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Resumen. Antecedentes. La microbiota ha emergido como una herramienta
complementaria a la medicina personalizada. Las técnicas de metabolomica
podrian representar una nueva herramienta de tamizaje para el cancer colorrectal.
Objetivo. Comparar la abundancia de un grupo de compuestos volatiles organicos
como los &cidos grasos de cadena corta (butirato, propionato y acetato) en
pacientes con cancer colorrectal y sujetos sin neoplasia. Material y Métodos. Las
muestras de heces de adultos sin patologia neoplasica (n=10) y adultos con cancer
colorrectal (n=12) fueron recolectadas en hospitales locales y analizadas. La
cromatografia de gases y espectrometria de masas con microextraccion en fase
solida fue utilizada para la identificacion de VOCs. El anélisis multivariado se
realizd con PCA y se evalud la significancia (ANOVA) de las masas mas
representativas que explicaban la mayor variabilidad de la diferencia entre
pacientes con enfermedad neoplasica y no neoplésica.. Resultados. El acido
butirico y el acido propidnico fueron identificados (p<0.05). La abundancia
relativa del 4cido propidnico fue mayor en los controles que en los casos (p-
valor<0.05). En el PCA, se mostr6 una tendencia a la separacion entre casos y
controles. Conclusiones. Los 4cidos grasos de cadena corta, acido butirico y acido
propidnico, se asocian al estado canceroso por lo que representan potenciales

candidatos a marcadores diagnosticos.

Palabras clave: cancer colorrectal, metaboldmica, compuestos organicos volatiles,

microbiota, cromatografia de gases, espectometria de masas.



Abstract. Background. Microbiota has emerged as a complementary tool to
personalized medicine. Metabolomics techniques could represent new screening
tools and non-invasive diagnostic tests for colorectal cancer. Objective. To
compare the abundance of a group of volatile organic compounds such as short
chain fatty acids (butyrate, propionate, acetate) in colorectal cancer patients and
non neoplasics patients in a local cohort. Methods. Feces samples from 22
patients were collected (cancer-freee, n = 10; colorectal cancer, n = 12) at local
hospitals and analyzed. Headspace solid-phase microextraction(SPME) in
combination with GS-MS was performed to identify VOCs. Multivariate analysis
was performed using PCA and we evaluated the significance (ANOVA) of the
components which represented the most variability between the samples of
colorectal cancer patients and non neoplasics patients. Results. Propionic acid and
butyric acid were identified (p-value <0.05). The relative abundance of the
propionic acid was greater in controls than in cases (p-value<0.05). PCA shows
there is a tendency towards the separation between cases and controls.
Conclusions. Short chain fatty acids, butyric acid and acetic acid, are associated

to a cancer state which makes them potential candidates for diagnostic markers.

MeSH: Metabolomics, colorectal neoplasms, volatile organic compounds, mass

spectrometry, chromatography gas.



1. Introduccion

El cuerpo humano tiene aproximadamente 3.0 10" de células humanas que
coexisten con aproximadamente 3.8 10" de células bacterianas cada una de ellas
bajo una finamente organizada homeostasis entre el medio intracelular y el medio
extracelular. Sin embargo, cuando los procesos biologicos encargados del buen
funcionamiento celular se fragmentan, sobreviene la desregulacion del organismo
hacia el proceso de la enfermedad(1). La comunidad microbiana compuesta por
bacterias, hongos, protistas y arquea que colonizan la barrera epitelial de todos los
organismos multicelulares se denomina microbiota. El conjunto de genes de esta
comunidad se denomina microbioma. La fuerza de la evolucion que mantiene esta
relacion simbidtica se debe a que la microbiota influye en varios procesos vitales
como la respuesta inmune, la acumulacion del tejido graso, la descomposicion de
alimentos, la expresion de genes, la generacion del tejido linfatico adaptativo y
mantenimiento de la homeostasis intestinal, entre otros(2). Como menciona

Castello et al(3), “El cuerpo humano puede ser visto como un ecosistema”.

Particularmente, la microbiota més estudiada es la del sistema gastrointestinal.
Existen entre 800-1000 especies diferentes de bacterias colonicas en condiciones
fisiologicas; sin embargo cuatro phylum dominan el ecosistema: Firmicutes
(Gram positivos) y Bacteroidetes (Gram negativos anaerobios) seguidos de
Actinobacteria y Proteobacteria entre otras bacterias aun no cultivables(4). La

homeostasis de la microbiota intestinal se asocia con el bienestar y la proteccion



contra enfermedades como por ejemplo, la biosintesis de vitaminas K, B2, B12; el
metabolismo de carbohidratos no digeridos, la regulacion de la neurotransmision
y estados de estrés y ansiedad (5). La alteracion de la estabilidad de la microbiota
intestinal, también conocido como disbiosis, se asocia a diversas enfermedades
como la encefalopatia hepatica en pacientes cirroticos; la enfermedad inflamatoria
intestinal; la obesidad, la resistencia a la insulina; y enfermedades neoplésicas

como el cancer colorrectal (6-8).

Alrededor del 15% de neoplasias en el mundo son atribuidas a agentes
infecciosos(9). Los rasgos distintivos del cancer o hallmarks , segin Hanahan,
explican la génesis tumoral basado en procesos bioldgicos subdivididos en
iniciacion, promocidn y progresion durante su desarrollo(10). La microbiota del
huésped podria influenciar en la carcinogénesis mediante mecanismos que
incluyen (I) la alteracion del balance entre proliferacion y muerte celular; (II) la
induccion de efectos proinflamatorios e inmunosupresores y (III) la influencia en
el metabolismo del huésped (7). Por ejemplo, en estudios clinicos y preclinicos se
ha encontrado que Fusobacterium nucletaum, Bacteroides fragilis y Escherichia
coli pks+ productora de colibactina presentan una alta prevalencia en tejido
tumoral de pacientes con cancer colorrectal(11). Sin embargo, es dificil
determinar la composicion exacta de la microbiota asociada a los diversos tipos de
neoplasias debido a que dependen de multiples factores como la raza, la dieta, la
edad, la genética, la poblacion, el tratamiento antibidtico, la exposicion a

patogenos y el ciclo circadiano, entre otros(12,13)



