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@Resumen:

Método para determinar la presencia y/o estadio de
tumores malignos mediante una muestra de orina.

La presente invencidn se refiere a un método in vitro
para el diagnéstico de tumores malignos y/o la
determinacion del estado, que se basa en el uso de
un extracto de la orina del paciente que se adiciona
sobre una dispersion de nanoparticulas de oro
(AuNPS) y posteriormente se mide la variacion de
absorbancia de la dispersion acuosa de AuNPs vs.
longitud de onda a diferentes concentraciones del
extracto. Los datos obtenidos se correlacionan con
datos de muestras de orina de individuos sanos y/o
pacientes diagnosticados por otros medios, lo que
permite determinar la presencia de tumores. Este
método supone una herramienta de diagndstico
eficiente, sencilla y no invasiva que podria incluso
implementarse como test a nivel de point-of-care.
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DESCRIPCION
Método para determinar la presencia y/o estadio de tumores malignos mediante una

muestra de orina

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se refiere a un método de deteccién de tumores malignos en una
muestra de orina del paciente de la que se obtiene un extracto de acido acético que
posteriormente se afiade a una dispersion de nanoparticulas de oro. El nivel de dispersién de
estas particulas inducido por el extracto de acético se compara con los niveles de dispersién
en muestras de pacientes sanos o de pacientes con tumores, lo que permite determinar la
presencia de tumores y su posible estadio. Por tanto, la presente invencién pertenece al
campo técnico de los dispositivos y procedimientos de diagnéstico de patologias, y en

particular cancer.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
El cancer renal (CR) representa el 2%-3% de todos los canceres los paises occidentales. En
Europa, la mortalidad global por CR ha aumentado hasta principios de los afos noventa, con

una estabilizacién o disminucién de las tasas, en general, a partir de entonces.

Actualmente no existen biomarcadores que permitan un cribado o una diferenciacion entre
tumores benignos y malignos. Entre los numerosos marcadores moleculares que se han
investigado figuran: anhidrasa carbonica IX (CalX), factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), factor inducible por la hipoxia (HIF), Ki67 (proliferacion), p53, PTEN
(homdlogo de la fosfatasa y tensina) (ciclo celular), cadherina E y CD44 (adherencia celular).
Hasta la fecha, no se ha demostrado que ninguno de estos marcadores mejore la exactitud
predictiva de los sistemas prondsticos actuales, por o que no se recomienda su uso en la
practica habitual. Por ultimo®1233, aunque parece que la determinacion de perfiles de
expresion génica es un método prometedor, hasta ahora no ha ayudado a identificar nuevos
factores prondsticos relevantes. Asimismo, para el cancer vesical hay pocos ensayos
comerciales y estan basados en citologia urinaria, fluorescencia de hibridacion in situ (FISH),
determinacion de proteinas especificas (NMP22 BladderChek®), antigenos de tumor de
vejiga (BTA stat y BTA TRAK), ImmunoCyt/uCyt+, CertNDx y CxBladder). Sin embargo, estos
ensayos tienen elevadas tasas de falsos positivos y falsos negativos. Por otra parte, el papel
del analisis rutinario mediante la utilizacion de los marcadores clasicamente establecidos para
esta patologia tumoral como los factores proteicos Antigeno carcinoembrionario (CEA) y
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antigeno carbohidratado (CA-19.9) adolecen de la especificidad y sensibilidad necesarias v,
por lo general, se elevan en estadios avanzados de la enfermedad por lo que su utilizacion
como sistema diagnostico rutinario no esta recomendado. Estos datos, apoyan la necesidad
de nuevos y mas eficaces métodos para su diagnéstico precoz y el seguimiento apropiado de
los pacientes afectos, que resulten asequibles y aplicables a muestras biolégicas de facil

obtencién.

