consultations.

The versatility of the proposed methodology has been revealed to include clinical variables along with the
predictor variables from thermograms (iTLB+iClin model). Models have even been adjusted with only clinical
variables as predictors (iClin model).

The iClin model of the PDAC study had a high diagnostic capacity to differentiate both groups, even early stages
of PDAC. By including TLB in this model, it could also be applied to the prognosis of patients.

The combination of the iTLB model with the iClin model allowed improving the diagnosis of patients with CRC in
earlier stages of the disease and establishing a correlation with overall survival. Furthermore, a new application
of TLB of biological samples is proposed, where groups of patients could be obtained according to the analysis
of their thermograms which, after a proteomic analysis, could help identify new biomarkers.

Blood collection should be avoided when the patient is undergoing colonoscopy preparation. Otherwise,
considerable, and significant changes in serum composition may distort the analytical result of the test on the
liquid biopsy sample. It is important to highlight that the alterations observed in the TLB and caused by the
patient's preanalytical conditions suggest that there is a change in the plasma/serum composition, and this could
also affect and alter the result of other clinical analytical tests based on the quantification of other biomarkers
(proteins and nucleic acids).

A first approximation of an iTLB_sex model has been proposed as the second test of the CRC screening program,
after the positive SOH test and taking the sample before starting the colonoscopy preparation. The first results
show that, although results like those of the last test approved by the FDA have been obtained, the proposed
model does not correctly classify 42% of patients with advanced pathological findings.

A study on pre-analytical conditions for TLB has been proposed for the first time. On the one hand, the effect of
jaundice has been studied, where from concentrations higher than 25 mg/dL the bilirubin denaturation profile
is mainly observed. This could lead to error when comparing pathologies where both present with
hyperbilirubinemia. TLB would indicate this increase in serum bilirubin, but other tests would be necessary to
determine the etiology. Given these results, it would be very interesting to carry out the study of lipemia and
hemolysis to complete the three main interferents.

Furthermore, it has been shown that any type of sample or diluent cannot be used interchangeably without prior
verification, requiring strict standardization for each study or clinical application. These results open the door to
evaluating different preanalytical conditions according to the pathology studied, to search for those that improve
the diagnosis or prognosis, depending on the objective of the study.
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Simple Summary: Considering thermal liquid biopsy (TLB) as a potential secondary test after fecal
immunochemical test positivity (FIT+), the aim of this work was to study possible interferences of
colonoscopy bowel preparation on TLB outcome on a retrospective study. TLB parameters together
with fluorescence spectra and other serum indicators (albumin and C-reactive protein) confirmed
the statistically significant differences between normal colonoscopy patients with and without bowel
preparation, revealing the distorting effect of bowel preparation on serum composition and discrimina-
tion of disease status. The diagnostic capability of other liquid-biopsy-based methods might also be
compromised. Blood extraction after bowel preparation for colonoscopy should be avoided.

Abstract: (1) Background: About 50% of prescribed colonoscopies report no pathological findings.
A secondary screening test after fecal immunochemical test positivity (FIT+) would be required.
Considering thermal liquid biopsy (TLB) as a potential secondary test, the aim of this work was to
study possible interferences of colonoscopy bowel preparation on TLB outcome on a retrospective
study; (2) Methods: Three groups were studied: 1/514 FIT(+) patients enrolled in a colorectal
screening program (CN and CP with normal and pathological colonoscopy, respectively), with blood
samples obtained just before colonoscopy and after bowel preparation; 2/55 patients from the CN
group with blood sample redrawn after only standard 8-10 h fasting and no bowel preparation
(CNR); and 3/55 blood donors from the biobank considered as a healthy control group; (3) Results:
The results showed that from the 514 patients undergoing colonoscopy, 247 had CN and 267 had CP.
TLB parameters in these two groups were similar but different from those of the blood donors. The
resampled patients (with normal colonoscopy and no bowel preparation) had similar TLB parameters
to those of the blood donors. TLB parameters together with fluorescence spectra and other serum
indicators (albumin and C-reactive protein) confirmed the statistically significant differences between
normal colonoscopy patients with and without bowel preparation; (4) Conclusions: Bowel preparation
seemed to alter serum protein levels and altered TLB parameters (different from a healthy subject).
The diagnostic capability of other liquid-biopsy-based methods might also be compromised. Blood
extraction after bowel preparation for colonoscopy should be avoided.

Keywords: thermal liquid biopsy; colonoscopy; colorectal cancer; fluorescence spectroscopy
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1. Introduction

Although colorectal cancer (CRC) incidence is steadily rising worldwide, its mortality
has greatly decreased in recent decades [1]. This reduction is largely attributed to the imple-
mentation of population-based screening programs. Screening programs have been shown
to reduce CRC mortality in men and women at screening age [1,2]. Colonoscopy is the gold
standard technique for CRC detection (statistical sensitivity between 92 and 99%) [3] and
it allows, not only the detection of a pathology at an early stage, but also the removal of
noncancerous polyps preventing their progression to CRC. However, colonoscopy is an
invasive technique, with considerable risk and discomfort for the patient.

Currently, the fecal immunochemical test (FIT) for occult blood testing is the most
widely used standard noninvasive method for detecting precursor lesions and early stage
CRC prior to colonoscopy [4,5]. Although FIT is cost-effective, it has low clinical potential
due to its high false positive rate regarding colonoscopy outcome [6]: about 50% of theFIT(+)
colonoscopies performed reveal no findings [7]. A low statistical specificity test not only
increases the cost of the screening program but also unnecessarily exposes patients to an
invasive and risky procedure such as colonoscopy. In addition, it increases waiting lists for
colonoscopy [6] and thus delays the diagnosis of true positives.

