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RESUMEN

En México, las enfermedades cardiovasculares ocupan la primera causa de muerte seguidas
por los tumores malignos. Dentro de éstos, los tumores malignos de érganos respirtarios e
intratoracicos ocupan un lugar importante. En el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER), el cancer de pulmdn contituye la cuarta causa de consulta y de
hospitalizacidn, el cual frecuentemente presenta derrame pleural. Sin embargo, existen
varias patologias pulmonares que también desarrollan derrame pleural y el diagndstico
certero requiere de tiempo, hospitalizaciéon y en algunos casos riesgo para el paciente. El
drenado del liquido pleural usualmente se lleva a cabo como parte del tratamiento y para
a aliviar la sintomatologia del paciente. Tratando de apoyar al clinico en el camino hacia el
establecimiento del diagndstico definitivo, pensamos en probar la posibilidad de que las
diferentes patologias que desarrollan derrame pleural presentan un perfil metabdlico
diferente debido a que tienen una etiologia diferente y que el anadlisis en este fluido
bioldgico revelaria el perfil metabdlico caracteristico para cada patologia, en particular para
diferenciar entre adenocarcinoma y tuberculosis. Después de evaluar la concentracién de
los metabolitos glucosa, lactato, glutamina, glutamato y acido acético en 133 derrames
pleurales de origen maligno y 38 de origen no maligno, encontramos que los grupos de
adenocarcinoma y tuberculosis presentaron diferencias significativas en los metabolitos de
glucosa, lactato, glutamato y acido acético. Por medio del analisis de las curvas ROC
pudimos definir los valores de corte y calcular los pardmetros diagndsticos asociados a
adenocarcinoma, encontrando los metabolitos estudiados podrian apoyar en el hallazgo del

diagndstico para adenocarcinoma o tuberbulosis.



ABSTRACT

In Mexico , cardiovascular diseases are the leading cause of death followed by malignant
tumors. Among these , malignant tumors of respiratory organs respirtarios and
intrathoraXic organs occupy an important place . At the Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias ( INER ) , lung cancer contitutes, the fourth cause of consultation and
hospitalization. This cancer often presents pleural effusion. However , there are several
lung diseases THAT also develop pleural effusion and accurate diagnosis requires time, and
in some cases hospitalization riskS to the patient . The drainage of pleural fluid is usually
carried out as part of treatment and to relieve the patient's symptoms . In trying to support
the clinician On the road to a definitive diagnosis , we propose as a working hypothesis the
possibility that the different pathologies that develop pleural effusion have a different
metabolic profile since they have a different etiology and that this biological fluid analysis
may reveal different metabolic profile characteristicS for each pathology , in particular to
differentiate between tuberculosis and adenocarcinoma. After evaluating the
concentration of metabolites glucose, lactate , glutamine, glutamate and acetic acid in 133
pleural malignant effusions and 38 of nonmalignant origin , we found that adenocarcinoma
and tuberculosis groups showed significant differences in metabolites of glucose, lactate ,
acetic acid and glutamate . Through analysis of ROC curves we could define cutoff values
and calculate diagnostic parameters associated with adenocarcinoma , finding the
metabolites studied could assist in the discovery and diagnostic of tuberbulosis

and adenocarcinoma.
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INTRODUCCION

1. CANCER

El cdncer comprende una variedad de enfermedades genéticas. Las alteraciones genéticas,
modifican los oncogenes, genes supresores de tumor y los genes estabilizadores implicados
en el crecimiento, desarrollo y diferenciacidn celular (como por ejemplo: bcl-2, 1-myc, GST,
p53) (Shamsul, 2001; Frenzel, 2010). Las células tumorales presetan las siguientes
caracteristicas: evasion de la apoptosis, autosuficiencia de sefiales de crecimiento,
insensibilidad a las sefiales inhibitorias del crecimiento, potencial replicativo ilimitado,
angiogénesis sostenida, invasiéon de tejidos y metastasis, reprogramacion metabdlica y
evasion de la respuesta inmune (Kinasewitz 1998, Formentini 2010, Galluzzi y cols.2010,

Hanahan 2011).

1.2 Cancer de Pulmoén

EL cdncer de pulmdn es una de las enfermedades mds comunes caracterizada por el
crecimiento descontrolado de células neopldsicas en uno o ambos pulmones (Warth, Muley
et al. 2012). Aunque el cancer de pulmén se puede dividir en muchos subtipos,
histéricamente, la distincién mas importante es entre el carcinoma de pulmén de células
pequefias (SCLC) y el carcinoma de pulmdn de células no pequefias (NSCLC). Esta situacién
es debido a las importantes diferencias clinicas en la presentacién, la diseminacién

metastdsica, y la respuesta a la terapia (Travis, 2011).



1.3 Epidemiologia

En Meéxico, la situacidon respecto al cancer es similar a la del resto de los paises
industrializados, la tasa nacional es de seis casos por cada 100,000 habitantes (Carla, 2009).
Entre los afios 2000 a 2010, de acuerdo a datos del INEGI, fallecieron por cancer en el pais
un total de 726,554 personas. Representando una mortalidad del 50.6% en hombres y del
23.5% en mujeres, convirtiendo al cdncer de pulmén en la principal causa de muerte en
fumadores. En el aiio 2010 fallecieron un total de 592,018 personas en el pais, de las cuales
74,685 fueron por cancer de pulmodn, lo que equivale al 12.6%. El cancer de pulmén es el
tipo de cancer con mayor indice de mortalidad en hombres. Al habito del consumo del
tabaco se le atribuyen el 80% de los casos de cdncer de pulmdn, ya que estdn claramente
asociados (Ruiz-Godoy, 2007; Carla, 2009; Aldaco, 2012). A pesar de su alta incidencia y
mortalidad, el cdncer de pulmdn se detecta en la mayoria de los casos, en las Ultimas etapas
de la enfermedad, por lo que seria de gran importancia contar con pruebas diagndsticas

que fueran capaces de detectar la enfermedad en etapas muy tempranas.

1.4 Cancer de pulmoén de células pequeias

El cancer de pulmén de células pequefias (SCLC) se origina a partir de precursores de células
neuroendocrinas y se caracteriza por su rapido crecimiento, alta tasa de respuesta a la
quimioterapia, y radioterapia asi como el desarrollo de resistencia al tratamiento
(Rodriguez, 2010; Friih, 2013). Es el tumor mas agresivo entre los canceres de pulmdn, sobre
todo en etapas avanzadas con una tasa media de supervivencia de 10 a 12 meses en
pacientes tratados con radioterapia y quimioterapia estandar (Lekic, 2012). Tiende a crecer
y diseminarse rdpidamente y puede causar sintomas mads pronto que el cdncer pulmonar
de células no pequeias. Generalmente se presenta en la zona central del pulmén y con

compromiso ganglionar mediastinico extenso.



1.5 Cancer pulmonar de células no pequeiias

La Asociacion Internacional y General del Estudio de Cancer de Pulmén (General

International Association for the Study of Lung Cancer), la Sociedad Americana Toracica

(American Thoracic Society) y la Sociedad Respiratoria Europea (European Respiratory

Society), clasifican el cdncer de células no pequefias en 3 principales grupos:

1)

2)

3)

Carcinoma de células escamosas (25% de los canceres de pulmadn): estd vinculado
con el tabaquismo. En los ultimos afios ha disminuido la incidencia de carcinoma
epidermoide de pulmén. Menos de la mitad hacen metdstasis fuera del térax, por
lo que puede considerarse el menos agresivo de los cdnceres pulmonares.
Carcinoma de células grandes (10% de los canceres de pulmén): se define como un
tumor epitelial maligno con nucleos grandes, nucléolos prominentes, y por lo
general bordes de las celulas se encuentran bien definidas. No muestran rasgos
caracteristicos de carcinoma de células escamosas, de células pequefias o
adenocarcinoma. La velocidad de crecimiento es relativamente lenta (Chang, 2006;
Travis, 2011).