La orina es un sistema menos complejo y un medio mas manejable para poder determinar la
presencia de biomarcadores. Presenta la ventaja de poder obtenerse sin métodos invasivos,
sus componentes son relativamente estables y la fragmentacion de estos componentes es
mas facil que en otros fluidos corporales como el suero, en el que pueden ocurrir procesos de
degradacién enddgena durante su manejo. En el documento Anal. Chem. 2014, 86, 1351 se
describe un método para cuantificar poliaminas biogénicas (biomarcadores cuyos niveles se
usan para monitorizar la evoluciéon de tumores de pacientes en tratamiento) en orina, basado
en el nivel de agregacién de nanoparticulas de oro y los cambios colorimétricos que este
proceso induce. Sin embargo, la medida de un biomarcador puntual puede proporcionar
resultados con escasa capacidad predictiva, llevando a falsos positivos y negativos. La
evaluacion de la huella bioquimica tal y como se indica en esta invencién, mejora dicha
prediccién al tener en cuenta una respuesta global, que modifica la respuesta analitica de
forma diferente si se trata de orinas patoldgicas u orinas de dentro de los niveles normales.

EXPLICACION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método in vitro para detectar la presencia y/o el estadio
de tumores malignos en un paciente, que se basa en la estimacién del volumen del extracto
acético de orina de pacientes obtenido a partir de su extraccion en fase sélida, y que es capaz
de inducir la agregaciéon de nanoparticulas de oro (AuNPs) desnudas. Este método no
requiere de la identificacion y procesado de biomarcadores o estandares, tan sélo se compara
con el resultado obtenido con pacientes sanos o con pacientes con tumores diagnosticados
por otros métodos. Se han obtenido resultados positivos para pacientes con cancer renal, de
vejiga, de prostata y colorrectal, tanto para el diagnéstico como seguimiento de pacientes, que

se expondran a continuacién.

En este método, se van adicionando sucesivas alicuotas del mismo volumen del extracto
acético de la orina del paciente sobre una dispersion de AuNPs desnudas y se va registrando
el espectro UV-VIS para cada adicién. A partir de los espectros se representa la sefal o la
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primera derivada de la sefal a la longitud de onda de agregacion frente al volumen afiadido
de extracto acético de orina. El punto de maxima pendiente en el primer caso (A) o el maximo
(primera derivada de la A) se corresponde con el valor de la huella bioquimica. En la presente
invencion se entiende como “huella bioquimica” la respuesta de una orina dada que
proporciona un extracto acético particular cuyo volumen necesario para producir la agregacion
de nanoparticulas de AuNPs desnudas. La correlacidon de esta huella bioquimica en orina con
otras huellas bioquimicas de individuos sanos o de pacientes con tumores diagnosticados por
otros medios, es capaz de pronosticar la presencia de un cancer y/o el estadio del mismo. Las
representaciones muestran una marcada diferencia entre la huella de pacientes con cancery

sujetos sanos.

Por tanto, en un primer aspecto la invencion se refiere a un método in vitro para detectar la
presencia y/o el estadio de tumores malignos en un paciente que comprende las siguientes
etapas:
a) tratamiento de una muestra de orina del paciente mediante extraccién en fase
solida,
b) adicion del extracto obtenido en la etapa anterior en adiciones sucesivas de un
mismo volumen sobre una dispersion de nanoparticulas de oro (AuNPs),
c) medida de la variacion de absorbancia de la dispersion acuosa de AuNPs vs.
longitud de onda a diferentes concentraciones del extracto aportadas por las adiciones
sucesivas de un mismo volumen que se han ido afadiendo en la anterior etapa, y
d) determinacién de la presencia y/o del estadio del tumor mediante la comparacién
de los valores de absorbancia vs. longitud de onda obtenidos en la anterior etapa con
valores de absorbancia vs. longitud de onda de referencia obtenidos a partir de
muestras de orinas de pacientes sanos y/o pacientes diagnosticados con tumores,

tanto benignos como malignos.

El eluyente en la etapa (a) puede ser cualquiera con el pH y la polaridad adecuada para

muestras de orina, preferiblemente acido acético.

Preferiblemente, las AuNPs tienen un didmetro de entre 5y 20 nm.