TLB analyzes plasma or serum samples using differential scanning calorimetry (DSC).
The TLB thermogram reflects the global denaturation of major proteins in serum, which
has been shown to be different in healthy and diseased subjects. Other groups have applied
DSC to serum/plasma samples associated to inflammation and tumor diseases [8-12]. In
our group, we have been working on the development of thermal liquid biopsy (TLB) as a di-
agnostic technique, applying it to different pathologies such as gastric adenocarcinoma [13],
melanoma [14], lung cancer [15], pancreatic cyst [16], and multiple sclerosis [17]. Our goal
is to propose an additional test based on TLB for reducing the number of colonoscopy
unnecessary arising from FIT(+). Thus, once a case is identified as FIT(+), and prior to
prescribing the colonoscopy procedure, TLB would offer the clinician a secondary test
helping in the decision to whether or not prescribe a colonoscopy and providing a tool to
stratify / prioritize patients in the waiting list. When TLB is applied to a serum sample, a
TLB score between zero and one is obtained from the TLB profile, indicating a low (value
close to zero) or high (value close to one) probability of presenting a pathology. As any
other technique similar to liquid biopsy, TLB is a minimally invasive and low-cost test that
could be very useful when applied sequentially after a FIT(+) result. Thus, patients who
are FIT(+) and have a TLB score above 0.5 would be further considered for colonoscopy.

Several techniques based on fluid biopsy have been developed in the last decade.
It might be reasonable to think that their application in routine clinical practice would
be straightforward, but there are still some practical issues that need to be addressed
before their extensive use in the clinic [18]. Some concerns are related to biomarker lev-
els/thresholds in samples, a lack of consensus on the preanalytical and analytical conditions,
clinical validation, regulatory compliance, and cost-effectiveness [19-21]. These method-
ological problems have led to the current situation where the use of fluid biopsy in clinical
practice is limited [21-23]. Therefore, it is necessary to work towards a consensus that will
allow a full implementation of fluid biopsy techniques in the near future. The advantages
of the technique are obvious: information-rich, minimally invasive, low cost, and high
adherence for periodic testing. In the case of TLB, an aspect needs to be addressed: the
preanalytical conditions during the sample extraction.

Many validation studies for liquid biopsy applied to serum diagnosis of CRC are
usually carried out with patient samples collected at the same time as the colonoscopy pro-
cedure to avoid an additional hospital visit [24-28]. Standard preparation for colonoscopy
includes two days on a low-residue diet with 24 h of fasting (fluid intake only) and adminis-
tration of laxatives prior to the procedure. There are studies reporting altered patient serum
composition after preparation for colonoscopy, and therefore, any analysis (e.g., proteomic,
metabolomic) performed on those samples may potentially be distorted [24-28].
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In this study, we examined how patient preparation associated with the colonoscopy
procedure affects the TLB outcome. Additionally, we provided further evidence for changes
in protein serum composition using serum fluorescence spectroscopy and concentrations
of albumin and C-reactive protein (CRP) measured by conventional biochemical methods.

2. Materials and Methods
2.1. Subjects and Samples
2.1.1. Serum Samples for Primary TLB Study

The first group of serum samples (n = 514) was collected from patients enrolled
in the regional CRC screening program at Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa
(HCULB) in Zaragoza, from April to October of 2019, and FIT was positive in all subjects
(cut-off value of 20 pg hemoglobin per gram of stool). Samples were drawn the same
day of the colonoscopy procedure, when patients were under standard bowel preparation
(Citrafleet®). Clinical variables were collected from the patients, such as demographic data
(age and sex) and colonoscopy diagnosis (gastroenterologist’s findings confirmed by a
histopathological analysis).

The first group of patients was classified into: 1. Normal group (CN, n = 247), in-
cluding subjects with non-neoplastic colon pathologies for whom the FIT(+) result could
be justified with other pathologies such as hemorrhoids, diverticulitis, fissures, or non-
pathological (hyperplastic) polyps. This group also included subjects with no findings
in their colonoscopies, but with a FIT(+) diagnosis. 2. Pathological group (CP, n = 267),
including subjects with any of the following colonoscopy findings: 2.A. nonadvanced polyp
(tubular adenoma <10 mm and with a low-grade dysplasia or serrated polyp <10 mm and
without dysplasia); 2.B. advanced polyp (adenoma with villous histology, >10 mm, or
with high-grade dysplasia; or serrated polyp >10 mm or with dysplasia; or more than two
lesions (adenomas or serrated polyps)), independently of the characteristics of the lesions;
and 2.C. CRC.

Symptomatic patients with a prescribed colonoscopy were excluded. Subjects with a
history of inflammatory bowel disease, elevated risk of CRC (familial CRC, hereditary CRC,
and polyposis syndromes, including Lynch Syndrome, familial adenomatous polyposis,
MUTYH-associated polyposis, serrated polyposis syndrome, and hamartomatous polyposis
condition, such as Peutz—Jeghers syndrome and juvenile polyposis syndrome), and subjects
who underwent colonoscopy referred for polyps and/or under CRC surveillance were
also excluded. Other exclusion criteria were patients with an incomplete colonoscopy in
which the cecum was not reached, with a mean withdrawal time of less than 6 min, or with
inadequate bowel preparation according to the validated Boston Bowel Preparation Scale.
Therefore, asymptomatic patients with complete visualization of the colon and appropriate
withdrawal time were included, as well as those with an incomplete colonoscopy due to a
neoplastic structure.

