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RESUMEN

Los lipidos son fundamentales en la vida de las células, su implicacidn directa en multitud de
procesos celulares esta contribuyendo al desarrollo de técnicas que permitan estudiarlos de
forma exhaustiva. El empleo de técnicas como la desorcidn ionizacién mediante laser asistida
por matriz (MALDI) en estudios de imagen de lipidos por espectrometria de masas (ILEM) estd
facilitando el estudio y caracterizacion de distintos organismos, tejidos y patologias. En este
trabajo se han analizado tres secciones de pelvis, una seccion de uréter y una seccion de vejiga
empleando la ILEM. Los resultados obtenidos indican que la distribucion de los lipidos, a lo largo
de los tejidos, definen correctamente las estructuras presentes en las secciones, a excepcion del
uréter. Es mas, se ha obtenido una huella lipidica preliminar de la muscularis mucosae vy el
musculo propio de la vejiga. En el cancer vesical, conocer si las células tumorales infiltran la
mucosa y si alcanzan o no la capa muscular propia, y ser capaz de diferenciar entre ambos
tejidos, repercute en la toma de decisiones terapéuticas. La diferencia entre sus huellas lipidicas
podria ayudar a discernir entre ambos tipos de musculo, permitiendo un mejor estadiaje del
cancer de vejiga, dando lugar a diagndsticos mas fiables y decisiones terapéuticas mas seguras.

1. INTRODUCCION

Se define como metaboldmica al estudio, identificacién y cuantificacién de compuestos de bajo
peso molecular en células, tejidos o fluidos biolégicos, producto de reacciones metabdlicas de
los seres vivos, organismos o muestras bioldgicas.! Permite identificar cambios sutiles en los
perfiles metabolémicos entre sistemas bioldgicos, ya sea en estado fisioldgico o patoldgico.
Metabolitos, hormonas y moléculas senalizadoras son productos finales de la expresién génica,
por lo que definen el fenotipo bioquimico de una célula, organismo o tejido. Por tanto, es
indispensable tener un conocimiento pleno de la metabolémica para comprender mejor el
vinculo entre el genotipo y el fenotipo.?

Los avances que se estan dando en la resolucién espacial de técnicas como la espectrometria de
masas (MS), junto al desarrollo de software quimiométrico, permiten determinar y comparar,
simultdneamente, miles de componentes bioquimicos. Ademas, la revolucion de la manera en
la que se visualizan y estudian los procesos bioldgicos esta facilitando el estudio de distintos
organismos y tejidos. Recientemente, el Grupo de Espectroscopia de la universidad del Pais
Vasco (UPV/EHU) ha caracterizado el rifion mediante el estudio de su perfil lipidémico.>* El
presente trabajo busca continuar con dicha caracterizacion, expandiendo el estudio a la pelvis
renal y las vias urinarias (uréter y vejiga).

1.1. HISTOLOGIA BASICA DE LA PELVIS RENAL Y ViAS URIARIAS

La pelvis renal, los uréteres y la vejiga conducen y almacenan durante un tiempo la orina
producida en los rifiones. La pared mucosa que recubre estas estructuras estd formada por un
epitelio de transicidn o urotelio y por una ldamina propia de tejido conjuntivo. El urotelio es una
capa de varias células (epitelio estratificado), y el tejido conjuntivo de la lamina propia puede

variar de laxo a denso en el espesor de la pared en funcidn de la densidad de fibras de coldgeno.®

Por otro lado, la capa muscular propia (musculatura lisa) esta constituida por una capa externa
circular y una interna longitudinal, aunque sin una definicién clara. Segun se avanza en las vias,
en la Ultima porcién del uréter aparece también una capa longitudinal externa. En la vejiga



puede encontrarse, ademas, una capa muscular de la mucosa, que se separa de la mucosa propia
por el tejido conjuntivo colagénico de la Idmina propia.’

