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1. Resum

El cancer de pulmd de cél-lules no petites (NSCLC, per la sigla en angles) esta
relacionat amb diverses alteracions metaboliques. D'una banda, el metabolisme de les
cel-lules del cancer de pulmé és diferent del metabolisme de les cél-lules pulmonars no
transformades. D’altra banda, la glucémia i la diabetis del pacient tenen un impacte en
la incidencia del cancer de pulmé i també en el resultat clinic del tractament amb

quimioradioterapia.

En aquest projecte, financat per la Fundacié La Maratd, vam plantejar la hipotesi

seglent:

1) El metabolisme del pacient i els nivells de metabolits en sérum estan relacionats no
només amb la incidéncia i el desenvolupament de tumors (com es descriu en el cas de
la diabetis) siné també amb les respostes a la quimioterapia, la radioterapia i la
immunoterapia. Per tant, I'analisi de certs metabolits podria ser Gtil per estratificar el
pronostic dels pacients i, en posar el focus en el metabolisme sistemic, també

milloraria el resultat clinic.

2) A la inversa, també proposem, basant-nos en nombroses proves, que el mateix
tumor secreta hormones i citocines metaboliques que alteren el metabolisme de I’'hoste
i que poden promoure fenotips metabolics i nutricionals desfavorables. En aquests
casos, les molécules alliberades pel tumor es poden convertir en possibles dianes

terapéutiques.

Per aix0, el grup 1 del projecte coordinat tenia com a objectiu seguir un grup de
pacients de cancer de pulmoé des del moment del diagnostic fins després del

tractament, i durant anys després, per aixi poder saber, a posteriori:

1) Si hi havia metabdlits o citocines a la sang dels pacients que poguessin servir per
predir que el pacient podia obtenir un benefici, o no, de la quimioterapia o de la

radioterapia i de la posterior immunoterapia.

2) Si es produien canvis de pes, glucosa i altres parametres metabolics que poguessin

indicar que el tumor estava afectant el metabolisme del pacient i que aix0 pogués



afectar el resultat de la terapia. D’altra banda, aquests canvis podrien ser susceptibles

d’intervencio clinica.

L'altre grup (grup 2) esbrinaria si els nivells elevats de glucosa similars als que
s’observen en la diabetis provocarien, en animals, una disminucié de la resposta a la

quimioterapia.

2. Resultats

Grup 1

Després de les dificultats experimentades durant els primers anys del projecte (a causa
de I'aturada per la covid en pneumologia i oncologia toracica), vam poder iniciar la
recollida prospectiva de mostres de sang, aixi com de bidopsies tumorals. Al tancament
del projecte, s’han reclutat 46 pacients, dels quals tenim mostres de sang del
seguiment (pre- i postquimioterapia, o pre- i postradioterapia) de 24 i biopsies
tumorals de 6 pacients. En aquestes mostres sequencials hem fet un estudi exploratori
dels nivells de citocines mitjangcant la tecnologia Olink, els resultats del qual estem
analitzant i esperem poder tenir-los enllestits els proxims mesos. També hem analitzat
GDF15, una citocina previament associada amb la caquéxia que es troba elevada en les

mostres dels animals amb tumors.

Es important destacar que, en la primera visita, un 20% dels pacients presentaven
perdua de pes del 5-10%, i un 35%, de més del 10% respecte al seu pes habitual.
Hem trobat una correlacié estadisticament significativa entre els nivells de GDF15 en
sang i el percentatge de perdua de pes basal (calculat utilitzant el pes habitual del
pacient i el pes registrat en la primera visita, abans del tractament amb
quimioradioterapia) en els 15 pacients de que es tenen mesures d’aquesta citocina.
Aqguesta associacié es manté tant en I'analisi per grups de perdua de pes com quan es

correlacionen les variables continues.