El céncer colorrectal (CRC) es el tercer cancer mas diagnosticado en el mundo,
segin el reporte de Globocan del 2018 de la Agencia Internacional de
Investigacion sobre el Cancer—-IARC(14). La incidencia y las tasas de mortalidad
del CRC varian notablemente en el mundo. De acuerdo al sexo, el CRC es el
tercer cancer mas diagnosticado en varones; y es el segundo, en las mujeres.
Asimismo, es el segundo cancer con mayor letalidad en ambos sexos. Las tasas de
incidencia estandarizada por edades mas altas se encuentran en FEuropa,
Australia/Nueva Zelanda y América del Norte; y las tasas mas bajas en Africa
Occidental y el sur de Asia Central. Estas diferencias geograficas parecen ser
atribuidas a las diferencias en las exposiciones alimentarias y ambientales que se
imponen sobre un fondo de susceptibilidad genéticamente determinada. Ademas

de programas de deteccion temprana establecidos en los paises desarrollados(14).

En el Peru, segin el Registro de Cancer de Lima Metropolitana 2010 — 2012,
elaborado por el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas(INEN) tanto en
hombres como en mujeres, el CRC es el quinto cancer mas frecuente. El cancer de
colon represento6 el 5% de todas las neoplasias malignas y el 53.5 % de los casos

se presentaron en mujeres (15).

La red de comunicacion bacteriana gastrointestinal manifestada en los productos
metabolicos es una aproximacion al estudio de la funcion del microbioma. La
metabolémica es el estudio de moléculas pequeiias o metabolitos presentes en
muestras biologicas. Hay 114177 metabolitos identificados en el Human

Metabolome Database provenientes de diversos tipos de bioespecimenes como



orina, sangre, leche materna, entre otros(16).

Los compuestos organicos volatiles (VOCs) son un sub grupo de metabolitos de
bajo peso molecular producidos dentro de los procesos metabdlicos normales y
anormales en el cuerpo humano (VOCs endogenos) y sustancias absorbidas de la
dieta en el sistema gastrointestinal o moléculas inhaladas (VOCs exo6genos). Los
VOCs poseen diferentes propiedades fisicoquimicas que varian de acuerdo a los
factores internos y externos del huésped. Son liberados en la orina, heces, piel,
saliva, aliento, sangre y sudor e incluyen aldehidos, alcoholes, alcanos, esteres,

acidos grasos y cetonas(17).

Los 4acidos grasos de cadena corta, los compuestos de amonio y los acidos grasos
de cadena ramificada; los cofactores/vitaminas, aminoacidos y los acidos biliares
han sido estudiadas en su relacion con el CRC(18). El anélisis de los VOCs es
posible mediante técnicas analiticas y permite la caracterizacion segun tipo de
cancer, lo cual ayuda a elucidar las rutas bioquimicas alteradas(18,19). Bond et al.
identificaron VOCs en pacientes con CRC a través de cromatografia de gases y

espectrometria de masas como potenciales biomarcadores fecales(20).

Los acidos grasos de cadena corta (SFCA, short chain fatty acids) son metabolitos
que constan de cadenas de 1-6 atomos de carbono y que son producidos en la
fermentacion sacarolitica de las fibras dietéticas, a cargo de bacterias anaerobicas,
en el colon proximal. Los SCFA como el acetato (C2), propionato (C3) y butirato

(C4) son la principal fuente de energia para el epitelio colonico y son producidos



de 50 a 100 mmol/L en un ratio molar de aproximadamente 60:20:20,
respectivamente(21). Los SCFA son sustratos en la 3-oxidacion mitocondrial y el
ciclo del acido citrico, generan ATP a través de su oxidacion mitocondrial,
modulan el metabolismo de carbohidratos y lipidos (gluconeogénesis y
lipogénesis), mantienen la funcion de la barrera intestinal, presentan efectos
antiinflamatorios y cruzan la barrera hematoencefdlica para modular la
neurotransmision(22). Ademas, ejercen un efecto protector en el huésped contra
patogenos y enfermedades infecciosas; por ejemplo, el butirato disminuye la
expresion de 17 genes localizados en la Isla de patogenicidad 1 (SPI1) de
Salmonella enterica y el acetato inhibe la translocacion de EHEC 0157:H7 del
lumen intestinal a la circulacion sistémica(23,24). Con respecto a su metabolismo,
el acetato es generado de manera ubicua por la mayoria de bacterias anaerdbicas
del intestino. El propionato es formado a partir de la via succionato por
Bacteroidetes, la clase Negativicutes del phylum Firmicutes y Akkermansia
muciniphila; y por la via propanediol por Lachnospiraceae del phylum
Firmicutes.(25). El butirato es generado por los clusters Clostridium IV y XIVa en
el phylum Firmicutes que incluyen especies como Faecalibacterium prausnitzii,
Eubacterium rectale y Roseburia, que a su vez constituyen el 5-10% del total de

bacterias en heces de adultos sanos(26).

Los SCFA son VOCs ampliamente estudiados mediante metabolomica en
muestras de heces, con fines preventivos, diagnosticos y terapéuticos en CRC(27).
El butirato presenta actividad supresora tumoral en lineas de células neoplésicas.

Las concentraciones de 5mmol/L de butirato modifican epigenéticamente la



expresion de genes reguladores de la proliferacion celular o apoptosis(28). El
propionato presenta un efecto anti proliferativo como ligando de GPR41 'y
GPR43 en células de CRC; asimismo, produce autofagia de células
neoplasicas(29). Por el contrario, el acetato que se origina a partir de la oxidacion
de glucosa, glutamina o acidos grasos y favorece la biosintesis de macromoléculas
como acidos grasos, esteroles, amino acidos y nucleotidos, regula la acetilacion de
histonas en células sanas y en distintos tipos de neoplasias como astrocitoma,
oligodendroglioma , mama, ovario y pulmon. El acetato representa una fuente de
energia para las células cancerosas como lo son la glucosa o la glutamina en el

efecto Warburg, por lo que se argumenta que actua como un oncometabolito(30).