1.2. LIPIDOMICA

Distintos autores han descrito la Lipiddmica como el estudio de la estructura y funcién de todos
los lipidos sintetizados por una Unica célula u organismo determinado, asi como sus
interacciones con otros lipidos, metabolitos y proteinas.®’

Los lipidos son anfipdticos en su mayoria, aunque no estds exentos de excepciones: algunos
gliceroles (como los diacilgliceroles o triacilgliceroles), ceramidas, ceras y ésteres de colesterol
son hidrofdbicos. Formados principalmente por cadenas hidrocarbonadas, constituyen la base
funcional y estructural de las células vivas.® Estudios sobre genética, biologia celular y bioquimica
han ayudado a comprender mejor la biologia de estas biomoléculas:® actian como membrana
celular delimitando la célula en el medio extracelular, su oxidacidon produce una gran cantidad
de energia y participan en procesos reguladores autocrinos, paracrinos y endocrinos como
especies sefalizadores. Es decir, estdn involucrados en todos los procesos fundamentales de la
célula: estructurales, de almacenamiento energético, sefializacién y transporte.®

Segln su estructura quimica, los lipidos se dividen en ocho grupos principales: acidos grasos,
glicerolipidos, glicerofosfolipidos, policétidos, prenoles, sacarolipidos, esfingolipidos y esteroles
(Tabla 1).° En este estudio se analizaran los glicerofosfolipidos y esfinglipidos.

Tabla 1.- Clasificacion de las familias lipidicas en funcion de su estructura quimica, abreviaturas
en inglés y principales funciones bioldgicas. Adaptado de (9).

Familias lipidicas  Abreviatura Funcién principal
Acidos grasos FA Componentes de lipidos complejos
Glicerolipidos GL Almacenamiento energético
Glicerofosfolipidos GP Lipidos sefalizadores y estructurales
Policétidos PK Precursores de otras moléculas, antimicrobianos
Prenoles PR Precursores de vitaminas, transporte celular, antioxidantes
Sacarolipidos SL lipidos estructurales
Esfingolipidos SP Reconocimiento celular y transduccion de senales
Esteroles ST lipidos senalizadores y estructurales

1.2.1. Acidos Grasos (FA)

Son, comUnmente, los principales componentes de lipidos mdas complejos.?® Distribuidos en 14
subclases, los mas comunes, en mamiferos, son aquellos que presentan un acido carboxilico
unido a una cadena hidrocarbonatada par, alifitica e hidrofébica, con un numero de
insaturaciones comprendido entre 0y 6, que no presenta ramificaciones!. La Figura 1 muestra
algunos de los FA caracteristicos de los mamiferos.



A. Acidos grasos saturados
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Figura 1.- Ejemplos de dcidos grasos comunes en células de mamifero. A.- FA saturados: dcido
palmirico (C:16) y estedrico (C:18). B.- FA mono y diinsaturados: dcido oleico (C18:1) y linoleico
(C18:2). C.- FA poliinsaturados: dcido araquiddnico (C20:4) y docosahexaenoico (C22:6).
Tomando el dcido oleico como ejemplo, la nomenclatura C18:1 indica que su cadena
hidrocarbonatada tiene 18 dtomos de carbono y que presenta 1 insaturacion. Imagen adaptada
de (12).

1.2.2. Glicerofosfolipidos (GP)

Son el componente principal de la membrana celular. Estdn formados por un esqueleto de
glicerol que presenta, generalmente, cadenas saturadas en la posicién sn-1, cadenas con un
numero variable de insaturaciones en la posicién sn-2 y una cabeza hidrofilica en la posicion sn-
3. La unidén entre la posicion sn-1y la cadena de la posicion sn-2 puede darse mediante un enlace
éster, éter (o) o vinil-éter (P). El grupo funcional unido en la posicidn sn-3 indicara la subclase
glicerofosfolipidica’?, tal y como se muestra en la Figura 2.