D’altra banda, hem pogut analitzar diferents parametres sérics associats a la glucemia
amb la finalitat de poder-los correlacionar amb la resposta al tractament de
quimioradioterapia. A més, també s’han avaluat els canvis que registren els nivells

d’aquests marcadors entre la primera visita (abans del tractament) i la segona visita de



seguiment (després del tractament). Com a exemples representatius, s'observa un
lleuger increment de la insulina i el péptid C en els pacients no diabétics amb el
tractament i els nivells més alts d’insulina i hemoglobina glicosilada (HbA1c) podrien
estar associats a pitjor resposta. Cal considerar que molts dels pacients en resposta
parcial, que sén la majoria, al cap d’'uns mesos recauran i segurament aixo ens
permetra avaluar millor I'impacte dels parametres metabolics en la resposta al
tractament. També tindrem pendent |'associacié de la immunoterapia amb els

marcadors i parametres esmentats (segurament d’aqui a 10-12 mesos).

S’ha descobert que els animals (ratolins) amb cancer de pulmd tenen dificultats per
mantenir un metabolisme optim: perden pes i els puja la glucosa a la sang. Aixo
s’associa també als nivells alts de diverses citocines detectades en sang (sérums). En
aquests estudis hem mesurat els nivells sérics d’insulina i péptid C i hem vist que

aquests nivells semblen augmentar, especialment en femelles amb tumors.

D’altra banda, vam decidir afegir una altra cohort de pacients, la de I'assaig clinic
Atezo-Brain, que va incloure 40 pacients amb adenocarcinoma de pulmdé avancat amb
metastasis cerebrals tractats amb quimioimmunoterapia en primera linia. En aquesta
cohort també hem realitzat I'estudi mitjancant la tecnologia Olink (resultats pendents
d’analitzar), i també hem fet I’'analisi del perfil de metabolits mitjancant
espectrofotometria de masses (realitzat pels nostres col-laboradors a Haifa). L’analisi
de clustering, utilitzant els metabolits més variables entre mostres, permet classificar
els pacients en tres grups segons el seu perfil metabolic. En aquesta analisi no s’han
trobat associacions clares entre la prognosi i els perfils metabolics, pero tenim pendent

ampliar I'analisi a altres metabolits.

Grup 2

A causa de la llarga latencia del procediment experimental plantejat inicialment, i de
I’hneterogeneitat del desenvolupament tumoral en la poblacié d’estudi, que complicava
la comparacié dels diferents tractaments previstos, es va iniciar un procediment de
contingéncia basat en implants de linies tumorals isogéniques. Amb aquesta finalitat,
es van destinar els primers tumors (obtinguts d’animals de fons pur C57BI6 el juliol del
2023) al desenvolupament de linies tumorals. En ser derivats d’'una nissaga C57BI6, es
podia procedir a implantar en els pulmons de ratolins recipients del mateix fons

genetic. Abans del seu Us in vivo, les linies tumorals obtingudes es van modificar



geneticament per incorporar el gen de luciferasa i permetre aixi el sequiment

longitudinal mitjancant analisi d'imatge (IVIS).

Aixi mateix, es va procedir a la validacié i I'optimitzacié experimental dels protocols
d’induccié d’hiperglucemia en ratolins. Tot i tractar-se de protocols establerts en la
bibliografia cientifica, sén experiments subjectes a una elevada variabilitat que han de

ser convenientment optimitzats en cada estabulari.

Un cop optimitzats els diferents parametres experimentals, es va fer un primer
experiment pilot. L'implant de la linia tumoral es va realitzar mitjancant una injeccié a
la vena caudal. Es tracta d’un procediment establert que, a causa de la circulacid
sanguinia, resulta en la colonitzacié del parénquima pulmonar. Breument, es va
observar un creixement tumoral augmentat en animals tractats per desenvolupar
hiperglucémia. Aquest resultat estaria en concordanca amb el pitjor pronostic observat
en pacients d’adenocarcinoma pulmonar amb diabetis concurrent que va donar lloc al

disseny d’aquest subprojecte.

Lamentablement, la progressié tumoral es va desenvolupar amb una agressivitat que
va impedir implementar els tractaments de quimioterapia amb una durada suficient per
avaluar de forma estadisticament significativa I'eficacia terapéutica, i es van haver de
sacrificar els animals de forma prematura tenint en compte els criteris de benestar
animal establerts. Aquest experiment s’ha realitzat amb tres linies d’adenocarcinoma
pulmonar generades de manera independent, i s’han obtingut resultats similars.
L'alternativa d’injectar una quantitat cel-lular inferior a 10° per animal per augmentar
la supervivencia dels grups experimentals suposava generar una heterogeneitat

excessiva, incompatible amb els tractaments posteriors.