Adenocarcinoma (40% de los canceres de pulmodn): es el subtipo histolégico mas
comun en muchos paises, y su clasificacién es importante. De acuerdo a su patrén
bronquioloalveolar acinar, papilar y adenocarcinoma sélido con formaciéon de
mucina. Suele provocar metastasis frecuentemente. Uno de los mayores problemas
con los adenocarcinomas de pulmon es la heterogeneidad histoldgica. De hecho,
mezclas de subtipos histolégicos de adenocarcinoma son tumores que inducen

derrame pleural.



2. Pleura

La pleura es la membrana serosa que recubre a los pulmones y las estructuras anatdmicas
que lo rodean y estdn destinadas a facilitar el movimiento de los pulmones. Limitan
lateralmente en el térax las llamadas “regiones pleuropulmonares”, ubicadas a ambos lados
del mediastino. Clasicamente se establece la distincion entre pleura parietal y pleura
visceral, pero en realidad se trata de una membrana continua, y la transicion entre ambas
pleuras se encuentra en el hilio pulmonar. En condiciones fisiolégicas existe una fina capa
de liquido pleural entre ambas pleuras el cual es un ultrafiltrado del plasma, resultado de la
filtracién y reabsorcién pleural. El volumen aproximado en cada hemitérax es de 0.3 £ 0.06
ml/kg de peso corporal y la tasa de produccion y reabsorcién es de unos pocos mililitros al
dia. La acumulacién de liquido en este espacio se denomina derrame pleural. En condiciones

normales la composicion del liquido pleural (Kinasewitz, 1998; Mayse, 2008). Y la

comparacion con una condiciéon de malignidad noplasica se detalla en la Tabla I.

Tabla I. Componentes del liquido pleural

Composicidn del liquido pleural no maligno Composicion del derrame pleural maligno

Volumen: 0.1+0.6ml/kg Variable
Células/mm3: 1,000-5,000 1500- 5000
Células mesoteliales: 3-70% 50- 70%
Macrofagos: 30-75% 50-70%
Linfocitos: 2-30% 50-70%
Relacién: CD4/CD8 0.6-1 1.5-2.9
Proteinas: 1-2g/dL 1.5-8g/dL

Albumina: 50-70%

Glucosa Similar al plasma >60mg/dL
LDH >600 1U/L < 600IU/L
pH >plasma <7.3 en un rango de 6.95-7.29



2.1. Derrame pleural

El derrame pleural se define como la acumulacion anormal de liquido en la cavidad pleural;
no es una enfermedad, es el resultado del desequilibrio entre la formacidn y la reabsorcién
de liquido. En la mayoria de los casos es secundaria a una enfermedad pleural o pulmonar,
pero puede ser causado por enfermedades extra pulmonares (cardiacas, hepaticas, renales,
pancreaticas, sistémicas y neoplasias). Ocasionalmente, el derrame pleural puede ser la
primera manifestacién de enfermedad tumoral, como sucede en un 5% de los pacientes con
cancer bronquial. En alrededor del 6% de los derrames pleurales neoplasicos no se logra
identificar el tumor primario. El 75% de los derrames pleurales neopldsicos son secundarios
a cancer pulmonar, cdncer mamario y linfomas. Se estima que alrededor de un 50% de los
pacientes con cancer bronquial y de 40 a 50% de las pacientes con cancer de mama
diseminado presentan derrame pleural en el curso de su evolucién (Kinasewitz, 1998;

Ozcakar, 2010).

El liquido pleural se origina en los capilares pleurales (principalmente parietales), el espacio
intersticial pulmonar, los linfaticos o los vasos sanguineos intratoracicos, o la cavidad
peritoneal. Su reabsorcion se realiza principalmente mediante los vasos linfaticos de Ila
pleura parietal. Los mecanismos por los que se origina el derrame pleural, que se muestran
en la Tabla I, se relacionan con el aumento de produccién del liquido pleural o disminucidn
de su reabsorcidn, y pueden estar relacionados con cambios en las presiones hidrostaticas
capilares, coloidosméticas intra o extravasculares y presiones negativas intratoracicas

(Porcel-Pérez, 2002).



Tabla Il. Mecanismos por los cuales se origina el derrame pleural

Aumento en la formacidn de liquido pleural.

Aumento del liquido intersticial pulmonar (Insuficiencia cardiaca, neumonia, embolia
pulmonar).

Aumento de la presion intravascular en la pleura (Insuficiencia cardiaca, obstruccion venosa).
Aumento de permeabilidad de capilares pleurales (neumonia, neoplasia).

Disminucién de la presién oncética sanguinea (hipoalbuminemia).

Disminucidén de la presién pleural (atelectasia).

Aumento de liquido en la cavidad peritoneal (hidrotérax hepatico).

Rotura del conducto toracico (quilotérax).

Rotura de vasos sanguineos (hemotdrax).

Disminucién de la absorcion de liquido pleural.

Obstruccion de vasos linfaticos que drenan la pleura parietal (neoplasia).

Aumento de las presiones vasculares sistémicas (Insuficiencia cardiaca, obstruccidon venosa).

2.2 Tipos de derrame pleural.

Los derrames pleurales son clasificados en exudados aquellos que se originan los cuales
pueden desarrollarse como consecuencia de procesos inflamatorios intrapulmonares
Tablalll, enfermedades malignas, enfermedades de la propia pleura o de otros érganos,
enfermedades abdominales, etc. Y en trasudados cuando la anormalidad primaria, en la
mayoria de los casos, son secundarios a pulmén vy suelen ser el corazén, higado o rifiones.
La importancia de esta clasificacidén es simplificar el proceso para auxiliar en el diagndstico
y asi determinar si es necesario realizar pruebas adicionales. Un derrame pleural tipo
trasudado usualmente es bilateral y ocurre cuando el balance de las fuerzas hidrostaticas
son alteradas a favor de la acumulacién de liquido pleural. La permeabilidad de los capilares

a las proteinas es normal. Un derrame pleural exudativo es con mayor frecuencia unilateral



y se desarrolla cuando la superficie de la pleura y/o la permeabilidad capilar local estan

alteradas, (Tabla ) (Kinasewitz, 1998).

Tabla lll. Principales causas de los derrames pleurales trasudativos y exudativos.

e Falla ventricular izquierda
Causas frecuentes o Cirrosis hepatica
e Hipoalbuminemia
e Dialisis peritoneal
e Hipotiroidismo
Causas menos frecuentes * Sindrome nefrético
e Estenosis mitral
e Tromboembolismo pulmonar
e Malignidad
e Derrame paraneumaonico
e Tuberculosis
Derrame pleural e Infarto pulmonar
tipo exudativo e Artritis reumatoide
Causas menos frecuentes e Enfermedades autoinmunes
e Pancreatitis
e Sindrome pos- infarto agudo de
miocardio

Derrame pleural
tipo trasudado

Causas frecuentes

Para la clasificacion de derrames pleurales se han utilizado los criterios de Light, que
permiten diferenciar entre exudados y trasudados pleurales: De acuerdo a estos criterios,
un exudado pleural debe cumplir uno de los siguientes criterios, mientras que un trasudado

pleural no cumple ninguno de ellos:
- Relacién proteinas pleura/suero mayor de 0,5.
- Relacién lactato deshidrogenasa (LDH) pleura/suero mayor de 0,6.
- LDH pleural mayor de 2/3 del limite superior sérico de LDH.