A summary of the characteristic data of these patients, is provided in Table S1.

2.1.2. Serum Samples for Secondary TLB Study

Given potential serum alterations as a consequence of the bowel preparation for a
colonoscopy, a second group of samples was collected: a subcohort of 55 patients already
enrolled in the primary TLB study (from CN) with normal colonoscopy diagnosis (no
pathological findings) were invited to participate in a secondary study by resampling
(CNR, n = 55). These patients were requested, from January to February 2020, eight months
(on average) after their colonoscopy procedure, to attend a blood draw appointment under
standard preanalytical conditions, corresponding to a routine blood test (about 8-10 h
fasting without any other treatment).

The third group of patients was a cohort of 55 healthy blood donors (similar in age and
sex to the 55-subject CNR subcohort) from a regional blood bank (BD, n = 55) who were
considered as a healthy control. Their serum samples were drawn under the same standard
preanalytical conditions (about 8-10 h fasting) and they had no evidence of disease (blood
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bank ensured the quality of these samples through a health questionnaire and a standard

blood transmission pathogen analysis).
An overview of the design and detailed summary of the subjects recruited in these

primary and secondary studies is shown in Figure 1.

Samples of Study Population
(n=660)
I

[
Colorectal cancer screening program
(n = 550)

I 36 excluded patients:
+ 1 sampile for which the multiparameter method could

i not be applied. [
16 patients with polyp retrieval failure. H
i 1 patient with an inadequate bowe| preparation.
2 patients older than 75 years old.

i 2 patients with FIT test value not recorded.

¢ 3 patients with ulcerative colitis.

i 6 patients with more than 10 adenomas and high i
i probability of polyposis syndrome. t
i 2 patients induded in an adenoma surveillance

; program.

i 3 patients with other lesion such as inflammatory
i polyps or a neuroendocring tum or.

} Exclusion criteria

PRIMARY TLB STUDY, to calculate TLB-score:
N =514 (93.45 %) (average 59.93 years old).
311 (60.51 %) males (average 59.60 years old).
203 (39.49 %) females (average 60.44 years old).
HT (+).
Samples were drawing the day of the colonoscopy, so patients were under
bowel preparation needed.

| I 1

Normal colonoscopy (CN}: Pathological colonoscopy (Cp}:
N =247 (48.05 %). N =267 (51.95 %).

Average 59.75 years old. Average 60.10 years old.

117 (47.37 %) males. 194 (7266 %) males.

130 (5263 %) females. 73 (27.34 %) females.
(n =76, 28.46 %)
| (n =165, 61.50 %)
CRC
(n = 26,9.74 %)
Y

SECONDARY TLB STUDY: SECONDARY TLB STUDY.

Second serum sample, to confimm if there was a
effect by the preparation (C,
N =55 (22.27 %) (average 60.00 years old).
27 (49.10 %) males (average 59.93 years old).
28 (50.90 %) females (average 60.07 years old).
Samples were drawn after fasting for around 8-10
hours, so standard analyfical conditions.

Healthy blood donors, disease-free, to confirm the
profile of the thermograms (B_):

N =55 (average 57.64 years old).

47 (85.45 %) males (average 57.96 years old).

8 (14.55 %) females (average 55.75 years old).

Samples were drawn after fasting for around 8-10

hours, so standard preanalytical conditions.

Figure 1. Sample study population flow chart.

All participating volunteers were informed of the purpose and nature of the study
before giving written consent. The study protocol was approved by the Regional Research
Ethics Committee in Zaragoza (Spain, CI: PI19/059 dated 13 March 2019, no. 05/2019). The
preanalytical conditions of all the participants by the time of the sample extraction were
registered in the sample data file.

2.2. Blood Samples Processing

Five milliliters of blood were drawn and collected in tubes with separating gel (BD
Vacutainer®), after which they were centrifuged at 3000 rpm for 10 min and immediately
aliquoted and stored at —80 °C. All samples were labeled with an internal code to guarantee
patient anonymity following the protocol described in the procedure approved by the
ethics committee.
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2.3. TLB Profile Determination

TLB profiles and TLB scores were determined after analyzing the thermograms
obtained from the serum samples. These thermograms were recorded using an auto-
mated high-sensitivity differential scanning VP-DSC microcalorimeter (MicroCal, Malvern-
Panalytical, Malvern, UK). The thermogram consists of the experimental determination
of the excess heat capacity of the sample, with regard to a buffer reference solution, as a
function of temperature along the thermal denaturation process. Each serum sample was
diluted (1:25) in filtered phosphate-buffered saline (PBS) and 400 puL was taken for the
assay. Experiments were performed at a scanning rate of 1 °C/min. Thermograms were
baseline-corrected and analyzed using software developed in our laboratory implemented
in Origin 7 (OriginLab).

2.4. Fluorescence Spectroscopy

From each serum sample diluted (1:25) in PBS, 80 uL was transferred into 96-well
microplates (96-well PCR plate, non-skirted, from 4titude, Waltham, MA, USA). Fluo-
rescence measurements were performed in a CLARIOstar plate reader (BMG Labtech,
Ortenberg, Germany) by selecting an excitation wavelength of 330 nm, with excitation and
emission bandwidths of 10 nm, and recording the fluorescence emission spectra in the
400-700 nm range.