Preferiblemente, las AuNPs son de naturaleza hidrofébica, presentando recubrimientos
conocidos en el estado del arte que confieran esa caracteristica a las AuNPs.
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El método preferido para la medida de la absorbancia vs. longitud de onda en la etapa (c) es
la espectrofotometria UV-VIS.

Preferiblemente, el tumor maligno a detectar se selecciona de entre renal, vesical, prostatico
o colorrectal.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un kit de diagnéstico in vitro para detectar la
presencia y/o el estadio de tumores malignos a partir de una muestra de orina del paciente
que comprende:

- medios para realizar una extraccion en fase sélida de dicha muestra que comprende al
menos una columna de extraccion y un eluyente,

- una dispersién de AuNPs y

- medios para determinar la variacion de absorbancia de la dispersién acuosa de AuNPs vs.
longitud de onda producida cuando se anade el extracto de orina del paciente a diferentes
concentraciones sobre la dispersion de AuNPs.

Los resultados de variacion de absorbancia vs. longitud de onda asi obtenidos por el kit de la
invencién se comparan con valores de absorbancia vs. longitud de onda de referencia
obtenidos a partir de muestras de orinas de pacientes sanos y/o pacientes diagnosticados con
tumores, tanto benignos como malignos. Esta comparativa puede realizarse con un software
adaptado al manejo de estos datos. En funcidon de la comparativa de valores obtenidos con el
kit con los valores de referencia, se puede determinar si hay presencia de tumor benigno o

maligno, y en este Ultimo caso su estadio.

Preferiblemente, el eluyente del kit es acido acético.

Preferiblemente, las AuNPs de la dispersion del kit tienen un diametro de entre 5y 20 nm.

Preferiblemente, las AuNPs de la dispersién del kit son de naturaleza hidrofébica.

Preferiblemente, el medio para determinar la variacién de absorbancia de la dispersion acuosa
de AuNPs vs. longitud de onda para el kit es espectrofotometria UV-VIS.

Preferiblemente, el tumor maligno a detectar por el kit se selecciona de entre renal, vesical,
prostatico o colorrectal.
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Los resultados de los ensayos que se describen a continuacion en la parte ejemplos indican
que la presente invencién ofrece un método no invasivo de cribado, diferenciacién diagnéstica
y seguimiento a partir de la huella bioquimica en una muestra de orina. El ahorro en irradiacién
y en costes puede ser muy aprovechable para el paciente y el Sistema Nacional de Salud. Por
las caracteristicas del método, podria implementarse ademés como POCT (point-of-care-test).
En los ultimos afos, el desarrollo de test médicos a nivel de usuario (POCT) se ha considerado
una prioridad. Los POCTs son dispositivos simples que pueden ser empleados por el propio
médico de cabecera y mediante los cuales se obtienen resultados rapidos. Este tipo de kits
pretende facilitar el trabajo de los médicos y técnicos de laboratorio hospitalario para dar una
solucién agil y eficaz a los pacientes, sin necesidad de hacer cola en hospitales y evitando
también el uso de aparatos complejos y costosos. Ademas, este tipo de dispositivos intenta
facilitar un diagndstico primario que enfoque a continuacion el trabajo del médico en la

direccion correcta evitando ciertos analisis mas lentos y econémicamente insostenibles.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1.- Obtencién de la huella bioquimica para tres orinas de sujetos con cancer (46, 51,
70). (A-C) Representacién de la absorbancia de la dispersién acuosa de AuNPs vs. la longitud
de onda a diferentes concentraciones del extracto de Aacido acético de orina. (D)
Representacién de la absorbancia vs pL del extracto acético de orina de la respuesta media

de 10 muestras de orinas normales.

Figura 2. Muestra la primera derivada de la absorbancia de agregacién vs, ul del extracto
aceético adicionado a la disolucion coloidal de AuNPs desnudas de orinas de pacientes con

cancer (trazo continuo) y sujetos sanos (trazo discontinuo).