Distintos estudios han tratado de identificar parametros mas eficaces que los criterios de

Light (Cicero-Sabido, 2006; Sosa-Juarez, 2013; Lee 2013: Light, 2006).



2.2.1 Derrames pleurales de origen infeccioso

Son ocasionados por diferentes bacterias (micobacterias) y gérmenes (bacilos Gram-
negativos, y Gram positivos) considerados exudados, subclasificandose en derrames
pleurales peraneumodnicos. Un derrame pleural paraneumodnico (DPP) es aquel que se
asocia a una neumonia bacteriana, a un absceso pulmonar o a bronquiectasia y empiemas
(presencia de pus) un liquido espeso blanco-amarillo, en el espacio pleural. Aunque la
mayoria de los empiemas, tienen un origen paraneumodnico, algunos se asocian con

traumatismos o un procedimiento quirurgico (Diez, 2003).

2.2.2. Derrames pleurales malignos

El derrame pleural maligno (DPM) es un exudado, que se define por la presencia de células
malignas en el liquido pleural o por su demostracidon en el tejido pleural obtenido por
diferentes procedimientos (biopsia percutdnea, toracoscopia, toracotomia, necropsia). El
DPM secundario a neoplasias sélidas de estirpe epitelial/carcinomas (DPM-C) es la
manifestacion de una enfermedad neopldsica metastasica, por tanto, en estado muy
avanzado y se relaciona, generalmente, con una corta supervivencia (Pérez-Rodriguez,

2003).

2.2.3. Derrames pleurales inflamatorios no infecciosos

Este tipo de derrames se caracteriza por tener como causa a enfermedades colageno-
vasculares, considerado exudado como las vasculitis que son entidades clinico patoldgicas

caracterizadas por inflamacién y lesidén de los vasos sanguineos, con compromiso de su luz



e isquemia de los tejidos. La presentacidn clinica es fundamental para diagnosticar a estos

pacientes (Contran, 2000; Pérez-Rodriguez, 2003).

2.2.4 Otras causas de derrames pleurales

El diagndstico diferencial de los derrames pleurales (DP) es muy extenso. No sélo incluye
los procesos patoldgicos primarios del pulmdén y la pleura, sino también muchos procesos
extratoracicos. En relacidén con la patologia digestiva se pueden encontrar DP de varios
origenes, Siendo los mas frecuentes, aquellos originados por procesos hepaticos,
pancreaticos, secundarios a patologia esofdgica, esplénica, absceso subfrénico y cirugia

abdominal alta como los mas frecuentes (Contran, 2000).

3. Drenaje de liquido pleural

3.1 Toracocentesis

La toracocentesis o puncion pleural es la prueba que se realiza con la finalidad de extraer
liquido de la cavidad pleural, tanto con fines de diagndstico como terapéuticos. La
apariencia macroscépica del liquido pleural sugiere, su origen (etiologia). La puncion se hace
atravesando la pared toracica hasta llegar a la cavidad pleural, por lo que se considera una
puncidn toracica. Radiologicamente se considera un derrame pleural cuando se tiene > 5
cm de altura en la proyeccién lateral o > 1 cm de espesor en la proyeccion de decubito
lateral o en la ecografia se puede intentar aspirar con una seguridad razonable. Sélo se
necesitan extraer unos 15-20 ml de liquido pleural para un analisis completo del mismo
(bioguimico, citopatoldgico y microbioldgico), que se reparten en 3 tubos que contienen
heparina. Si es un derrame pleural muy abundante se pueden drenar hasta 1.5L (Ried, 2013;

Light, 2011).



3.2 Anadlisis bioquimico del liquido pleural

El analisis del liquido pleural obtenido mediante toracocentesis permite establecer una
causa definitiva o presuntiva del derrame pleural en un 70-80% de los casos. Al liquido
pleural se le analiza la lactato deshidrogenasa pleural (LDH) y las proteinas para establecer
si es un exudado o trasudado de acuerdo a los criterios de Light. También es importante
conocer su aspecto; color, olor, pH, glucosa conteo de eritrocitos, leucocitos y conteo
celular diferencial de leucocitos. Otros parametros que pueden ser Utiles en el diagndstico
son: la tincion de Gram que permite diferenciar entre Gram (+) y (-), para visualizacion de
bacterias, tincidn de hidréxido de potasio al 10% (KOH) para ver elementos fungicos, tincion
de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR), cultivo para hongos, cultivo para micobacterias,
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), determinacion de niveles de adenosina
desaminasa (ADA) y la citologia (Kinasewitz, 1998; Cicero-Sabido, 2006; Sosa-Juarez, 2013;
Mejia-Olivares, 2013). La distinciéon entre trasudados y exudados constituye el primer
escalén en el diagndstico diferencial de los derrames pleurales (Mejia-Olivares, 2013). En
la Tabla IV se observan las y pruebas indicadas en funcién del aspecto del liquido pleural asi

como su diagnéstico.
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Tabla IV. Diagndstico y pruebas indicadas en funcién del aspecto del liquido pleural

Aspecto del Prueba indicada

liquido

Sobrenadante
turbio

Hematocrito

Triglicéridos

Achocolatado Estudio microbiolégico

Estudio citohistoldgico

Amarillento-
Grisacea

Creatinina Pleural
Olor putrido Gram y cultivo

Citologia

Interpretacion del resultado

<1%: no significativo.
embolia o traumatismo.
hematocrito sérico: hemotdrax.

1-20%: cancer,
>50% del

Empiema.

Sobrenadante turbio: alto contenido de
lipidos.

>110 mg/dL: quilotérax 50-110 mg/dL:
realizar lipidograma. Presencia
quilomicrones: quilotérax <50 mg/dL vy
colesterol >250 mg/dL: pseudoquilotdrax.

Amibiasis.
Mesotelioma.

Células gigantes multinucleadas en fondo
granular necroético: Artritis reumatoide.

Creatinina pleural /suero> 1: Urinotdrax.

Infeccion por microorganismos anaerobios.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Glucosa

La glucosa constituye el carbohidrato principal para la generaciéon de energia (ATP) en el
metabolismo célular. Su catabolismo representa la principal fuente de energia para las
células del organismo. La Asociacién Americana de la Diabetes indica que la concentracién
de glucosa en sangre antes de comer (preprandial), usualmente se encuentra en los niveles
70 a 130 mg/dLy 2 horas después de comenzar a comer: en menos de 180 mg/dLen sangre
en condiciones normales. Estos niveles se pueden ver afectados en algunas patologias como

la diabetes mellitus, o algln trastorno metabdlico congénito.

El metabolismo de la glucosa es uno de los principales procesos que se ven afectados
durante la transformacion de células normales a células cancerosas. Los niveles de glucosa
en pacientes que presentan cancer pueden variar dependiendo del tipo de tumor y de la
fase de desarrollo del mismo. Los tumores de crecimiento rapido se caracterizan por su gran
capacidad glucolitica, la cual puede condicionar a un aumento en la gluconeogénesis
hepatica por parte del huésped a partir de lactato, glicerol y diversos aminodacidos; ademas
del aumento en la expresion del transportador de glucosa (GLUT-1), el cual puede
correlacionar con el mal prondstico y baja supervivencia en pacientes con cancer de ovario

y de células escamosas de origen indeterminado (Ayala, 2010; Pinhtiro, 2011).