From the fluorescence spectra, F(A), where F is the fluorescence emission intensity
at wavelength A, two parameters (Max and SNR) were calculated. Max is the maximal
fluorescence intensity of the spectrum, whereas the SNR (signal-to-noise-ratio) quantifies
the fluorescence signal relative to the sample noise.

2.5. Albumin and C-Reactive Protein Serum Concentration

Albumin concentration was determined by employing a Flex® reagent cartridge
(Dimension® clinical chemistry system, Siemens, Erlangen, Germany), which is an adapta-
tion of the bromocresol purple (BCP)-dye-binding method reported by Carter [29]. Because
of an enhanced specificity of BCP for albumin, this method is not affected by globulin
interference [30]. Multiple wavelengths blanking increases the sensitivity and minimizes
the spectral interference from lipemia. The reference values for albumin were 3.2-4.8 g/dL.

The CRP concentration was determined with the Dimension® clinical chemistry sys-
tem, based on a particle-enhanced turbidimetric immunoassay (PETIA) technique. The
reference values for the CRP were 0-5.0 mg/L.

2.6. Data and Statistical Analysis

TLB thermogram raw data were processed using Origin software (OriginLab,
Northampton, MA, USA) as previously described [13]. We have developed a multipara-
metric phenomenological model in which the TLB serum thermogram is deconvoluted
into six individual transitions, modeling each individual transition using the logistic peak
or Hubbert function [13,15]. This model has been successfully applied in the analysis of
serum samples from patients with melanoma, gastric and lung cancer, pancreatic cysts, and
multiple sclerosis [13-17]. The primary parameters obtained directly from the thermogram
deconvolution (center temperature, height, and width of each individual transition) were
combined to define a new final set of 11 parameters, more convenient for extracting and
summarizing the essential geometric features of the thermogram. The parameters obtained
in this multiparametric data analysis were used to derive the TLB score by applying a gen-
eralized linear model (GLM) [15]. The TLB score represents the probability of an individual
to show serum alterations according to the corresponding TLB thermogram. Therefore, the
TLB score is a single value for classifying a given subject as healthy or diseased, with a cer-
tain probability, as it was previously proven for lung cancer and multiple sclerosis [15,17].
Like any probability, the TLB score ranges from 0 to 1: the model classifies the subjects as
exhibiting serum alterations (i.e., expected pathological outcome at colonoscopy) for TLB
score values >0.5, and lacking relevant serum alterations (i.e., expected normal outcome
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at colonoscopy) for values <0.5. The performance of the diagnostic test was evaluated by
calculating common performance indexes (sensitivity, specificity, positive predictive value,
and negative predictive value), as well as the receiver operating characteristic (ROC) curve.

The Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors test or the Shapiro-Wilk test (according to sam-
ple size) was performed to assess the normality of the variables. Averages between two
independent/dependent groups were compared using the Student f-test for variables
with normal behavior (previously verifying homoscedasticity with Bartlett’s test), whereas
medians between two independent/dependent groups were compared using the Wilcoxon
test for variables with a non-normal behavior. The dependence between groups for di-
chotomous qualitative variables was assessed using the Pearson chi-square test, and the
dependence between a dichotomous group and an ordinal group (three or more categories)
was assessed using a linear Pearson chi-square test. Medians between three or more in-
dependent groups were compared using the Kruskal-Wallis test (previously verifying
homoscedasticity with Levene’s test) for variables with a non-normal behavior.

The statistical analyses were performed using Rstudio, R version 3.6.1 (5 July 2019).
For all tests, a two-sided p-value of less than 0.05 was considered statistically significant. In
case of multiple testing, p-values were adjusted according to the FDR method.

3. Results
3.1. Clinical Characteristics of the Study Population

In the first group, we recruited a total of 550 FIT(+) patient samples drawn for this
study. Of these, 514 (93.45%) were analyzed and 36 were discarded due to different
methodological reasons: 16 patients with polyp retrieval failure, 6 patients in whom more
than 10 adenomas were found (indicating a high probability of polyposis syndrome),
3 patients with ulcerative colitis, 3 patients with other lesion such as inflammatory polyps
or neuroendocrine tumor, 2 patients older than 75 years, 2 patients included in an adenoma
surveillance program, 2 patients with a FIT value not recorded, 1 patient with inadequate
bowel preparation, and 1 patient whose sample could not be accurately analyzed by DSC
for applying TLB.

According to sex, 311 and 203 samples (60.51% and 39.49%) corresponded to males and
females, respectively. According to age, there were no statistically significant differences:
A. in median age between sexes (p-value = 0.091, Wilcoxon test for independent samples);
B. in median age between normal colonoscopy or pathological diagnosis (p-value = 0.427,
Wilcoxon test for independent samples); and C. in median age between each colonoscopy
result (p-value = 0.275, Kruskal-Wallis test for independent samples). A complete and
detailed descriptive analysis of age and sex can be found in the Supplementary Materials
section (Table S2).

A certain association was found between sex and pathological colonoscopy diagnosis
(p-value < 0.001, Pearson chi-square test; Table S3). In addition, the greater the severity
of the pathology, the higher the percentage of males compared to the female patient
cohort (p-value < 0.001, linear Pearson chi-square test) (Figure S1A, Table S4). Colonoscopy
diagnosis revealed that almost half of them (247 /514, 48.05%) were classified as normal
(FIT (+) with no pathological findings, CN). Moreover, for those with colonoscopy findings
(CP), they were classified into several diagnostic groups: 32.10% with an advanced polyp
(165/514), 14.79% with a nonadvanced polyp (76/514), and 5.06% with CRC (26/514)
(Figure S1B, Table 54).