Las Dbacterias productoras de SCFA como Clostridium, Roseburia,
Faecalibacterium y Bifidobacterium se encuentran disminuidas en el CRC.
Estudios previos han demostrado diferencias en la abundancia de ciertos SCFA
entre sujetos sanos y pacientes con CRC(31,32). El butirato y propionato se
encuentran en mayor cantidad en sujetos sanos mientras que el acetato es mas

abundante en CRC(20,31,33).

La espectometria de masas y cromatografia de gases (GC-MS) a través de la
microextraccion en fase sélida (SPME) es una de las técnicas de extraccion
simples y de bajo costo que permiten investigar los VOCs en bioespecimenes.
Ello permite obtener una huella caracteristica de volatiles especificos en mezclas
complejas como son las muestras humanas. Entre sus desventajas estan la falta de

un protocolo estandarizado para su uso, la variabilidad y la contaminacion de los



VOCs. Algunos estudios de volatolomica han utilizado la técnica de GC-MS con
SPME para el andlisis de VOCs en muestras fecales, en busca de un biomarcador

para el CRC(20,31).

La microbiota ha emergido como una herramienta complementaria a la medicina
personalizada, contribuyendo con nuevos enfoques en la prevencion, el
diagnodstico y el tratamiento del céncer(34). Por ejemplo, en prevencion y
diagnostico temprano, sets de biomarcadores metabolomicos y/o metagendmicos;
en tratamiento, el transplante fecal, la terapia “phage”, los probidticos y
prebidticos(34). Actualmente el gold standard del diagndstico del CRC es la
colonoscopia, un procedimiento que por su naturaleza invasiva asociada a la falta
de informacion e infraestructura adecuada, limita el diagndstico oportuno en
medios con bajos recursos. Las pruebas actuales de tamizaje no invasivo son el
test de sangre oculta en heces (gFOBT) o la prueba inmunoquimica fecal
(FIT)(35). Otras pruebas que detectan mutaciones de ADN (KRAS) en muestras
de heces asociado a FIT presentan menor especificidad comparado con FIT seglin
la evidencia(36). Considerando el potencial rol de la microbiota en la
carcinogénesis, marcadores de diagndstico temprano determinados por técnicas de
metagendémica y/o metabolomica microbiana podrian representar una nueva

herramienta de tamizaje para el CRC.

1.1. Pregunta de investigacion
(Existen diferencias detectables por GS-MS en la abundancia de butirato,

propionato y acetato en muestras de heces de individuos sin neoplasia y pacientes



con CRC en una cohorte local?

1.2. Importancia del estudio
La importancia de este estudio radica en el reconocimiento de potenciales
marcadores diagnosticos en muestras de facil colecta y conservacion (heces), con

una logistica sencilla y aplicando una técnica precisa como la GC-MS.

1.3. Objetivos

1.3.1 Objetivo general.

Comparar la abundancia de un grupo de 4cidos grasos de cadena corta
(butirato, propionato y acetato) en heces de pacientes con céancer
colorrectal y sujetos sin neoplasia, a través de GC-MS usando SPME,

en una cohorte local.

1.3.2 Objetivos especificos
- Determinar la abundancia relativa de butirato, propionato y acetato
mediante GS-MS.
- Asociar la existencia de butirato, propionato y acetato con el fenotipo
de los participantes incluyendo la presencia de cancer, la edad, el sexo,

el indice de masa corporal y la localizacion del tumor.



2. Material y Métodos

2.1 Poblacion de estudio

La poblaciéon del estudio estuvo compuesta por sujetos que cumplieron con los
siguientes criterios de inclusion y que no tuvieron ningun criterio de exclusion
seglin se menciona a continuacion:

2.1.1 Ciriterios de inclusion

Los criterios de inclusion para los casos eran los siguientes: individuos mayores
de edad con céancer colorrectal primario diagnosticado histopatologicamente;
informe de colonoscopia especificando la localizacién anatoémica del tumor:
ascendente, descendente o transverso. Los criterios de inclusion para los controles
fueron los siguientes: individuos mayores de edad, sanos o con enfermedad no
neoplasica coldnica o rectal.

2.1.2 Criterios de exclusion

Los criterios de exclusion para los casos fueron los siguientes: prueba no
confirmatoria de cancer y tratamiento con radioterapia o quimioterapia previo a la
cirugia. Ambos grupos tenian como criterio de exclusion consumo de antibidticos
dentro de los 2 meses previos a la participacion en el estudio; desordenes
intestinales cronicos como enfermedad intestinal inflamatoria, intestino irritable,
colittis ulcerativa, enfermedad celiaca; restricciones alimentarias como anorexia
nervosa o bulimia y comorbilidades como hipertension arterial o diabetes mellitus
tipo 10 2.

La duracion de la participacion del paciente contemplo tinicamente el momento de

recoleccion de muestra de heces el dia del ingreso del paciente a los Servicios de



Cirugia. Luego de la firma del consentimiento, el investigador solicit6 al paciente
la coleccion de heces en un frasco estéril.
2.2 Lugar de Investigacion

El enrolamiento se realizd en el Servicio de Cirugia del Hospital Nacional
Arzobispo Loayza (Lima) y en el Servicio de Cirugia del Hospital Cayetano
Heredia (Lima). Se preservaron las muestras a -20°C en el Laboratorio de
Investigacion Traslacional y Biologia Computacional de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia. Las muestras se analizaron en el Laboratorio de Quimica
Analitica de la Pontificia Universidad Catolica del Peru. El andlisis subsecuente
de los datos se realizé con la ayuda del personal del Laboratorio del Instituto de
Ciencias Omicas y Biotecnologia Aplicada (ICOBA) de la Pontificia Universidad
Catolica del Perti.