4.2 Glucosa Pleurala

En ausencia de una patologia pleural, la glucosa difunde libremente a través de la
membrana pleural y la concentracién de glucosa en el fluido pleural es equivalente a la de

la sangre (Hooper, 2010).
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Como se habia mencionado anteriormente, existen diferentes patologias que pueden
generar derrame pleural. Al respecto existen numeros estudios que evalian los niveles de

glucosa presente en el derrame pleural.

Rahman y cols., en 2008, demostraron que la concentracidn de glucosa en liquido pleural
no se altera significativamente por el tipo de anticoagulante o aire residual en las muestras

(Rahman, 2008).

Tanrikulu y cols., en el 2010, reportaron que los niveles bajos de glucosa (<40 mg/dL),
niveles altos de la proteina C reactiva (>50 mg/L), y un nivel sérico de >500 U/L de LDH se
pueden asociar con un pobre prondstico en mesotelioma pleural maligno, indicando que
las células de esta neoplasia, utilizan la glucosa pleural para su actividad metabdlica. Por lo

tanto, niveles de glucosa bajos demuestran una actividad metabdlica mayor del tumor.

Por otro lado, Sahn y cols., en el 2013, reportaron que el 80% de los derrames pleurales
tuberculosos, tuvieron niveles <60 mg/dl de glucosa, y que el 97.6% tuvo niveles > 45 U/I
de adenosina desaminasa; encontrando diferencias significativas en estos parametros al
comprarlos con derrame pleural maligno, empiema/paraneumodnico (infeccioso) vy

trasudativo.

Otros grupos han reportado que niveles bajos de glucosa (<60 mg /dL é 3.3 mmol/L) pueden
ser detectados en derrames paraneumanicos, empiema, pleuritis reumatoide, tuberculosis

o malignidad (Hooper, 2010; Porcel, 2002; Saguil, 2014).

4.3 Lactato

El lactato se produce en el citosol, por el brazo fermentativo a partir de la reduccion del
piruvato y la concomitante oxidacidn del dinucledtido de nicotinamida y adenina (NADH),
reaccion catalizada por la LDH. El lactato es transportado por la membrana citoplasmatica

a través del transportador de monocarboxilato (MCT4). Ya que el lactato es el producto final
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en la glicélisis anaerobia en muchos organismos, se le ha considerado como producto de

deshecho.

Otto Warburg demostré que el metabolismo alterado de las células tumorales producian
grandes cantidades de lactato a partir de glucosa aun en presencia de oxigeno (Heiden,

2009).

Hirschhaeuser y cols., en el 2011 sugieren que el lactato tumoral podria asociarse con las
metastasis y la baja supervivencia del paciente. Se ha encontrado que el lactato por si solo,
induce la migracién de células y la formacion de nichos de células tumorales. Ademas, la
radioresistencia se ha correlacionado positivamente con la concentraciéon de lactato,
sugiriendo una capacidad anti-oxidativa del lactato. Hallazgos en las interacciones de
metabolitos en las células tumorales indican una contribucién del lactato para evitar el
reconocimiento y destruccion por el sistema inmune. Por lo que la acumulacion de lactato
en los tumores sdélidos es un evento crucial y temprano en el desarrollo de los mismos. La
determinacién de lactato deberia integrarse en los ensayos clinicos para confirmar su
relevancia en la biologia del cancer. Sin embargo, existen muy pocos ensayos clinicos que
abordan la determinacién del lactato en liquido pleural en presencia de neoplasias

malignas.

4.4 Lactato Pleural

El lactato en liquido pleural tiene la ventaja de ser un indicador directo de la actividad
metabdlica celular normal incrementada por una glicélisis anaerdbica. Su concentracién en
el liquido pleural es la misma que para los niveles séricos: aproximadamente de 1 a 2 mM

en condiciones normales.

La determinacion de lactato en los distintos fluidos del organismo ha sido usada

principalmente para la deteccién de infecciones bacterianas. Altos niveles de lactato han
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sido reportados en fluido cerebroespinal en la meningitis bacteriana, en fluido sinovial en

la artritis bacteriana, y en fluido pleural en el empiema bacteriano (Pettersson, 1985).

Pettersson y cols., en 1985 reportaron que el promedio de las concentraciones de lactato
en liquido pleural fueron significativante mayores en pacientes con empiemas (14 mM) y
artritis reumatoide (10 mM), que en pacientes con tuberculosis (9mM), cancer (4mM),
derrames pleurales de origen no especificado (3mM) y falla cardiaca congestiva (2mM). En
este mismo trabajo, en todos los grupos de pacientes, la concentracidn promedio de
lactato fue mayor en liquido pleural que en plasma, indicando que el lactato fue producido

localmente.

4.5 Acidosis pleural

La acidosis es un trastorno en el equilibrio acido-basico del cuerpo en el cual el pH en sangre
disminuye hasta un valor inferior a 7.36, la acidosis puede reflejar hipovolemia, hipoxia,

sepsis y utilizacién del metabolismo alternativo en la produccién de energia.

La acidosis en el liquido pleural puede proporcionar informacién diagndstica y prondstica
en ciertos escenarios clinicos. Por ejemplo, un pH bajo en liquido pleural puede asociarse
con un derrame paraneumonico no purulento, lo que sugiere que el liquido pleural debe
ser drenado del espacio pleural, proceso necesario para resolver la infeccion (Porcel, 2009).
Sin embargo, Rahman y col., en 2008, demostraron que la exactitud en la medicidn del pH
pleural es dependiente del método de recoleccidon de la muestra. La presencia de aire
residual, el uso de lidocaina y el andlisis tardio, alteran significativamente la medicién de
pH. Por lo que en vez de medir el pH pleural, en el presente estudio decidimos medir la

cantidad de acido acético presente en los derrames pleurales.
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4.6 Acido acético

La produccion local de acido lactico,y acido carbdnico (H2COs3), como productos finales del
metabolismo anaerdbico de la glucosa, se consideraron inicialmente los responsables de la

acidosis en el liquido pleural (Pettersson, 1985).

Sin embargo Knowles y cols., en 1974, reportaron que es posible la produccidn y utilizacién
de acido acético en mamiferos. La fuente de acido acético en mamiferos no herbivoros y
en todos los mamiferos en hambruna no se conoce claramente; sin embargo, los acidos
grasos de cadena larga o el piruvato pueden ser convertidos en acetil CoA (AcCoA), la cual
puede ser hidrolizada a acido acético por la enzima acetil CoA hidrolasa. El recambio del
acetato sanguineo es rapido en mamiferos herbivoros debido a que tienen la capacidad de
utilizar acetato por medio de la enzima acetil CoA sintetasa y se presentan alta actividad de

esta enzima (Knowles, 1974).

La presencia de acetato es también significativa en mamiferos no herbivoros, debido a que
es rapidamente catabolizado de la sangre si es inyectado in vivo o generado de precursores
como el etanol. El acetato estd presente en la sangre de mamiferos en concentraciones
gue van de un rango de 0.1 a 0.5 mM, valores que estan muy por debajo de aquellos

encontrados en herbivoros (Knowles, 1974).

En este trabajo investigamos la distribucion de las concentraciones de acido acético en el

liquido pleural de pacientes con tuberculosis y adenocarcinoma.

4.7 Glutamina

La glutamina desempena varias funciones metabdlicas importantes en la célula. Sirve como
una fuente de carbono para la produccién de energia, carbono y nitrégeno, y contribuye a

las reacciones biosintéticas regulando la homeostasis celular. Daye y cols., en el 2012,
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reportan una tasa elevada en el consumo de glutamina por muchos tipos de cancer y en la

proliferacion célular.