In the second group of samples (resampling of a subcohort of 55 patients already
enrolled in the primary TLB study who showed normal colonoscopy diagnosis, CNR)
there was no statistically significant difference between the average age in both sexes
(p-value = 0.902, Student’s t-test for dependent samples; Table S5).

In the third group, a cohort of healthy BD who were considered as healthy controls,
there was no statistically significant difference between the median age in both sexes
(p-value = 0.320, Wilcoxon test for independent samples; Table S6).
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3.2. Primary TLB Study: Normal Colonoscopy Group vs. Pathological Colonoscopy Group

TLB thermograms were recorded from all subjects included in the primary study CN
and CP (Figure 2). These thermograms reflected serum protein composition and their
overall stability against thermal denaturation. Unexpectedly, thermograms from patients
with a CN diagnosis were visually very similar to those thermograms from patients with a
pathological colonoscopy CP diagnosis.

010 010
0.08+ 0.08+
= 0.06 S 0.061
s 8
S 0.04 & 0.04
0.02 - 0.02 -
0.00+ s 0.00+ -
40 50 60 70 80 90 100 40 50 60 70 80 90 100
Temperature (°C) Temperature (°C)

Figure 2. Thermograms from patients with (A) normal (CN, n = 247) and (B) pathological (CP,
n = 267) colonoscopy diagnosis.

Each thermogram was analyzed by applying the six-component phenomenological
multiparametric deconvolution procedure (as described in [13]), and a final set of eleven
TLB-associated parameters was obtained. We determined the three boundaries (Q1, Q2,
Q3) of the quartiles, and the minimum and maximum for the distribution of these TLB-
associated parameter in each group (Table S7).

A bivariate statistical analysis of each TLB-associated parameter (CN values vs. CP
values) was performed in order to identify statistically significant differences according
to the colonoscopy diagnosis (normal vs. pathological). Previously, a normality test was
performed for each parameter, and therefore, the Wilcoxon test for independent samples
was applied (TLB-associated parameters were not normally distributed). None of the
parameters showed statistically significant differences between the two groups (patients
with CN and patients with CP) with a p-value lower than 0.05 being considered signifi-
cant (Figure S2, Table S8), confirming the initial visual inspection of the thermograms.
This result suggested that, unlike previous studies on other tumor diseases (melanoma,
lung, and gastric cancer), TLB would not be able to discriminate between CN healthy
and CP patients.

A more in-depth study was performed by building a global classification model
according to the TLB score value for each subject, following our previously developed
methodology [15,17]. Briefly, TLB scores were obtained by applying a multivariate GLM
as a statistical classification/predictive tool. TLB scores did not exhibit any statistical
significance (all p-values >0.05, Table S9) for discriminating between a CN and CP
diagnosis. Considering a TLB-score threshold value of 0.5, values between 0 and 0.5
would be considered as a nonpathological status and values between 0.5 and 1 would
be considered as a pathological status. The results obtained showed that there were
183 patients with normal colonoscopy exhibiting a TLB score >0.5 (74.1% false positive
rate) and 39 patients with a pathological colonoscopy exhibiting a TLB score <0.5 (14.6%
false negative rate) (Table 510). In terms of predictive power, the area under the ROC
curve value was 0.57 (0.52, 0.61) (Figure S3), revealing a success ratio of 57%, with
85.4% sensitivity and 25.9% specificity. This result pointed to a lack of discriminatory
ability of TLB with respect to normal/pathological colonoscopy, derived mainly from an
unexpectedly low statistical specificity (most subjects with a normal colonoscopy were
classified as diseased subjects).
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This result contrasted with previously published studies, in which we proved that
GLM applied to TLB was capable of successfully classifying patients into normal and
pathological groups, providing a unique value with potential direct application in clini-
cal practice.

At this point we wondered: (1) why did the TLB thermograms of patients with a
CN and CP diagnosis showed a high similarity? (2) Why was the TLB score unable to
successfully classify patients into those groups? (3) Was this drawback the result of a funda-
mental flaw in TLB specific for CRC? Then, we focused our attention on those subjects with
no colonoscopy findings (normal colonoscopy diagnosis, CN) and compared them to the
group of healthy blood donors (disease-free subjects, BD). Visually, the TLB thermograms
of patients with a CN diagnosis were very different from the TLB thermograms of the group
of healthy BD (Figure 3). Moreover, importantly, the TLB thermograms of our healthy BD
group in this study were very similar to the TLB profiles from healthy subjects previously
reported in the literature by other research groups [31] and in our own work [15].
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Figure 3. Average and standard deviation of the thermograms from healthy blood donors (BD, green,
n = 55), and from patients with a normal colonoscopy diagnosis (CN, black, n = 247).

When the TLB parameters were determined for this healthy BD group (detailed
description of can be found in Table S11) and the bivariate statistical analysis was performed,
statistically significant differences could be determined for all parameters, except AUCn3,
AUCn4, and APn4, when comparing patients from the colorectal screening program with a
CN diagnosis and healthy BD (p-value < 0.05) (Figure 4 and Table 512).

Differences observed in TLB-associated parameters between the CN patients and
healthy BD confirmed the features of the thermograms observed visually in Figure 3. This
suggested that the subjects from the CN group did not show TLB thermograms typical
of healthy BD subjects but showed TLB thermograms similar to those from the CP group.
Of course, that would be possible, because the patients undergoing colonoscopy, albeit
with no clinical findings, were FIT(+). However, that was a major drawback, because we
were interested in discriminating between CN and CP subjects, with the ultimate goal of
reducing unnecessary colonoscopy interventions. Then, under the conditions of the study,
the CN group was not a good control group for the CP group.