2.3 Tamano muestral

La muestra del estudio es no probabilistica o por conveniencia dado que no hay
estudios en cohortes locales con CRC. La muestra es no representativa de los
Servicio hospitalarios participantes por lo que los resultados no podrian ser
extrapolados.

2.4 Bioespecimenes

Las muestras fueron recolectadas en frascos estériles en el Servicio de Cirugia de
los hospitales especificados y congeladas inmediatamente a -4°C. Luego los
especimenes fueron transportados al Laboratorio de Investigacion Traslacional y
Biologia Computacional de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID)

de la Universidad Peruana Cayetano Heredia dentro de las 2 horas siguientes de

10



su colecta. Se registro en los frascos y posteriormente en el sistema, el dia, la
hora de la coleccion de la muestra y el codigo del paciente. La cantidad
aproximada de heces recolectadas fue de 6 g. El procesamiento consistio en el
trasvase de alicuotas con un peso de 4g a dos viales de espacio de cabeza
(headspace) de 10ml (Supelco) cada uno y su posterior congelacion a -20°C. No
se realizo otra manipulacidn o preparacion de la muestra.

Para el andlisis de las muestras, se extrajeron los viales del congelador y se
transportaron en cajas refrigeradas al Laboratorio de Quimica Analitica en la
Pontifica Universidad Catdlica del Peru (PUCP).

2.5 Microextraccion en Fase Solida

Se utilizaron fibras para la microextraccion en fase solida (SPME, por sus siglas
en inglés) para extraer los VOCs de las muestras bioldgicas. La fibra (Supelco)
para SPME que fue utilizada en el procedimiento fue la siguiente:
Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS). La fibra
fue inyectada manualmente en el vial que contenia la muestra de heces, con la
técnica de espacio de cabeza o headspace (en inglés) y expuesta por 20 minutos a
una temperatura constante de 38°C, en condiciones estaticas, para absorber los
volatiles. Las condiciones fueron controladas para asegurar su reproducibilidad.

2.6 Instrumentos para la GC-MS

Las muestras fueron analizadas utilizando un espectrometro de masas acoplado
con un cromatodgrafo de gases (GC-MS) modelo Agilent 7890B GC y 5977A
MSD, de cuadropolo simple e ionizacion electronica (EI) (Imagen 1). El equipo

de GC-MS estuvo equipado con una columna capilar VF23ms (Agilent
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Technologies) de 30m de largo, con un didmetro interno de 0.25mm y con un
tamafio de particula de 0.25 pm. Este procedimiento se realizé en el Laboratorio
de Quimica Analitica en la PUCP.

2.7 Condiciones de analisis: Medidas de GC MS/SPME

El flujo del gas portador helio fue establecido en 1mL/min. El programa de
temperatura fue 40°C isotérmico por 5 min, con gradiente de 10°C/min hasta
230°C isotérmico por 5 minutos. El tiempo total de cada lectura por GC-MS fue
de 29 minutos. Se determiné ese tiempo después de realizar pruebas con el equipo
y observar que no se encontraban sefiales después de 29 minutos. El
espectrometro de masas fue operado en modo de scan entre 35 — 450, con un
voltaje electromultiplicador de 70 eV. La temperatura del inyector fue de 250°C,

con la valvula de Split cerrada (modo splitless).

2.8 Obtencion de los cromatogramas

En primer lugar, la fibra SPME fue pre acondicionada antes de su uso,
introduciéndola en el puerto del cromatdgrafo de gases sin previa exposicion a las
muestras, con las mismas condiciones de analisis descritas en la seccion 2.7, por
40 minutos de duracion de pre acondicionamiento. Una vez finalizado el pre
acondicionamiento, se inicio la lectura de los especimenes introduciendo la fibra
previamente expuesta a la muestra con la técnica de headspace descrita en la
seccion 2.5. Cabe remarcar que ni bien finalizé la impregnacion de volatiles en la
fibra por la técnica de headspace, la misma fue inmediatamente transferida al
puerto de inyeccion del cromatografo de gases, para su desorcion térmica. El

tiempo transcurrido fue menor de 2 min. El andlisis de muestras se realizd en

12



duplicado. No se obtuvo promedio de ambos cromatogramas ya que no se
utilizaron standards quimicos. Por lo tanto, cada muestra tuvo dos lecturas que

fueron tratadas y analizadas independientemente.

2.9 Identificacion de compuestos

Los compuestos fueron identificados en base a los tiempos de retencion (TRs)
consultando la biblioteca de espectros de masas NIST (National Institute of
Standards and Technology) Version 2.0, 2011 y AMDIS Version 2.71, 2012
(Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System) seguido de
una inspeccion manual-visual. Se consideré una probabilidad del 90% o mas en

NIST para la identificacion tentativa de los compuestos.

2.10 Procesamiento de Datos y Analisis estadistico

Se tabularon las principales caracteristicas demograficas y clinicas de los
participantes y se analiz6 las diferencias estadisticas por grupos etarios y por
el IMC aplicando la prueba de Mann-Whitney. El analisis de datos
volatolémicos se realizdo en el Laboratorio de Biotecnologia de la PUCP. Se
utilizaron el software MS-DIAL v3.8 y MATLAB (R2019b). Los cromatogramas
obtenidos del GC-MS con el formato “CDF” se extrajeron de ChemStation y se
convirtieron al formato “Analysis Base File (ABF)”. Este proceso se ejecutd para
el alineamiento de los cromatogramas y la normalizacion de los datos segun el
TIC (Total ITon Current) que son las areas de cada pico o sefial en los
cromatogramas con MS-DIAL. Finalmente, se filtraron los datos con el analisis de
componentes principales (PCA) y se evalu6 la significancia (ANOVA) de las

masas mas representativas que explicaban la mayor varianza de aquellas

13



diferencias entre sujetos con y sin CRC, usando el software MATLAB. Se obtuvo
la significancia estadistica de la diferencia de los promedios de los tres SCFAs
identificados en el grupo de casos y controles a través de la prueba no paramétrica
de Mann-Whitney.