Pieter y cols., en 2012, describen que las células tumorales necesitan tanto glucosa como
glutamina para su viabilidad y crecimiento. Siendo la reprogramacién metabdlica una de
las principales caracteristicas del cdncer. Se ha reportado que la glutamina en lineas de

cancer de pulmdn de células no pequenas es esencial para la proliferacién celular.

El papel de otros productos intermediarios de la via glucolitica y vias alternas para la
generacion de energia y la sintesis de macromoléculas en las células cancerosas, sélo se ha
comenzado a identificar. En particular se ha comenzado a caracterizar el metabolismo

alterado de la glutamina en células tumorales (Mohamed, 2014).

4.8 Glutamato

El glutamato es un aminoacido no esencial, un importante sustrato bioenergético de la
proliferacion de células normales y neopldsicas, y un neurotransmisor excitatorio que esta
involucrado activamente en vias bioenergéticas, metabdlicas y de sefializacién oncogénicas.
La sefializacion de glutamato activa una familia de receptores llamados receptores de
glutamato metabotrdpicos e ionotrdpicos que se han relacionado con desérdenes
cerebrales crénicos, como esquizofrenia y enfermedades neurodegenerativas (Willard,

2013).

El glutamato regula la proliferacion y la migracién de las neuronas durante el desarrollo
embrionario del SNC, pero no se sabe si influye en la proliferacién y migracion de las células
tumorales. Se ha demostrado que los antagonistas de glutamato como el N-Metil-D-
Aspartato (NMDA) inhiben la proliferacion de células tumorales humanas (Rzeski, 2001). En
otro estudio, se ha reportado que la privacidén de glutamato en células de cancer de préstata
disminuye la proliferacion, la migracién y la invasién dando lugar a la muerte celular por

apoptosis (Koochekpour, 2012).
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El glutamato se ha relacionado con la tumorigénesis a través de la activacién del receptor
AMPAR. Herner y cols., en 2011, demostraron que la activacion del receptor AMPAR
mediada por glutamato incrementa la activacion y migraciéon de células de cancer
pancreatico por medio de la activacion de la via MAPK clasica. El glutamato podria servir
como un interruptor molecular que disminuye el umbral de la sefializacion oncogénica
inducida por K-ras, incrementando las lesiones precursoras de la transformacién maligna

de las de cancer de pancreas.

Koochekpour y cols., en 2012, midieron los niveles de glutamato sérico en personas sanas
y en pacientes caucasicos y afroamericanos con cancer de prdstata primario y metastdsico.
Los niveles séricos de glutamato en individuos sanos fue de 0.56 +.03 uM, mientras que en
pacientes con cancer de prdstata primario fue de 10.4 £ 2.2 uM y en pacientes con cancer
de préstata metastasico de 323.7 + 51.4 uM; encontrando Unicamente diferencia
significativa en los niveles séricos de glutamato en pacientes afroamericanos con cancer de
prdstata metastdsico con respecto al primario. También reportan una correlacién positiva

en la cantidad sérica del glutamato y la agresividad del cancer de préstata.
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5. Justificacion

En México los derrames pleurales son ocasionados principalmente por cdncer pulmonar, el
cual representan entre 4 a 10 % de las patologias respiratorias en servicios de neumologia.
La determinacién de la etiologia de los derrames pleurales se basa en 3 criterios conocidos
como criterios de Light: la relacién proteica determinada en el derrame pleural a nivel
serico, la relacidon de unidades por litro de LDH determinada en el derrame pleural y a nivel
serico y la concentracién de LDH en liquido pleural mas de las dos terceras partes del limite
superior del valor normal en suero. Ademas, el liquido pleural contiene diferentes
concentraciones de otros metabolitos como el lactato, glutamina, glutamato y glucosa. Sin
embargo son multiples las enfermedades que pueden afectar a la pleura, y el diagndstico
diferencial muchas veces requiere de tiempo de hospitalizacidon y la aplicaciéon de
procedimientos de mayor riesgo para el paciente. Por lo que contar con marcadores que
puedan servir como una herramienta de apoyo para el médico, se decidié probar la
presencia y utilidad diagndstica de los metabolitos: glucosa, lactato, glutamina y glutamato

y acido acético en el liquido pleural de pacientes con derrame pleural maligno y no maligno.
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6. Hipotesis

Las células tumorales presentan un metabolismo alterado en donde se presenta un alto
consumo de glucosa con produccidn de acido lactico aun en presencia de oxigeno,
fenomeno conocido como efecto Warburg. También se ha observado que tienen

incrementada la glutamindlisis, es decir el metabolismo de la glutamina.

Si las células tumorales de los pacientes con adenocarcinoma presentan el efecto Warburg,
ademas de la glutamindlisis incrementada, entonces las concentraciones de los metabolitos
glucosa, lactato, glutamina y glutamato serdn diferentes con respecto a las concentraciones

cuantificadas de los metabolitos encontrados en derrame pleural de origen no maligno.
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7. Objetivo

Determinar las concentraciones de los metabolitos: glucosa, lactato, glutamina y glutamato y acido
acético presentes en derrames pleurales de pacientes con cdncer pulmonar asi como con

tuberculosis y comparar sus concentraciones en ambos tipos de patologias.

7.1 Objetivos particulares.

7.1.1) Generar una base de datos a partir de las muestras de derrame pleural almacenadas
en el laboratorio de cdncer pulmonar del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias

“Ismael Cosio Villegas”.

7.1.2) Determinar la concentracidon de los metabolitos: glucosa, glutamina, glutamato,

lactato y acido acético en los liquidos pleurales

7.1.3) Relacionar si los metabolitos arriba mencionados pueden emplearse como
marcadores para el diagndstico asociado a cancer pulmonar en particular al tipo

adenocarcinoma.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Recoleccion de muestras.

El Laboratorio de Cancer Pulmonar del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
“Ismael Cosio Villegas” (INER), cuenta con un banco de liquidos pleurales ontenidos por
toracocentesis. Las muestras bioldgicas incluidas en este estudio, son muestras
recolectadas desde el afio 2000 hasta la fecha 2014, las cuales se conservaron en
congelacion a una temperatura de -20°C. Actualmente se cuentan con alrededor de 629

muestras.

Se llevd a cabo la organizacidn y la identificacidn de las muestras procedentes de derrames
pleurales de pacientes que asistieron a la consulta en el INER. También se buscé el
diagnodstico definitivo en los archivos clinicos del INER. Los pacientes que se cuenta con
muestra de derrame pleural asignando a cada muestra su diagndstico definitivo,
encontrando el sexo, la edad, y el nUmero de casos con cada una de las afecciones causantes

de derrame pleural. Creando asi una base de datos.