3.3. Secondary TLB Study: Resampled Normal Colonoscopy Group vs. Healthy Group

Next, we focused on one of the main differences between CN patients and healthy
BD: the preanalytical conditions for blood collection (i.e., colonoscopy bowel preparation
vs. standard 8-10 h fasting). We hypothesized that, most likely, the TLB thermograms
from the CN patients were altered as a consequence of the harsh conditions imposed
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by laxative treatment and stringent diet intake, resulting in TLB thermograms similar to
those from CP patients. Our direct approach was (1) selecting randomly a subcohort of
55 patients (CNR) from the 247 patients with a CN diagnosis; (2) obtaining new serum
samples after standard fasting conditions to be tested by TLB; and (3) comparing the new
TLB thermograms with the previous TLB thermograms obtained with the samples collected
after colonoscopy preparation.
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Figure 4. Box-plot diagrams indicating Q1, Q2, and Q3, together with the average value (square)
for each TLB parameter, illustrating the distribution of the p-values (asterisks indicate the order
of magnitude of p-values) between patients with a normal colonoscopy diagnosis (CN, black) and
healthy blood donors (BD, green). It was calculated according to Student’s t-test or a Wilcoxon test
for independent samples, depending on the normality character of the parameter distribution. Note:
n.s.: p-value is not significant; **: p-value = 0.050-0.010; ***: p-value = 0.009-0.001.

When comparing the new TLB thermograms for these 55 patients CNR under standard
preparation (CNR) with the TLB thermograms of healthy BD, only minor differences were
found (Figure 5A). These results were remarkably different from the results previously
described in Figure 3, confirming that these new samples were similar to the well-known
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healthy TLB profiles. TLB parameters were also determined for these 55 subjects with a
CNR diagnosis under standard preanalytical conditions and the detailed description is
presented in Table 513.
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Figure 5. (A) Average and standard deviation of the thermograms from healthy BD (green, n = 55)
and patients (blue, n = 55); (B) average and standard deviation of the thermograms from 55 selected
patients with a normal colonoscopy diagnosis in two blood draw conditions: with colonoscopy
preparation (CN, black) and with standard analytical conditions (CNR, blue).

The direct comparison of average TLB thermograms of the 55 selected patients with a
normal colonoscopy under the two different conditions, a first blood sample drawn under a
colonoscopy preparation and a second blood sample drawn under standard pre-analytical
conditions, is shown in Figure 5B. As it can be observed, the average thermograms exhibited
markedly different features. Detailed examples of each patient comparison, corresponding
to 16 individual TLB thermograms, are presented in Figure S4. In most of them, the second
blood sample (drawn under standard preanalytical conditions) could be easily identified
as it showed uniform, conserved features among all patients (blue curves in Figure S4)
and, very importantly, they seemed quite similar to the typical healthy TLB thermogram.
Regarding the first blood sample (drawn under colonoscopy preparation conditions), a
greater variability was found between patients (black curves in Figure 54), and their TLB
profiles differed much more from the typical healthy TLB thermogram.

Following our established procedure, the TLB parameters were determined for the
second samples of the 55 CNR patients, and a bivariate statistical analysis comparison
with the first sample extracted was performed (a detailed description of the 55 patients
with preparation can be found in Table S514). Many of the TLB-associated parameters
(Tav, G1, AUCn2, APn2, APn3, AUCn4, AUCn5, and APn5) showed statistically signifi-
cant differences between the averages/medians of both groups (p-value < 0.05; p-values
were calculated according to Student’s t-test or a Wilcoxon test, both for dependent sam-
ples, depending on the normality character of the parameter distribution) (Figure 6 and
Table S15).

Considering these results, at this point it was reasonable to think that TLB profiles
from serum samples collected during the colonoscopy procedure might have been distorted
by alterations in serum composition as a consequence of the harsh bowel preparation
procedure. Of course, this observation could be specific to TLB, since TLB monitors the
thermal denaturation behavior of the major proteins in serum. Nevertheless, colonoscopy
preparation might also alter other serum components (e.g., circulating cells, miRNA, cfDNA,
ctDNA, etc.).

In addition, could this serum alteration upon colonoscopy preparation be detected
using other biophysical techniques? Fluorescence has proven to be a versatile tool for study-
ing molecular properties in analytical chemistry, biochemistry, cell biology, photochemistry,
and environmental science. Fluorescence detection has four major advantages over other
light-based investigation methods: a high sensitivity, high speed, broad availability, and
safety. When excited at suitable wavelengths, some biomolecules emit radiation over a
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wide spectral range in the ultraviolet-visible region. Changes in serum composition will be
reflected in changes occurring in biochemical, physicochemical, and histological properties,
and in particular, changes in the fluorescence emission spectrum [32].
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Figure 6. Box-plot diagrams indicating Q1, Q2, and Q3, together with the average value (square)
for each TLB parameter, illustrating the difference between 55 samples without preparation and
55 samples with preparation (asterisks indicate the order of magnitude of the p-value). Note: n.s.:
p-value is not significant; **: p-value = 0.050-0.010; ***: p-value = 0.009-0.001. p-values were calculated
according to Student’s t-test or a Wilcoxon test, both for dependent samples, depending on the
normality character of the parameter distribution.

We analyzed the fluorescence spectrum of the serum samples drawn from the 55 CN
and CNR patients with a normal colonoscopy under a colonoscopy preparation and under
standard preanalytical conditions (8-10 h fasting). As an example, the fluorescence spectra
of 16 subjects (same individuals as in Figure 54) are represented in Figure S5.