2.11 Aspectos Eticos

El proyecto fue aprobado el 10 de diciembre del 2016 por el Comité de Etica de la
UPCH de acuerdo a la constancia 478-25-16. La aprobacién del Comité de Etica
de Investigacion del Hospital Nacional Arzobispo Loayza fue obtenida el 16 de
enero del 2017. La aprobacion del Comité de Etica del Hospital Cayetano Heredia
fue obtenida el 11 de Enero del 2018. El consentimiento informado, tanto para los
casos como para los controles, preciso el propdsito del estudio, las medidas de
confidencialidad, los procedimientos a realizar segun sea el caso; los riesgos y
beneficios; el uso de la informacion obtenida a mediano plazo y los derechos del
paciente. El formato de consentimiento informado aprobado se adjunta en el
Anexo 1. No se contemplaron riesgos para la salud de los participantes ya que la
toma de muestra de heces no amenaza el estado de salud de los individuos.

Toda la informacion obtenida en este estudio fue archivada fisicamente en la
historia clinica del paciente, la cual fue almacenada en el hospital y solo el médico
y personal del estudio tuvieron acceso a los resultados de las pruebas. Se
colectaron datos relevantes de los procedimientos especificados que fueron
registrados electronicamente utilizando un coédigo alfa numérico en lugar del
nombre del paciente. Estos registros electronicos fueron almacenados en un
ordenador encriptado protegido con una contrasefa. La clave de la vinculacion del

nombre del participante y su respectivo cddigo de estudio se almacenaron por
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separado. Los participantes no seran identificados en ningin informe o

publicacion de este estudio.

3. Resultados

3.1 Poblacion de estudio

Se enrolaron 12 pacientes con diagnostico histopatoldgico reciente de céancer
colorrectal primario y 10 individuos que no presentaban enfermedad neoplasica
coldnica o rectal (Tabla 1). El enrolamiento ocurri¢ abril del 2017 y agosto del
2018. El 45.4% de individuos fueron varones y 54.5% fueron mujeres. La edad
media de los casos fue mayor (65 afos) en comparacioén con la de los controles
(47 afios), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p-valor<0.05). La
mayoria de participantes (77.2%) se enrolaron en el Servicio de Cirugia del
Hospital Nacional Arzobispo Loayza (Lima) y el resto (22.7%) en el Servicio de

Cirugia del Hospital Cayetano Heredia (Lima).

Los casos presentaron un IMC menor (21.4) que el de los controles (25.1), siendo
esta diferencia significativa (p-valor< 0.05). Asi, los pacientes con CRC tuvieron
un IMC promedio normal a diferencia de los controles cuyo IMC fue considerado
como sobrepeso (Tabla 1). La localizacion tumoral en colon proximal fue la
predominante (66.6%), seguida del distal (16.6%) y rectal (16.6%).

3.2 Volatiloma fecal

Un total de 13775 compuestos fueron detectados en las muestras bioldgicas de

pacientes con CRC y controles. En promedio, se identificaron 299 compuestos

15



(SD£52.98) en el grupo con CRC y 328 compuestos (SD+19.1) en el grupo
control. En el Figura 1, se muestran dos cromatogramas obtenidos de un caso y de
un control, respectivamente, donde se aprecian las sefiales emitidas durante los 29
minutos de andlisis. De los 13775 compuestos, el 0.1% (26 compuestos)
resultaron significativos (p-valor<(0.05) en ambos grupos. Es decir, éstos 26
compuestos con nivel de confianza del 95% explicaron la mayor variabilidad de
datos de toda la poblacién, de los cuales dos fueron identificados con la biblioteca
NIST (probabilidad > 90%), mientras que el resto carecian de identificacion
estructural y/o presentaban una concordancia con una probabilidad <90% (Tabla
2). Los compuestos identificados fueron acido propionico y acido butirico. La
media de la abundancia relativa del acido propiénico fue 0.0611 £0.007 en los
controles y 1.21E-02 +0.002 en los casos, es decir, un 80% menos abundante en
los casos que en los controles. Asi mismo, la media de la abundancia relativa del
acido butirico fue 0.0028 +0.0003 en los controles y 1.04E-03+0.0001 en los
casos, es decir, un 63% menos abundante en los casos que en los controles.
Por otro lado, el 4cido acético presentd6 una abundancia relativa de
0.0002+0.00002 en los controles y 0.0011£0.0001 en los casos, lo cual muestra
que fue mas abundante en un 81% en los casos que en los controles. También
resultd ser un compuesto significativo (p-valor<0.05); sin embargo, no cumplié el
criterio de concordancia en la identificacion de compuestos resultando una
probabilidad <90% en la biblioteca NIST.

3.3 Analisis de Componentes Principales (PCA) en funcion del

diagnostico de CRC
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Con la finalidad de observar la distribucién de los VOCs en funcion del
diagnostico de CRC, se realizé un PCA agrupando a los sujetos en controles o
casos. El PCA (Figura 3) mostrd una tendencia a la separacion entre casos y
controles segun el segundo componente principal (PC 2). Se observa que la
mayoria de casos estan entre los cuadrante II y III, a excepcidon de dos casos que
tienden a agruparse con los controles (Figura 3). De la misma manera, existen tres
controles que se encuentran en los cuadrantes mencionados donde predominan
casos.

3.4 VOC:s estadisticamente significativos

Para identificar los compuestos que contribuyeron a la separacioén de los casos y
los controles en el PCA, se trazdo un Loading Plot (Figura 4). De los 26
compuestos enlistados en la Tabla 2, la presencia de 10 VOCs fue significativa (p-
valor<(.05) para los casos (I cuadrante); mientras que, la presencia de 16 VOCs lo
fue para los controles. Se utiliz6 la base de datos AMDIS para identificar estos
VOCs a partir de sus tiempos de retencidon y espectros de masas. Solamente dos
VOCs obtuvieron una concordancia mayor al 90% en la biblioteca NIST y fueron
acido butirico y acido propionico. Estos dos compuestos se hallan en el I
cuadrante del Loading Plot en relaciéon con los pacientes con CRC, es decir,

podrian considerarse potenciales biomarcadores diagnosticos.