8.2 Poblacion de estudio

La descripcion detallada de la poblacién de estudio se presenta en la Tabla V.
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Tabla V. Poblacion de estudio

Derrame Diagndstico NUmero Relacion de genero Rango de
pleural de casos e Mujeres Edad
Maligno Adenocarcinoma 77 41 36 (27-92)

Mesotelioma 14 9 5 (46-88)

Cancer de Células
pequefias 13 12 1 (38-72)
Tumores

metastasico 29 19 10 (27-82)

Infeccioso Tuberculosis 29 19 10 (19-87)
Neumonias 6 5 1 (23-96)

Cardiopatias 3 2 1 (73-80)

8.3 Estrategia Experimental

Derrames
pleurales
Totales n=629
Bisqueda de
Expedientas:
n=300

Determinacia
de los
metabolitos:

lﬁ:lﬂﬂ Acmm Etuhmatn
Obtencion de resultados

Analisis
estadistico

Figura 1. Estratejia experimental.
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8.4 Medicién de los metabolitos glucosa, lactato, glutamina y glutamato por medio del
analizador bioquimico YSI

Las muestras se clasificaron y se descongelaron a una temperatura de 4°C para su posterior
manejo. Una vez descongeladas se procedié a realizar alicuotas de 950uL en tubos
eppendor de 1.5ml y a su vez se depositaron 25uL por triplicado en una placa de 96 pozos.
Esta placa de 96 pozos se colocd en el analizador bioquimico YSI 2900 el cual analizé cada
una de las muestras dependiendo de la calibracién del equipo. Primero se colocaron las
membranas de glucosa y lactato, después las membranas de glutamina y glutamato (Figura
2) . El analizador bioquimico por medio de una reaccién redox realiza las mediciones de
cada uno de los metabolitos arrojando la cantidad que existe en cada una de las muestras

en mmol/L.

Analizador Bioquimico YSI

Placa de 96 pozos
o

P

| d
|
i Alicuotas de 9SML\ Kit R-BIOPHARM Calculos

Liquidbs Bleﬁrales

Resultados

Concentracién de metabolitos

Lactata frarnait |
opane#BtABNE

Andlisis estadistico Graphadprism

Figura 2. Esquema del procesamiento de los liquidos pleurales.

El analizador bioquimico YSI es un equipo automatizado para la medicidon analitica de
diferentes metabolitos en un periodo muy corto. El analizador bioquimico YSI funciona por

medio de una reaccién de oéxido reduccion del electrodo con respecto al perdxido
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producido, la reaccidn generara agua mas oxigeno y este es directamente proporcional a

la concentracidn del analito a medir.

Las membranas YSI contienen tres capas. La primera capa, policarbonato poroso, limita la
difusidn exclusiva del sustrato hacia la segunda capa que contiene a la enzima inmobilizada,
gue es especifica para el metabolito que se va a medir. La tercera capa, acetato de celulosa,
permite el paso de moléculas pequefias, como el peréxido de hidrégeno, para alcanzar el
electrodo, eliminando muchos compuestos electroquimicamente activos que podrian

interferir con la medicién (Figura 3).

Una enzima especifica para el sustrato de interés se encuentra inmovilizada entre las dos
capas de las membrana, policarbonato y acetato de celulosa. El sustrato es oxidado cuando
entra en contacto con la capa de la enzima, produciendo peréxido de hidrégeno, que pasa
a través de acetato de celulosa a un electrodo de platino donde el peréxido de hidrégeno

es oxidado. La corriente resultante es proporcional a la concentracién del substrato.

Reaccidn 2

Reaccién 1

r— \/{
HZOZ‘@
Membrana de r \ Substrato

Platino —=={"}"

Acetato de Celulosa
Oxidasa
i bilizad
VHRORTERES Membrana de

Policarbonato O-Rlng

Figura 3. Componentes de la membrana del analizador bioquimico YSI.
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8.5 Medicidn de acido acético por espectofotometria UV

La concentracion de acido acético se determiné por medio del método de UV utilizando el
kit de Bohreing Mannheim (cat. No. 10148261035), siguiendo las indicaciones del
fabricante. La determinacion se basa en la formacién de NADH medido por el aumento de

la absorcién a 340nm, dado por el equilibrio de las siguientes reacciones:

ACS
1) Acetato + ATP + CoA — acetil — CoA + AMP2 + pirofosfato
Acetil-CoA reacciona con oxalacetato a citrato en presencia de citrato sintetasa (CS)

(reaccidn 2)

cs
2) Acetil — CoA + Oxaloacetato + H,0 — citrato + CoA

El oxaloacetato requerido para la reaccién 2 se forma a partir de L-Malato y nicotinamida-

adenina dinucleotido (NAD) en presencia de L-malato deshidrogenasa (L-MDH). En esta

reaccion el NAD es reducido a NADH.

L—-MDH
3) L — Malato + NADY —— Oxaloacetato + NADH + H*

8.6 Analisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico Graphadprism versidn 5. Las concentraciones de glucosa,
lactato y acido acético presentaron una distribucién normal, por lo que para conocer las
diferencias estadisticas se aplicaron pruebas de Andlisis de Varianza y Dunnett. Las
concentraciones de glutamina y glutamato presentaron una distribucién no paramétrica,
por lo que para conocer las diferencias estadisticas se aplicaron pruebas de Kruskal-Wallis

y Dunns.

Se llevdé a cabo un andlisis de correlacién de Pearson entre los diferentes metabolitos
estudiados. Ademas, se calcularon los pardmetros diagndsticos de los metabolitos: glucosa,
glutamina, glutamato y acido acético asociados a adenocarcinoma o tuberculosis, haciendo

las curvas ROC para cada uno de los metabolitos (Apendice 1).
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos se resumen, analizan y discuten en esta seccidn.

9.1 Determinacion de los niveles de glucosa, lactato, glutamina y glutamato en los
diferentes grupos estudiados

La distribucién de las concentraciones de glucosa presentaron un comportamiento normal
en los diferentes grupos estudiados, la concentracidn de la glucosa fue significativamente
menor (p<0.05) en el grupo de tuberculosis con respecto a los grupos de adenocarcinoma

y cardiopatias (Figura 4).
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Figura 4. Distribucion de la concentracion de glucosa en liquido pleural para los grupos. El valor de corte se
representa por la linea discontinua. Las barras horizontales indican la media y la desviacién estandar en cada
grupo. *P<0.05.
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La distribucién de las concentraciones de lactato presentaron un comportamiento normal
en los diferentes grupos estudiados. La concentracion de lactato fue significativamente
mayor (p<0.001 ) en tuberculosis con respecto a los grupos de adenocarcinoma y tumores
metastasicos. La concentracién de lactato fue significativamente mayor (p<0.05 ) en

tuberculosis con respecto a los grupos carcinoma de células pequefias, neumonias y

cardiopatias (Figura 5).
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Figura 5. En esta grafica se representa la distribucion de la concentracion de lactato en liquido pleural para los
grupos. El valor de corte se representa por la linea discontinua. Las barras horizontales indican la media y la
desviacién estandar en cada grupo. *P<0.05; ***P<0.001.

En el caso de la distribucion de la concentracién de glutamina encontramos que las
diferentes poblaciones de adenocarcinoma, tumores metastasicos y tuberculosis

presentaron un comportamiento no paramétrico. Y aunque no encontramos diferencias
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significativas entre los grupos estudiados, se observa una tendencia a encontrarse mas

elevada en tuberculosis (Figura 6).
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Figura 6. En esta gréfica se representa la distribucion de la concentracién de glutamina en liquido pleural para
los grupos. El valor de corte se representa por la linea discontinua. Las barras horizontales
indican la media y la desviacion estandar en cada grupo.

La distribucion de la concentracion de glutamato en los diferentes grupos estudiados
presentd un comportamiento normal, con excepcion del grupo de tuberculosis que
presentd un comportamiento no paramético. La concentracién de glutamato fue
significativamente mayor en tuberculosis (p<0.01) con respecto a los grupos de
adenocarcinoma, carcinoma de células pequefias y mesotelioma. La concentracién de
glutamato en tuberculosis fue significativamente mayor (p<0.05) con respecto al grupo de

tumores metastaticos (Figura 7).
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Figura 7. En esta grafica se representa la distribucidn de la concentraciéon de glutamato en liquido pleural para
los grupos. El valor de corte se representa por la linea discontinua. Las barras horizontales
indican la media y la desviacion estandar en cada grupo. *P<0.05; **P<0.01.