Figura 3.- Huella bioguimica en pL del extracto acético que provoca la agregacion de AuNPs
desnudas para las orinas: VAL 5, orinas normales; VAL 1, cancer renal operable-antes de la
operacion: 6, 9, 12, 16, 17, 18, 19, 30,39, 68 y cancer renal operable-3 meses después de la
operacion: 58, 73,74; VAL 3, Cancer renal-tumor pequefio en vigilancia: 14, 21; VAL 4, Cancer

renal metastasico.

Figura 4.- Huella bioquimica en pL del extracto acético que provoca la agregacion de AuNPs
desnudas para las orinas: VAL 7, Cancer de vejiga no-musculo invasivo; VAL 5, orinas

normales.
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Figura 5.- Huella bioquimica en pL del extracto acético que provoca la agregacion de AgNPs
desnudas para las orinas: VAL 2, cancer renal operado; VAL 5, orinas normales

Figura 6.- Huella bioguimica en pL del extracto acético que provoca la agregacion de AuNPs
desnudas para las orinas: VAL 5, orinas normales; VAL 1, cancer renal operable-antes de la
operacion: 77, 78, 86, 89, 99 y cancer renal operable-3 meses después de la operacién: 76,
79, 80.

Figura 7.- Huella bioguimica en pL del extracto acético que provoca la agregacion de AuNPs
desnudas para las orinas: VAL6 cancer de prostata en vigilancia activa, VAL 5 sanos.

Figura 8.- Huella bioguimica en pL del extracto acético que provoca la agregacion de AuNPs
desnudas para las orinas: obtenidos para pacientes con cancer colorrectal a nivel basal;
media(x)ts y media(x)+2s con los trazos gruesos azul y verde, corresponden a sujetos sanos.
Figura 9.- Huella bioquimica en pL del extracto acético que provoca la agregacion de AuNPs
desnudas para las orinas de pacientes con cancer colorrectal; media(x)xs y media(x)+2s con
los trazos gruesos azul y verdes corresponden a sujetos sanos.

EJEMPLOS DE LA INVENCION

Ejemplo 1. Determinacion de la absorbancia vs. longitud de onda en dispersiones de AuNPs.

En primer lugar, cartuchos de EFS (100 mg) se acondicionan con metanol (1 mL) y una
disolucién de hidrogeno carbonato de sodio (1 mL, 0,5 M) a pH 12. A continuacién, se hace
pasar 1 mL de muestras (orina) y a continuacién 2 mL de hidrogenocarbonato de sodio, 1 mL
de acetonitrilo y 2 mL de agua ultrapura. Finalmente, se eluye con &cido acético 5% en dos
fracciones de 0,25 mL, disponiendo de 0,50 mL.

La Figura 1(A-C) describe como se establece la huella para tres orinas patoldgicas: se realizan
adiciones sucesivas, cada una de ellas de 5 pL del extracto acético de la orina sobre una
dispersion de AuNPs desnudas (2 mL) y se registra el espectro UV-VIS. A partir de los
espectros se representa la intensidad de la sefal (Figura 1D) o la primera derivada de la sefal
(Figura 2) a la longitud de onda de agregacion frente al volumen anadido del extracto acético
de orina. El punto de maxima pendiente en la representacion de la Figura 1D o el maximo en
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la Figura 2 se corresponde con el valor de la huella bioquimica. En ambos casos las
representaciones muestran una marcada diferencia entre la huella de pacientes con cancery

sujetos normales.

VAL Descripcion N2 pacientes
reclutados

1 Cancer de rifién operable 26

2 Céancer de rindn operado 46

3 Cancer de rindn-tumor pequeno en vigilancia

4 Cancer de rindn metastasico

5 Individuos sanos-control

6 Cancer de prostata en vigilancia activa 25

7 Cancer de vejiga 47

8 Cancer de préstata resistente a la castracion 9
quimica

9 Céancer de préstata metastasico 1

10 Céancer de prostata localmente avanzado 10
(prostatectomia y/o ganglio centinela)

11 Tumor renal benigno 1

12 Cancer de prostata en radioterapia 28

Total muestras 227

Tabla 1. Muestras procesadas de pacientes del Hospital de Valencia, identificado como