El tiempo de retencion (TR) de 12.707 min corresponderia al acido butirico
corroborado en la base de NIST > 90 %. La presencia de este SCFA es
significativa en los casos y esta graficada en el I cuadrante del Loading Plot

(Figura 4). Asimismo, se grafico el promedio de las areas normalizadas del acido
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butirico en las 22 muestras (44 lecturas) donde se observo una mayor abundancia
del acido butirico en los controles; sin embargo esta diferencia no fue
estadisticamente significativa entre los casos y controles (p-valor <0.05) (Figura

5).

El TR de 11.55 min corresponderia al 4cido propidnico (NIST > 90 %) y de igual
manera se halla en el I cuadrante del Loading Plot (Figura 2). Se grafico el
promedio de las areas normalizadas del acido propionico en las 22 muestras (44
lecturas) donde se observd una mayor abundancia del &cido propidnico en los

controles en comparacion con los casos (p-valor<0.01) (Figura 6).

Por otro lado, el TR de 10.556 min corresponde tentativamente a acido acético y
se encuentra graficada en el II cuadrante, es decir, en asociacion a los controles
(Figura 4). De la misma manera, se realizé una gréafica del promedio de las areas
normalizadas en las 22 muestras donde se observa una mayor abundancia de acido
acético en los casos en comparacion con los controles (p-valor<0.05) (Figura 7).
Sin embargo, como se menciond anteriormente, presentd una concordancia de
80%-90% en NIST, por debajo del nivel exigido en este estudio (>90%), por lo
que no se confirmd con suficiente confianza su presencia en las muestras

analizadas.

3.5 Analisis de Componentes Principales segun las caracteristicas

generales de la poblacion

No se encontrd agrupacion en el PCA por IMC, género o edad (Figuras 8-10).
Segun la localizacion neoplasica, se identificO una agrupacion entre los puntos

correspondientes a colon transverso y sigmoides en el III cuadrante mientras que

18



colon descendente y rectal en el Il cuadrante. La distribucion de colon ascendente

esta dispersa entre el I y III cuadrante (Figura 11).

4. Discusion

Estudios previos han demostrado la capacidad de obtener un perfil metabdlico
unico caracteristico del CRC basado en diversas moléculas de bajo peso
molecular (19) . En el presente estudio, el perfil de VOCs de muestras fecales
humanas fue determinado mediante GC-MS con el objetivo de identificar
marcadores candidatos del CRC con miras a emplearse como una potencial

prueba diagnostica no invasiva de CRC.

El analisis del volatiloma fecal revel6 que, comparados con los controles, los
casos tuvieron una menor abundancia de 4cido butirico y acido propiodnico, lo
cual coincide con hallazgos previos (13,31). Estos SCFAs son productos de la
fermentacion sacarolitica de las fibras dietéticas, a cargo de las bacterias
anaerdbicas y son utilizados por el epitelio colonico como fuente de energia. Una
abundancia relativa alta de butirato y propionato, como las que se observan en
sujetos sanos, tienen un efecto anti-tumorigénico en el epitelio colonico, que

inducen la apoptosis y la autofagia de células neoplasicas (27).

Estos resultados son consistentes con estudios previos y se relacionan con los

factores dietéticos de riesgo para CRC incluyendo una dieta baja en fibra que

conllevaria a niveles reducidos de los SCFAs “protectores” (buritato, propionato)

19



y al aumento de los metabolitos potencialmente asociados a carcinogénesis como

los acidos biliares secundarios(13,32).

De hecho, se sostiene que el butirato reduce el riesgo de CRC(37). Sus rutas
metabolicas alteradas se asocian con la vulnerabilidad de las células coldnicas a
transformarse en células tumorales, a través del efecto Warburg que modifica el

metabolismo aerobio (13).

La presencia de un compuesto con TR 10.556 min que tentativamente
corresponderia al 4cido acético fue estadisticamente significativa en las muestras;
sin embargo, no pudo identificarse con suficiente confianza por NIST <90%. El
acido acético es una de las fuentes de energia de las células colonicas y modula el
metabolismo de carbohidratos y lipidos. Una mayor abundancia relativa de este
SCFA en los casos explica que también actua como un oncometabolito, es decir,

como fuente de energia para las células tumorales y cuyos niveles incrementan en

el CRC (18).

El andlisis de componentes principales sugiere que los perfiles metabolicos entre
los pacientes con CRC y controles son diferentes. Esta diferencia estd basada en
un grupo de 26 VOCs, que incluyen acidos propionico y butirico. Sin embargo se
observo un solapamiento de metabolitos entre casos y controles, lo cual puede
explicarse por el hecho de que algunos controles del estudio son sujetos no sanos,
por lo que es posible la existencia de metabolitos comunes con CRC. Por ejemplo,

en el PC1 (Figura 3) dos puntos pertenecientes a los casos se presentan en el |
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cuadrante donde predominan los controles. Ambos puntos pertenecen a la misma
muestra de un paciente de 54 afios con cancer de colon derecho. Por otro lado, 2
puntos que pertenecen a la misma muestra control se encuentran en el cuadrante 11
con los casos. Dicho control correspondia a una paciente de 70 afios con
diagnostico de colecistitis aguda. Asimismo, 1 punto control se encuentra en el [V
cuadrante agrupada con algunos casos. Dicha lectura correspondia a un paciente
de 38 afios con colecistitis aguda. Dado que virtualmente cualquier enfermedad
puede alterar el microbioma y en consecuencia, el perfil metabolico fecal, en

futuros estudios deberian reclutarse personas sanas como controles.