El diagndstico definitivo de cadncer pulmonar se establece mediante el hallazgo de las células
malignas en el estudio citoldgico o histoldgico. Sin embargo, debido a que estos estudios
presentan algunas limitaciones técnicas, la evidencia de las células malignas no siempre es
posible. En la practica el diagndstico diferencial con tuberculosis es complicado ya que,
ambas patologias pueden presentar signos y sintomas parecidos. Por lo anterior decidimos
hacer un andlisis mayor enfocandonos a estas dos patologias por lo que en la Tabla VI se
presentan la media y desviacidn estandar de los distintos metabolitos en el liquido pleural

de adenocarcinoma pulmonar y tuberculosis.
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Tabla VI. Niveles de los distintos metabolitos en el liquido pleural de los diferentes

grupos estudiados

N Adenocarcinoma Tuberculosis
(mmol/L) (mmol/L)
Glucosa 4.15 +2.34 2.78£2.27
Lactato 5.87+4.1 9.24 +5.44
Glutamina 0.16 + 0.21 1.36+2.08
Glutamato 0.32+0.19 5.52 +6.63
Acido acético 0.28 + 0.08 0.20 + 0.06

Aplicando una prueba estadistica de t de student para los grupos de adenocarcinoma vy
tuberculosis encontramos diferencia significativa en los niveles de glucosa (p= 0.0077), asi
como para los niveles de lactato (p= 0.0008) (Tabla VI). También observamos una
correlacién moderada inversamente proporcional de las concentraciones de glucosa y
lactato tanto en el grupo de adenocarcinoma como en el grupo de tuberculosis Tabla VIl y
VIII, Figura 8 Ay B. Por lo que a menor concentracion de glucosa mayor concentracién de
lactato. También observamos que el grupo de adenocarcinoma presentd una mayor
concentracion de glucosa (AD>1.17) con una menor produccién de lactato (8.75>AD). Por
el contrario, el grupo de tuberculosis presentd una menor concentracién de glucosa
(1.17>TB) con una mayor produccion de lactato (TB>8.75) Tabla IX. Lo que nos permite
sugerir que aun cuando las células tumorales utilizan en gran medida la glucosa para
producir lactato, el microrganismo de la tuberculosis utiliza una mayor cantidad de glucosa

para cubrir sus requerimientos metabdlicos produciendo una mayor cantidad de lactato.
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Tabla VII. Correlacién entre las concentraciones de glucosa, lactato, glutamina,

glutamato y acido acético en liquido pleural de pacientes con adenocarcinoma.

Glucosa

Lactato

Glutamina

Glutamato

Lactato

r=-0.34
p=0.0028

Glutamina

r=-0.007
p=ns

r=0.06
p=ns

Glutamato

r=-0.17
p=ns

r=0.08
p=ns

r=-0.72
p<0.0001

Acido acético

r=-0.18
p=ns

r=0.39
p=ns

r=0.22
p=ns

r=-0.1
p=ns

Tabla VIII. Correlacion entre las concentraciones de glucosa, lactato, glutamina,

glutamato y acido acético en liquido pleural de pacientes con tuberculosis.

Glucosa

Lactato

Glutamina

Glutamato

Lactato Glutamina Glutamato
r=-0.50 r=0.39 r=-0.28
p=0.0060 p=0.0346 p=ns
r=-0.08 r=0.67
p=ns p<0.001
r=0.39
p=0.035

Acido acético

r=-0.27
p=ns

r=0.07
p=ns

r=-0.39
p=ns

r=-0.1430
p=ns
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A)Correlacion en adenocarcinoma B) Correlacion en tuberculosis
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Figura 8. En esta figura se presenta las graficas de correlacion con niveles mas altos (moderado a fuerte).
Observando la distribucién de la correlacién (r) y el valor de p (p).

También observamos que el grupo de tuberculosis presenta una mayor concentracion de
glutamina (TB>0.8) asi como una mayor concentracion de glutamato; (TB>1.0) por el
contrario el grupo de adenocarcinoma presenté una menor concentracion de glutamina
(0.8>AD) con una menor concentracion de glutamato (1.0>AD) Tabla IX. Lo que sugiere que
cuando las células tumorales utilizan la glutamina para producir glutamato, este ultimo no
se acumula si no que se sigue utilizando en la glutaminolisis, fenédmeno que ya ha sido
reportado (Pieter, 2012). En el caso de la tuberculosis se observé una acumulacién de

glutamato lo que podria indicar que el metabolismo del patdégeno no es tan dependiente

de este aminodacido.
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Aplicando una prueba estadistica de t de student para los grupos de adenocarcinoma vy
tuberculosis encontramos diferencia significativa en los niveles de glutamina (p= 0.035), asi
como para los niveles de glutamato (p= 0.0001).También observamos una correlacion
inversamente proporcional de las concentraciones de glutamina y glutamato tanto en el
grupo de adenocarcinoma pero no en el grupo de tuberculosis Tabla VIl y IX, Figura8 Cy D.
Por lo que a menor concentracién de glutamina mayor concentracion de glutamato. Este
comportamiento apoya el hecho de que muchas células tumorales se también observa una
adiccién a la glutamina a pesar de ser un aminodcido no esencial ya que puede ser
sintetizado a partir de glucosa. La alta velocidad de consumo de glutamina podria indicar
qgue puede ser utilizado como donador de nitrégeno ademds de ser un substrato
mitocondrial primario requerido para el mantenimiento del potencial e integridad de la

membrana mitocondrial (Wise, 2010).

En el caso de tuberculosis observamos dos comportamientos interesantes: uno es una
correlacién fuerte entre las concentraciones de glucosa y glutamina y una correlacién
fuerte entre las concentraciones de lactato y glutamato (Figura 9), lo que podria indicar que
si el bacilo de M. tuberculosis se encuentra metabdlicamente activo consumira glucosa y
glutamina produciendo en lactato y glutamato respectivamente . En el caso de los
adenocarcinomas, no encontramos estas correlaciones, posiblemente debido a que la
desregulacién metabdlica que promueve y mantiene el desarrollo del cancer involucra la
participacién de un mayor numero de vias metabdlicas en un microambiente mucho mas

complejo (Romero-Garcia, 2011).
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E) Correlacién en tuberculosis F) Correlacion en tuberculosis
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Figura 9. En esta figura se presenta las graficas de correlacion con niveles mas altos (moderado a fuerte).

Observando la distribucién de la correlacién (r) y el valor de p.

Tabla IX. Valores de corte y pardmetros diagnésticos en liquido pleural

Metabolito V?::)r:: : Sens(i;i)lidad Espet(:f;:;: LEL VPP! VPN? Exactitud
[mmol/L]
Glucosa AL TE 93.4 34.5 0.79 0.79 0.85
Lactato e et il 76.6 55.2 0.82 0.47 0.71
Glutamina ~ TB>0.8>AD 100 31.0 079 1.0 0.81
Glutamato ~ TB>1.0>AD 100 48.0 084 1.0 0.86
Acido acético  AD>0.28>TB 73.3 93.3 0.83 0.92 0.78

valor Predictivo Positivo, 2Valor Predictivo Negativo para los grupos de; AD: Adenocarcinoma; TB:
Tuberculosis.