Hospital 1. VAL se refiere a la agrupacion de pacientes segun el tipo de tumor

Ejemplo 2. Obtencién de datos estadisticos

Se analizaron muestras de sangre y orina de pacientes oncol6gicos diagnosticados de cancer
colorrectal pertenecientes al Hospital de Valencia, identificado como Hospital 2 (Tabla 2). En
el suero de estos pacientes se realizé el estudio bioquimico-clinico de parametros metabdlicos
y marcadores tumorales (CEA y CA19.9). A partir de la base de datos de los pacientes se
elaboraron las tablas de resultados antropométricos y bioquimicos especialmente
relacionados con el proceso tumoral, asi como la clasificacién TNM de estadificaciéon del
cancer para cada uno de los pacientes afectos. Los resultados se procesaron

estadisticamente para su correlacion bioquimica y antropométrica.
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N° FECHA DE LA
MUESTRA AR S INTERVENCION ARSI UL
1 18/02/15 01/04/15 05/05/2015
2 18/02/15 25/03/15 04/05/2015
3 24/02/15 04/03/15 04/05/2015
4 18/02/15 08/04/15 11/05/2015
5 24/02/15 23/03/15 04/05/2015
6(no hay) 03/03/15 01/04/15 05/05/2015
7 03/03/15 04/05/15 05/06/2015
8 17/03/15 01/04/15 05/05/2015
9 17/03/15 27/04/15 26/05/2015
10 17/03/15 01/07/15 07/08/2015
11 24/03/15 17/06/15 17/07/2015
12 (no hay) 24/03/15 20/04/15 26/05/2015
13 24/03/15 04/06/15 08/07/2015
14 07/04/15 05/05/15 05/06/2015
15 07/04/15 14/05/15 08/07/2015
16 07/04/15 29/06/15 29/07/2015
17 15/04/15 08/06/15 NO VIENE
18 20/04/15 INOPERABLE METASTASIS
19 20/04/15 15/06/15 17/07/2015
20 22/04/15 22/06/15 24/07/2015
21 22/04/15 11/05/15 08/07/2015
SE OPERA en otro
22 29/04/15 hospital
23 29/04/15 25/05/15 08/07/2015
24 11/05/15 27/05/15 08/07/2015

Tabla 2. Muestras de pacientes del Hospital 2

Los resultados obtenidos para 15 muestras sefalan una disminuciéon en el volumen del
extracto acético en la orina de los pacientes con cancer colorrectal (ver Figura 8) en referencia

a sujetos sanos (n=15).

También se estudiaron los perfiles urinarios de algunos pacientes a nivel basal y después de
un mes de evolucion. La Figura 9 permite establecer que para algunos pacientes se habia
modificado el perfil urinario, si bien seria necesaria prolongar el tiempo de recogida de muestra
para dilucidar la evolucion del paciente.

La evolucion con el tiempo (cinética) de las distintas adiciones de orina a las nanoparticulas
de las muestras de los pacientes niumero 2 y 13 analizadas antes de la operacién (basales),
determinaron que los pacientes debian estar en un estado bastante avanzado o agresivo del
cancer de colon, ya que se desvian mucho de los rangos considerados como
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"normales/sanos" (una cinética practicamente vertical). Al comprobarlo con su historia clinica,
en efecto, los pacientes mostraban un tumor en estadio 111B bastante severo con complicacién
de ganglios linfaticos regionales (N1), pero sin metastasis distante aparente. Un mes tras la
reseccién del tumor, su cinética ha mostrado tendencia hacia el rango de normalidad, aunque

la variacién es minima por el momento.