The differences in serum fluorescence obtained under the two conditions (with or
without colonoscopy preparation) could be easily observed in most cases. However, to
compare both fluorescence spectra quantitatively (Figure S5), two parameters from the
spectra, the Max and SNR, were calculated as previously described in the Materials and
Methods section. The bivariate analysis of the Max and SNR parameters from samples
with or without preparation showed statistically significant differences between both
groups (p-value < 0.05; p-values were calculated according to Student’s t-test for dependent
samples) (Figure S6 and Table S16).

Finally, looking for additional evidence for alterations caused by the bowel preparation,
we determined the concentration of two serum proteins used in clinical diagnostic tests:
albumin (main serum protein) and CRP (acute phase protein) concentrations, both in the
55 normal colonoscopy patients under colonoscopy preparation and under preanalytical
conditions. As expected, there were statistically significantly differences (p-value < 0.05;
p-values were calculated according to Student’s f-test for dependent samples) in serum
albumin and CRP concentration levels between CN samples and CNR samples (Figure S7,
Table 517).

4. Discussion

Current CRC diagnosis in cancer screening programs is performed through a combina-
tion of FIT and colonoscopy when required. FIT is convenient and appropriate for patient
compliance, but it suffers from a high false positive rate. On the other hand, colonoscopy
provides direct evidence of malignancy but presents a potential risk of serious complica-
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tions for the patient, is a resource-intensive procedure, and is characterized by a notable
discomfort for the patient. Therefore, new efficient, simple, inexpensive diagnostic tools
are needed for clinical practice to improve patient management and increase quality of life
during surveillance and monitoring.

Towards this goal, we proposed a study to develop a simple, risk-free, and low-
cost clinical test to discriminate FIT(+) patients with a high risk of CRC who should
undergo a further colonoscopy procedure, with the aim of reducing the excessive number
of unnecessary colonoscopies in current screening programs. Because thermal liquid biopsy
(TLB) measures the denaturation profile of blood samples in a simple manner and it is
very sensitive to changes in serum protein composition associated with cancer [13-15], we
considered it a suitable technique for this purpose.

We compared the TLB thermograms of 247 patients from a colorectal screening pro-
gram with normal colonoscopy (CN) with the TLB thermograms of 267 patients with
pathological colonoscopy (CP), all subjects being FIT(+). Samples were obtained the same
day of the colonoscopy, and patients were under bowel preparation. The TLB thermograms
from CN subjects were similar to those from CP subjects, resulting in a TLB score with a low
predictive ability (AUC ROC of 0.57 (0.52, 0.61)). After these results and a thorough review
of the study process, we put into question the sample extraction procedure itself (timing,
patient preparation, mainly). First, thermograms from the CN (normal colonoscopy result)
group were compared with an additional group of 55 age- and sex-matched healthy blood
donors (BD), whose thermograms matched those previously reported in the literature for
healthy subjects [31]. We observed significant differences between CN and BD thermo-
grams, as well as in the TLB parameters derived from them. All these results indicated CN
was not an appropriate control group for CP and for developing a good classification model.
Next, we collected a second serum sample from 55 patients from the CN group, but this
time blood samples were drawn under standard pre-analytical conditions (8-10 h fasting,
CNR) and no bowel preparation eight months after colonoscopy. Here, it is important to
note that previous studies in our group showed that the TLB profile for a given subject un-
der the same preanalytical conditions remained unaltered with time, unless a pathological
event arose; annual samples in the absence of diagnosed disease were compared and TLB
was almost identical after a six-year follow-up. Therefore, TLB profiles are very robust over
time and not affected much by additional factors other than disease. The TLB thermograms
from the CNR group (standard preanalytical conditions) were significantly different from
those of the CN group (after bowel preparation for colonoscopy) and were very similar
to those from the (BD) healthy blood donor group, indicating that the CNR group was an
appropriate control group for CRC screening purposes. In this comparison, we selected the
same patients, with and without bowel preparation (paired samples), in order to reduce
interindividual variability in the comparison.

Summarizing the results: (1) bowel preparation for colonoscopy alters the composition
of serum to a large extent, and consequently, the TLB thermograms of patients with a normal
colonoscopy (CN) are similar to those of patients with pathological findings (CP); (2) TLB
thermograms of samples collected after standard preanalytical conditions (8-10 h fasting)
from patients with a normal colonoscopy are similar to TLB thermograms from healthy
blood donor subjects (BD); and (3) TLB thermograms from samples collected after standard
preanalytical conditions (8-10 h fasting) from patients with a normal colonoscopy (CNR) are
different from TLB thermograms from samples drawn from the same subjects drawn under
bowel preparation conditions (CN). Thus, preanalytical conditions are relevant for the
reliability of the analytical test based on TLB. Bowel colonoscopy preparation alters blood
protein (and possibly other components) levels, rendering TLB (and possible other clinical
tests based on serum composition) unreliable in terms of classifying patients according to
colonoscopy outcomes. These results reveal that the timing and conditions for blood draw
(or, in other words, the preanalytical conditions of the patient) are a key factor for obtaining
meaningful data for diagnosis or surveillance from blood samples.
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As the TLB thermogram reveals the behavior of the major serum proteins against
thermal denaturation, bowel preparation must alter the serum protein composition. In
particular, we assessed the alteration of protein concentration levels in serum by fluores-
cence spectroscopy and by determining the concentration of individual proteins in serum:
albumin (major serum protein) and C-reactive protein (acute phase protein). In all cases,
there were statistically significant differences between the two groups (same patient with
and without bowel preparation).