Ademas decidimos incluir el analisis de acido acético debido a que en un principio
pensamos que los niveles del acido acético podrian correlacionar con el metabolismo de
Mycobacterium  tuberculosis. Sin  embargo encontramos una concentracién

significativamente mayor de acido acético en adenocarcinoma respecto a tuberculosis,
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(Tabla VI, Figura 10). El andlisis de correlacién no mostrd relacién significativa en
adenocarcinoma y en tuberculosis (Tabla VIII y IX). Este comportamiento nos sugiere que
probablemente el origen del 4cido acético, en el caso de los adenocarcinomas proviene del
metabolismo de la glucosa y en el caso de la tuberculosis posiblemente provenga del

metabolismo de la glutamina.
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Figura 10. En esta grafica se representa la distribucion de la concentracidn de acido acético en liquido pleural
para los grupos. El valor de corte se representa por la linea discontinua. Las barras horizontales indican la
media y la desviacion estandar en cada grupo.
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9.2 Determinacion de los parametros diagndsticos asociados a adenocarcinoma utilizando
como marcadores los metabolitos: glucosa, lactato, glutamina, glutamato y acido acético

Para el diagndstico de una enfermedad se realizan una serie de andlisis clinicos los cuales
proporcionan una serie de valores numéricos. En esos casos se considera enfermedad la
posesién de un valor por encima del valor limite umbral que previamente se ha definido. El
problema en estos casos surge cuando se desea conocer cual es el valor limite mas

adecuado para obtener un resultado confiable.

El calculo del valor de corte critico mas adecuado en una prueba diagndstica se realiza
mediante las curvas ROC, basadas en la representacién de la curva definida para cada valor
limite, segun la sensibilidad de la prueba (S) en el eje de las ordenadas y el porcentaje de
falsos positivos para la prueba (1-E) en el eje de las abscisas. Posteriormente se traza una
recta para unir los puntos S=1y 1-E=1, el punto donde ésta cruza la curva constituye el valor

limite critico o “valor de corte” mas adecuado a utilizar ( Apéndice 1).

Por medio del uso de la curva ROC, se graficd como presencia de enfermedad, los valores
asociados a adenocarcinoma y ausencia de enfermedad los valores asociados a
tuberculosis, se seleccioné el valor de corte asociado a adenocarcinoma una concentracion
de glucosa mayor de 1.17 mmol/L, y una concentracién de acido acético superior a 0.28
mmol/L. En la Tabla VII. se pueden observar los parametros diagndsticos asociados a este

valor de corte para glucosa.

También se seleccionaron los valores de corte asociados a adenocarcinoma, lactato menor
de 8.75 mmol/L, glutamina menor de 0.8 mmol/L, y una concentracién de glutamato
inferior a 1.0 mmol/L. En la Tabla VII. se pueden observar los parametros diagndsticos

asociados a este valor de corte para lactato, glutamina y glutamato.
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Los metabolitos que presentaron el mejor valor de sensibilidad (100%) fueron glutamina y
glutamato, Esto indica que la determinacién de glutamina y glutamato seran positivas en
presencia de enfermedad. Pero el metabolito que presentd la mayor especificidad fue el
acido acético (93.3%), lo que indica que la terminacion de acido acético serd negativa en
ausencia de enfermedad. Estos resultados sugieren que la asociacidon de estos marcadores
puede ser de utilidad en apoyo al diagndstico de cancer pulmonar. Sin embargo, para poder
hacer pruebas multiples se requiere hacer la determinacién de acido acético en las muestras

faltantes de derrame pleural.
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10. CONCLUSIONES

1.- Las bajas concentraciones de glucosa en tuberculosis podrian estar
relacionadas con el microorganismo causante de la afeccién mientras son mas

altas las concentraciones de glucosa en adenocarcinoma.

2.- La concentracidn de lactato es mayor en tuberculosis debido al alto consumo
por el microorganismo comparadas con las concentraciones de lactato en

adenocarcinoma debido a la via glucolitica.

3.- Las concentraciones de glutamina y glutamato son mayores en tuberculosis ya
el microorganismo no utiliza eficientemente estos metabolitos por lo que podrian
estarse acumulando mientras que las concentraciones en adenocarcinoma son
menores debido a que las células tumorales utilizan la via anapletorica

(glutaminolisis) para obtener energia.

4.- La correlacidn de glutamina — glucosa y lactato - glutamato podria ser un

pardmetro diferencial entre adenocarcinoma y tuberculosis.

5.- La determinacidn de acido acético se puede utilizar para discriminar pacientes

con adenocarcinoma y tuberculosis.
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12. APENDICE 1
CURVAS DE CARACTERISTICAS DEL OPERADOR-RECEPTOR: CURVAS ROC

Una amplia gama de tests diagndsticos reportan sus resultados cuantitativamente,
utilizando escalas continuas. El anadlisis de curvas ROC (receiver operating characteristic
curve) constituye un método estadistico para determinar la exactitud diagndstica de estos
tests, siendo utilizadas con tres propdsitos especificos: determinar el punto de corte de una
escala continua en el que se alcanza la sensibilidad y especificidad mdas alta, evaluar la
capacidad discriminativa del test diagndstico, es decir, su capacidad de diferenciar sujetos
sanos versus enfermos, y comparar la capacidad discriminativa de dos o mas tests

diagndsticos que expresan sus resultados como escalas continuas.

La determinacion de la enfermedad se realiza atendiendo a una serie de valores numéricos
obtenidos tras la aplicacién de una prueba diagndstico. En estos casos se considera
enfermedad la posicién de un valor por encima (o por debajo segun el tipo de medicién
realizada) de un valor limite umbral que previamente se ha definido. El problema en estos
casos surge cuando se desea conocer cuadl es el valor limite mds adecuado para obtener un

resultado fiable.

Si el valor umbral se lleva demasiado hacia los valores patoldgicos, se estd aumentando la
especificidad de la prueba ( reduce los falsos positivos, 2b”), pero se redice la sensibilidad

ow_n
C

(pues aumenta los falsos negativos, “c”). Por el contrario si se lleva al limite los estados de
salid aumenta la sensibilidad (reduce los falsos negativos, “c”), pero a costo de reducir la

sensibilidad (aumenta los falsos positivos, “b”).

El calculo del valor de corte critico mas adecuado en una prueba diagndstica se realiza
mediante las curvas ROC, basadas en representar la curva definida para cada posible valor
lime segun la sensibilidad de la prueba (“S”) en el eje de las ordenadas y el porcentaje de
falsos positivos para la prueba (“1-E”) en el eje de las abscisas. Posteriormente, se traza una
recta para unir los puntos S=1vy 1-E=1. El punto donde esta recta cruza la curva constituye

el “valor limite critico mas adecuado” a utilizar.
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CALCULOS PARA LOS PARAMETROS DIAGNOSTICO

Enfermedad
Presente Ausente
Positiva a b atb
Prueba diagndstica Negativa C d c+d
a+c b+d a+b+c+d

a= numeros de verdaderos positivos.
b= ndmero de falsos positivos
c= numero de falsos negativos.

d= numero de verdaderos negativos

SENSIBILIDAD= —
a+c

Probabilidad de que la prueba sea positiva en presencia de la enfermedad

ESPECIFICIDA= —
b+d
Probabilidad de que la prueba sea negativa en ausencia de la enfermedad

EXACTITUD= —2%2
a+b+c+d

Probabilidad de individuos bien clasificados por la prueba.

VPP= ——
a+b

Probabilidad de que exista enfermedad cuando la prueba es positiva.

VPN=—"
c+b

Probabilidad de que no exista enfermedad cuando la prueba es negativo.
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