Las cinéticas de las muestras de los pacientes 3, 4, 5, 11 y 14 también se desvian del rango
de normalidad. En este caso las cinéticas son menos pronunciadas que en el paciente n°2, lo
gue revisando sus historias clinicas se explica porque estos pacientes se encuentran en una
fase menos avanzada del tumor y sin presencia del tumor en los ganglios linfaticos regionales
(NO)

Los pacientes 7, 8 y 9 segun su historia clinica presentaban un tumor bastante avanzado
(estadio llIC), con penetracién T3 y un mayor niumero de ganglios linfaticos afectados que en
los casos anteriores descritos (N2). De todas las muestras analizadas, la cinética del paciente
17 entra dentro del rango de normalidad. Revisando su historia clinica se observa que es el
paciente con el tumor menos avanzado de todos los analizados en su estado basal, no
muestra metastasis, ni afectacion de ganglios; se encuentra en estadio |. A esto puede
deberse que su cinética aun esté dentro del rango de normalidad, no seria suficiente agresivo

como para ser detectado cinéticamente.

Los pacientes 15y 21 son los que muestran las cinéticas mas pronunciadas y alejadas de los
rangos de normalidad, indicando una mayor penetracién del tumor. Revisando sus historias
efectivamente es asi. Ambos pacientes muestras una penetracion T3, un tumor en estadio |1B
con afectacién de ganglios linfaticos, pero aun asi sin metastasis.

Los resultados de los marcadores tradicionales del cancer colorrectal (CEA, CA-19.9)
demuestran una vez mas su poca especificidad y sensibilidad dada la poca correlacién
encontrada entre estos marcadores y el grado de gravedad de la enfermedad.
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro para detectar la presencia y/o el estadio de tumores malignos en un
paciente que comprende las siguientes etapas:
a) tratamiento de una muestra de orina del paciente mediante extraccion en fase
solida,
b) adicién del extracto obtenido en la etapa anterior en adiciones sucesivas de un
mismo volumen sobre una dispersion de nanoparticulas de oro (AuNPs),
c) medida de la variacién de absorbancia de la dispersién acuosa de AuNPs vs.
longitud de onda a las diferentes concentraciones del extracto, aportadas por las
adiciones sucesivas de un mismo volumen que se han ido anadiendo en la anterior
etapa, y
d) determinacion de la presencia y/o el estadio del tumor mediante la comparacion de
los valores de absorbancia vs. longitud de onda obtenidos en la anterior etapa con
valores de absorbancia vs. longitud de onda de referencia obtenidos a partir de
muestras de orinas de pacientes sanos y/o de pacientes diagnosticados con tumores.

2. Método segun la reivindicacién 1 donde el eluyente en la etapa (a) es acido acético.

3. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde las AuNPs tienen
un didmetro de entre 5y 20 nm.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde las AuNPs son de
naturaleza hidrofobica.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la medida de la
absorbancia vs. longitud de onda en la etapa (c) se realiza mediante espectrofotometria UV-
VIS.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el tumor maligno a
detectar se selecciona de entre renal, vesical, prostatico o colorrectal.

7. Kit de diagndstico in vitro para detectar la presencia y/o el estadio de tumores malignos
a partir de una muestra de orina del paciente que comprende:
- medios para realizar una extraccion en fase solida de dicha muestra que comprende
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al menos una columna de extraccién y un eluyente,

- una dispersion de AuNPs y

- medios para determinar la variacion de absorbancia de la dispersién acuosa de
AuNPs vs. longitud de onda producida cuando se afade el extracto de orina del
paciente a diferentes concentraciones sobre la dispersion de AuNPs.

8. Kit de diagnédstico segun la reivindicacion anterior donde el eluyente es acido acético.

9. Kit de diagnéstico segun cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8 donde las AuNPs
tienen un diametro de entre 5y 20 nm.

10. Kit de diagnédstico segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 donde las AuNPs son
de naturaleza hidrofébica.

11. Kit de diagndstico segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10 donde el medio para
determinar la variacién de absorbancia de la dispersion acuosa de AuNPs vs. longitud de onda

es espectrofotometria UV-VIS.

12. Kit de diagnéstico segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11 donde el tumor

maligno a detectar se selecciona de entre renal, vesical, prostatico o colorrectal.
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