Asi como existen diferencias moleculares, genéticas y epidemioldgicas, segun la
localizacion de CRC (lado derecho o izquierdo), se postula que las rutas
metabolicas también son distintas. Estudios previos encontraron que la
trimetiletina, el indoxil sulfato y la anserina permiten la discriminacion entre
ambos tipos(38)Por otro lado, Ohigashi et al concluyd que no habia diferencia en
la concentracion de los 4cidos orgéanicos segun las localizacion del CRC(33). En
nuestro estudio, valores pertenecientes a colon descendente y rectal (lado
izquierdo) se agruparon en un mismo cuadrante; sin embargo, la distribucion para

el colon derecho no se discrimina claramente.

El PCA segtn el grupo etario, el IMC y el género sugiere que la distribucion de
los VOCs no varia en funcion del fenotipo mencionado. (Figuras 9, 10 y11). Este
hallazgo se contrasta con trabajos previos como el de Zierer et al, quienes

encontraron una asociacion entre el IMC y el volatiloma fecal en una cohorte de
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paciente sanos(39). Nuevamente, nuestros individuos controles no eran sujetos
sanos por lo que ello influiria en los hallazgos del presente trabajo.

En nuestro estudio, utilizamos la técnica de GC-MS-SPME debido a su
reconocida utilidad en metabolémica y a su facilidad de uso y calidad no invasiva.
Se prioriz6 la simplicidad tanto de la recoleccion como del analisis de muestras.
Cabe resaltar que se utilizd6 una columna distinta a las empleadas en estudios
previos y, a pesar de ello, obtuvimos resultados similares a otros como el de la
mayor abundancia de propionato y butirato en controles. Nuestro principal interés
es hacer uso de técnicas sencillas y no invasivas que en un futuro puedan ser
empleadas para el diagnodstico y pronostico del CRC, que complementen a la

colonoscopia.

Diversos factores como la edad, la dieta, el género, los antibioticos moldean la
microbiota y su metabolismo lo que se traduce en la emisiéon de un perfil
metabolico particular de los diferentes fluidos humanos. Debido a esto, surge la
importancia de ejercer un analisis critico individual y poblacional en nuestra
region. En Latinoamérica, los estudios dedicados a metabolomica y microbioma
son escasos(40). El presente trabajo contribuye a este conocimiento en nuestra
region y en un pais donde el CRC ocupa el quinto puesto en incidencia (15). En
un futuro, cada region tendria que evaluar el microbioma de sus comunidades para

aplicar una medicina personalizada mas exitosa.

Las limitaciones del estudio son las siguientes: el tamafio muestral fue no

representativo y pequefio, asimismo no estuvo pareado por edades; los datos de 2
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pacientes reclutados (2 casos) no estuvieron completos en las categorias de IMC y
estadiaje; los sujetos control del estudio no eran personas sanas y por ultimo el
procedimiento GC-MS-SPME aln no estd estandarizado para la deteccion de

VOCs asociados a CRC.

A continuacidén se exponen algunas recomendaciones a tener en cuenta para

futuros estudios:

- Incrementar el tamafio muestral para mejorar la representatividad de los
casos y controles.

- Considerar el uso de estandares de los VOCs de interés con el fin de
estimar cuantitativamente su abundancia en las muestras.

- Estudiar condiciones precancerosas como polipos y diferentes estadios del

CRC.

5. Conclusiones

Los resultados de este estudio piloto determinaron que la baja abundancia relativa
de acido propidnico se asocia al estado canceroso (CRC) por lo que representa un
potencial candidato a marcadores de diagnéstico. La distribucion de VOCs no
parece explicarse segun la edad, género o IMC. Demostramos que GC-MS-SPME
es una técnica analitica sencilla y no invasiva para la determinacion de VOCs, que

podria emplearse en la deteccion del CRC.
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Imagen 1. Se muestra el equipo de Cromatografia de Gases acoplada a masas
(GC-MS) empleado en el estudio.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion de estudio.

Espacios en blanco no aplican para el grupo de controles.

Localizacion
1D Status Sexo Edad IMC Estadiaje del Tumor

CRC1 Cancer Colorrectal Masculino 54 21.5 11 Ascendente
CRC2 Cancer Colorrectal Femenino 59 22 11 Ascendente
CRC3 Cancer Colorrectal Femenino 62 15.8 | Transverso
CRC4 Cancer Colorrectal Masculino 61 22.3 11 Descendente
CRC5 Cancer Colorrectal Masculino 65 21.5 v Transverso
CRC6 Cancer Colorrectal Masculino 83 22 111 Rectal
CRC7 Cancer Colorrectal Femenino 85 20,01 1A% Sigmoides
CRC8 Cancer Colorrectal Femenino 79 19.2 v Ascendente
CRC9 Cancer Colorrectal Masculino 54 25 111 Rectal
CRC10 Cancer Colorrectal Masculino 74 23.2 11 Ascendente
CRCl11 Cancer Colorrectal Femenino 46 N.D N.D Ascendente
CRC12 Cancer Colorrectal Femenino 60 N.D. N.D Ascendente
H1 Colecistis Aguda Masculino 49 243
m Fistula Perineal/Hemorroides

internas grado III Masculino 36 25.5
H3 Diverticulitis Aguda Hinchey II Masculino 37 23.9

Fistula recto
H4 vaginal/Hemorroides Grado Femenino

I/Diverticulosis 69 24.5
5 Hernia Inguinal Derecha

Indirecta Masculino 64 24.8
H6 Hernia inguinal izquierda Femenino 46 28.6
H7 Colecistits Aguda Femenino 70 25.8
H8 Apendicitis Aguda Femenino 24 24
H9 Apendicitis Aguda Femenino 36 23.2
HI10 Colecistits Aguda Femenino 38 26.7




Tabla 2. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion de estudio.