Tenint en compte aquests resultats, vam decidir implementar un nou protocol d'implant
ortotopic mitjancant una injeccié directa al parenquima pulmonar. Va ser necessari fer
diverses modificacions (nombre de cél-lules, angle d’injeccié i complementacié amb
matriu extracel-lular) en relacié amb protocols similars préviament publicats (PMID:
22833819). Finalment vam ser capagos d’obtenir lesions pulmonars individuals amb un
periode d’evolucié minim de dos mesos fins a assolir el punt de final humanitari. Tenir
un periode experimental més llarg és essencial per realitzar un minim de 4 cicles i un

maxim de 7 cicles de quimioterapia, tal com es fa actualment a la clinica. Per tant,



aquest nou model experimental és compatible tant amb els protocols de tractament
amb quimioterapia previstos inicialment com amb la restauracié de la normoglicemia
mitjancant tractament farmacologic. Aquests experiments estan actualment en curs i
s’'allargaran molt probablement fins a finals del 2024. Esperem llavors haver completat

els objectius inicialment compromesos en la proposta inicial.

3. Rellevancia i possibles implicacions futures

Aqguest projecte ens ha permés generar sinergies amb la Unitat Funcional de Nutricid i
enfortir la relacié entre I'equip clinic d’Oncologia Toracica, liderat pel Dr. Nadal, i I'equip
translacional basic, liderat per la Dra. Mufioz-Pinedo. A més, els resultats generats en
aquest projecte ens permeten establir les bases de futurs projectes i participar en
futures convocatories competitives per ampliar les cohorts de pacients amb tumors
toracics que seran caracteritzades des del punt de vista metabolic, inflamatori i de

composicié corporal.

Hem observat que els pacients amb nivells més alts d’insulina, siguin diabetics o no,
tenen un comportament clinic més desfavorable. D’altra banda, els animals amb cancer
de pulmé desenvolupen hiperglucemia, hiperinsulinémia i resisténcia a la insulina. El
seguiment de la cohort clinica suggereix que aquest fenomen també podria donar-se
en pacients humans, pero el seguiment encara és limitat a causa del retard en
I'activacio de la cohort prospectiva a causa de I'epidemia de la covid-19. S’han reclutat
practicament tots els pacients que inicialment es van plantejar en la proposta, pero
alguns encara estan en fases primerenques del tractament i no en tenim un seguiment
minim per poder fer una analisi de supervivéncia lliure de progressié o supervivencia
global. Quan disposem d’un millor seguiment, es podran correlacionar els
esdeveniments de progressiéo amb diferents marcadors metabolics, inflamatoris o de
composicio corporal per poder determinar quins factors estan associats a una

progressio tumoral més precoc.

Anticipem que algunes de les alteracions metaboliques que hem detectat en aquest
projecte, com la hiperglucémia o la hiperinsulinémia, podran ser abordades en futurs
estudis amb un disseny més intervencionista en qué es pugui intensificar la terapia

antidiabetica, o fins i tot administrar metformina a pacients amb disglucémia,



prediabetis i/o hiperinsulinisme sense historia de diabetis mellitus o augmentar
I'activitat fisica en pacients amb risc de sarcopénia i/o caquéxia, o ja en etapes
cliniques d’aquestes dues malalties. Aquesta possibilitat de realitzar intervencions
relativament senzilles i poc costoses podria contribuir a uns millors resultats en salut i
a millorar la qualitat de vida dels pacients amb cancer de pulmoé en estadi III resecable
gue reben tractament amb quimioradioterapia concurrent amb intencié curativa i
consolidacié amb Durvalumab si els tumors tenen expressid positiva de PD-L1. Tot i els
avencos aconseguits durant les Ultimes decades, només un terc dels pacients estaran
vius i lliures de progressié tumoral al cap de 5 anys de tractament. S’estan investigant
multiples estrategies terapeutiques (intensificacié o inici més precog de la
immunoterapia, noves combinacions, etc.) que de moment no han demostrat un
augment clar de |'eficacia respecte al tractament estandard. Sén, per tant, molt
necessaris nous abordatges que siguin factibles, eficients quant als costos, que puguin
tenir un impacte positiu en els resultats en salut i que siguin independents de la

industria farmaceéutica.
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