In the clinical routine and research protocols conducted in CRC screening programs, it
is usual to obtain blood samples at the time of the colonoscopy procedure, but this is some-
thing that should be reconsidered. The results reported in this manuscript would represent
a call of attention for past, current, and future studies with this type of design. Certainly, the
results reported here will contribute to establish optimal preanalytical conditions for TLB.

As in any other analytical technique, there are some limitations in our study based on
TLB. TLB is a technique reporting an overview of the protein composition of plasma/serum
samples, reflecting changes in protein concentrations, and/or changes in structural stabil-
ity elicited by interactions with disease-specific biomolecules. Thus, it is not possible, at
this moment, to discriminate the molecular basis for the alterations observed in the ther-
mograms of diseased patients. TLB provides a phenomenological observation reflecting
alterations caused by colorectal cancer, and this study was prompted by the necessity to
remove other (non-disease-related) sources of changes in plasma composition.

5. Conclusions

The study presented in this work clearly demonstrated that preanalytical conditions
must be well-established and defined for diagnostic techniques based on blood samples,
such as TLB. We propose that, although logistically convenient, blood collection should
be avoided when the patient is under colonoscopy preparation conditions; otherwise,
considerable and significant changes in serum composition may distort the analytical
outcome of the test on the fluid biopsy sample. It is essential to establish robust preanalytical
conditions to ensure the accuracy and the reliability of the test. In our case, the TLB
study validation in colorectal screening program has been currently redesigned according
to these conclusions and, since then, patient serum samples have been collected under
standard preanalytical conditions (8-10 h fasting). A manuscript with the results will be
published soon.

It is important to emphasize that alterations observed in TLB and caused by the
preanalytical conditions suggest there is a change in plasma/serum composition, and
this could also affect and alter the outcome from other analytical clinical tests based on
quantifying other biomarkers (proteins and nucleic acids).

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://www.
mdpi.com/article/10.3390/cancers15071952/s1, Figure S1: (A) Proportion of males (dark grey) and
females (light grey) according to the colonoscopy result, for patients from CRC screening program.
(B) Distribution of colonoscopy results for patients from CRC screening program. Figure S2: Box-plot
for each individual TLB-parameter illustrating the distribution of the p-values between patients
with normal (CN) or pathological colonoscopy (CP) diagnosis. Figure S3: ROC curve illustrating
the statistical performance of the TLB-score and its AUC (95 % CI) for discriminating patients with
CN diagnosis from patients with CP diagnosis. Figure S4: Comparison of individual examples of
16 patient thermograms with normal colonoscopy diagnosis. Samples were drawn in two different
conditions: under colonoscopy preparation (CN, black) and under standard analytical conditions
(CNR, blue). Figure S5: Comparison of individual examples of 16 patient fluorescence spectra with
normal colonoscopy diagnosis. Samples were drawn in two different conditions: under colonoscopy
preparation (CN, black) and under standard pre-analytical conditions (CNR, blue). Figure S6: Plot and
distribution of the difference in MAX and SNR between samples without preparation and samples
with preparation. Figure S7: Plot and distribution of the difference in albumin concentration and
C-reactive protein concentration between samples without preparation and samples with preparation.
Table S1. Summary of characteristics data of patients from colorectal cancer (CRC) screening program,
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with fecal immunochemical test positive. Table S2. Age distribution for patients from (CRC) screening
program according to the sex and to the colonoscopy findings. Table S3. Descriptive of sex for patients
from (CRC) screening program depending on colonoscopy result. Table S4. Descriptive of sex for
patients from (CRC) screening program depending on each category of colonoscopy result. Table S5.
Age distribution for patients from (CRC) screening program with normal colonoscopy result and
without colonoscopy preparation (CNR, n = 55) according to the gender. Table S6. Age distribution
for healthy blood donors (BD, n = 55) according to the sex. Table S7: Main descriptive indexes for
the eleven TLB-associated parameters in patients with normal colonoscopy result (CN, n = 247) and
pathological colonoscopy result (CP, n = 267). Table S8: Bivariate analysis of TLB parameters of
patients with normal colonoscopy result (CN) and patients with pathological colonoscopy result
(CP). Table S9: Summary of the application of multivariate Binomial Generalized Linear Model with
Logistic Regression (GLM). Table S10: Contingency table for predict risk of pathological colonoscopy
finding. Table S11: Main descriptive indexes for the eleven TLB-associated parameters in healthy
blood donors (BD, n = 55). Table S12: Bivariate analysis of TLB parameters between patients with
normal colonoscopy result (CN) and healthy blood donors (BD). Table S13: Main descriptive indexes
for the eleven TLB-associated parameters in patients with normal colonoscopy result and without
colonoscopy preparation (CNR, n = 55). Table S14: Main descriptive indexes for the eleven TLB-
associated parameters in patients with normal colonoscopy result and with colonoscopy preparation
(CNN, n = 55). Table S15: Bivariate analysis of TLB parameters of patients with normal colonoscopy
result with (CN) and without (CNR) colonoscopy preparation. Table S16: Bivariate analysis of
Fluorescence Spectrum parameters (Max and SNR) of patients with normal colonoscopy result with
(CN) and without (CNR) colonoscopy preparation. Table S17: Bivariate analysis of albumin and
C-reactive protein concentration of patients with normal colonoscopy result with (CN) and without
(CNR) colonoscopy preparation.
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