Casos Controles p-valor*
Sexo, n (%)
Masculino 6 (50) 4 (40)
Femenino 6 (50) 6 (60)
Edad, afios
Media (SD) 63.1(£13.9) 47.2(+15.6) p<0.05
Rango 46-83 24-70
IMC (SD)
Media (SD) 21.4(£1.5) 25.1(£2.6) p<0.001
Rango 15.8-25.04 23.2-26.7
Localizacion Tumoral, n (%)
Colon proximal 8 (66.6)
Colon distal 2(16.6)
Recto 2(16.6)
Estadiaje,n (%)
Temprana (1-2) 5(41.6)
Tardia (3-4) 5(41.6)
No conocida 2(16.6)

*Prueba de Mann-Whitney




Figura 1 Cromatogramas obtenidos por GC-MS del control H2 y del caso
CRCA4. En el eje X se grafica el tiempo de retencion (min) y en el eje Y, la

abundancia relativa
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Tabla 2 Compuestos
estudio (p<0.05). Se presentan en orden por el TR, de menor a mayor. El
metabolito numero 9 corresponde al acido propionico y el nimero 14 corresponde

al acido butirico. PC1 es la componente principal 1 PC2 es la componente

identificados por GC-MS en las muestras de

principal 2.
TR -Anova log(p) PClI PC2
promedio(min) POV &P
1 1.714 0.003878069 -2.411384436  0.22938447 -0.228984495
2 1.73 0.002265088 -2.644914853  0.24567889 -0.173493
3 1.739 0.005656539  -2.247449199 0.216231866 -0.252627719
4 3.129 0.001105884 -2.956290281 0.210836733 -0.195100876
5 3.142 0.003569933  -2.447339938 0.242837171 -0.21399901
6 3.449 0.004018112 -2.395977998 -0.114056343 0.063489578
7 9.939 0.000552135 -3.257954891 -0.194852619 -0.018647282
8 10.556 9.85375E-05 -4.006398497 -0.189161397 0.074892405
9 11.55 0.001526468 -2.816312234 0.231716074 0.142720382
10 11.559 0.003780974 -2.422396347 0.222843965 0.189670678
11 12.527 0.00657463  -2.182128687  0.14965484 0.246513457
12 12.638 0.00844414 -2.073444567 0.225460506 0.139471771
13 12.695 0.003228507 -2.490998313 0.168626934 0.246674868
14 12.707 0.008088099 -2.092153522 0.216479578 0.246146468
15 13.974 0.009419262 -2.025983131 0.198716038 0.269070633
16 14.648 0.000565249 -3.247760567 -0.181638024 0.199594239
17 15.099 0.002220082 -2.653630889 0.171748984 0.271304564
18 15.734 0.003551003  -2.449648955 -0.156400661 0.237083418
19 16.514 0.002280949 -2.641884439 -0.192395104 0.160511709
20 16.592 0.006982814 -2.155969516 -0.166259176 0.258710955
21 16.61 0.006656389 -2.176761318 -0.076975235 0.270252832
22 16.929 0.00021048 -3.676789536 0.210509182 0.226396291
23 16.951 0.00569247  -2.244699272 0.239697037 0.160456283
24 17.856 0.000159666 -3.796787937 -0.143519948 0.088822895
25 18.202 0.003942699 -2.404206385 0.180776349 -0.018913598
26 19.572 0.000425597 -3.371001566 -0.214800853 -0.093615654




Figura 2 Cromatogramas de los acidos grasos de cadena corta obtenidos del
control H2 y el caso CRC 4. En el eje de X se grafica el tiempo de retencion
(min) y en el eje Y la abundancia relativa. Se resaltan 3 4cidos grasos de cadena

corta que fueron objetivo del estudio Pico 1: acido acético. Pico 2: acido

propiodnico. Pico 3: acido butirico.
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Figura 3 Analisis de Componentes Principales (PCA). En el eje X se grafica el
PC2 (15.7%) y en el eje Y se grafica el PC1 (33.9%). Cada punto graficado
corresponde a una lectura por GS-MS. En total se hicieron 44 lecturas

correspondientes a 22 muestras.

o ® ,
° L L J ()
L ]
—_
[
; L]
Z e® 0
vt o )
o5 ° Q 4 8
~ [ ]
A ®
L
L4 2
L]
o ©

PC1(33.9%)
Control n=10
Control ® Caso Casos n=12

Figura 4 Loading Plot de compuestos PC1 vs PC2. En el eje X se grafica el
PC2 (15.7%) y en el eje Y se grafica el PC1 (33.9%). Cada punto graficado es uno
de los 26 compuestos que resultaron estadisticamente significativos entre casos y

controles.
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Figura S Comparacion del promedio de abundancia relativa del acido
butirico determinada por GC-MS en la poblacion de estudio. No existe
diferencia estadisticamente significativa en el promedio de &cido butirico entre el
grupo de casos y control. (p-valor >0.05). Se incluye la media en casos y
controles. Los puntos son los valores mas alejados de la cohorte.
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Figura 6 Comparacion del promedio de abundancia relativa del acido
propionico determinada por GC-MS en la poblacion de estudio. Existe
diferencia estadisticamente significativa en el promedio de 4cido propionico entre
el grupo de casos y control. (p-valor < 0.05). Se incluye la media en casos y
controles. Los puntos son los valores mas alejados de la cohorte.
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Figura 7 Comparacion del promedio de abundancia relativa del acido
acético determinada por GC-MS en la poblacion de estudio. Existe diferencia
estadisticamente significativa en el promedio de acido acético entre el grupo de
casos y control (p-valor < 0.05). Se incluye la media en casos y controles. Los
puntos son los valores mas alejados de la cohorte.
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Figura 8 PCA segun el género. En el eje X se grafica el PC2 (15.7%) y en el eje
Y se grafica el PC1 (33.9%).
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Figura 9 PCA por grupos etarios. En el eje X se grafica el PC2 (15.7%) y en el
eje Y se grafica el PC1 (33.9%). Se grafican las componentes principales segin
dos grupos etarios: sujetos mayores o igual de 50 afos y sujetos menores de 50

anos.
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Figura 10 PCA segun el indice de masa corporal (IMC). En el eje X se grafica
el PC2 (15.7%) y en el eje Y se grafica el PC1 (33.9%). Se grafican las
componentes principales segun el IMC (normal, sobrepeso y desnutricion).
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Figura 11 PCA segun la localizacion del tumor. En el eje X se grafica el PC2
(15.7%) yenel eje Y se grafica el PC1 (33.9%).
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