Los GP mas abundantes en mamiferos son las glicerofosofoetanolaminas (PE),
glicerofosfoinositoles  (Pl), glicerofosfogliceroles (PG), glicerofosfoserinas (PS) vy
glicerofosfocolinas (PC), constituyendo estas Gltimas el 50% de la masa total de los GP.*3
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Figura 2.-Estructura de los glicerofosfolipidos. Teniendo como ejemplo una glicerofosfocolina:
puede observarse el esqueleto principal de glicerol (rojo), al que se han unido dos dcidos grasos,
en la posicion sn-1 (16:0) y sn-2 (18:1) (color azul) y un grupo colina en la posicion sn-3 (verde).
En funcion del sustituyente se forman distintos GP. La diversidad de las subclases de esta familia
de lipidos es relativamente elevada, si se tienen en cuenta las tres posibles uniones entre los
dcidos grasos y el esqueleto del glicerol. Imagen adaptada de (12).

1.3.3. Esfingolipidos (SP)

Los esfingolipidos desempenas funciones tales como la modulacion de la fosforilacién y
acetilacion de proteinas transcriptoras, como proteinas represoras o reguladoras (es decir,
regulacidn de proceso de expresion génica)'®. Por ello, son esenciales en el reconocimiento
celular y en la transduccion de sefiales. Estdn compuestos por un una base esfingoide,
destancando en mamiferos la esfingosina y la esfinganina (dihidroesfingosina), de cadenas de
18 carbonos.**

Las ceramidas (Cer), conocidas como las precursoras de las demas especies esfingoides, se
forman cuando un acido graso se une por un enlace amina en la posicién sn-2. Su fosforilacién
y posterior unién con colinas produce los esfingolipidos mas abundantes de la membrana
celular: las esfingomielinas (SM); mientras que su unidén con azlcares forma cerebrdsidos
(HexCer).*>En la Figura 3 se muestra un esquema de la estructura de los SP.
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Figura 3.- Estructura de los esfingolipidos. Sirviendo de ejemplo una esfingomielina, se aparecia
una base esfingoide (rojo) que puede presentar distintas hidroxilaciones. En funcion del
sustituyente en la cabeza (verde) se forman distintos esfingolipidos. Imagen adaptada de (12).

La importancia de los lipidos en la vida de las células, y su implicacién directa en multitud de
procesos celulares, estad contribuyendo al desarrollo de técnicas que permitan estudiarlos de
forma exhaustiva. El empleo de la espectrometria de masas para el estudio de la lipidémica ha
ido en aumento a lo largo de la ultima década, en gran medida gracias a los avances de

resolucidn espacial que se estan teniendo lugar alrededor de esta técnica.!%1’

1.4. ESPECTROMETRIA DE MASAS (MS)

Esta técnica analitica permite la identificacion de especies moleculares, a partir de su relaciéon
masa/carga (m/z). Para ello, las muestras deben transferirse a fase gas e ionizarse. La deteccion
y cuantificacidon de estas especies gaseosas permite obtener un espectro de masas que muestra
la abundancia relativa de las mismas en funcidon de su m/z.*® Este andlisis se lleva a cabo
mediante un espectrometro de masas, siendo sus componentes principales la fuente de iones y
el analizador de masa, pues son aquellos que definiran la resolucién espacial y la sensibilidad de
los experimentos, respectivamente.

1.5. FUENTES DE IONES

Por lo general, las fuentes de iones se agrupan en fuentes de ionizacidn duras, como el impacto
electrénico, o fuentes de ionizacidn blandas, como la ionizacidn quimica. La eleccidn del tipo de
fuente determinara la resolucién espacial y el nimero de biomoléculas que pudieran ser
identificadas.’® Al emplear fuentes de ionizacién duras se generan multitud de fragmentos que
se traducirdn en un espectro de masas complejo de analizar. Por el contrario, los espectros
obtenidos empleando una fuente de ionizacién blanda son mas sencillos, facilitando su andlisis.
El método de desorcion/ionizacion mediante laser asistida por matriz (MALDI) es uno de los mas
populares, gracias su capacidad de transferir a fase gas biomoléculas de bajo y alto peso
molecular, la sencillez de la preparativa de la muestra y la robustez frente a sales e impurezas.?°

1.5.1 Desorcidn/lonizacion mediante laser asistida por matriz (MALDI)

La desorcidn/ionizacion por laser (LDI) emplea radiacion laser ultravioleta (UV) o infrarrojo (IR)
para desorber los compuestos de la muestra analizada in situ. Consiste en la co-cristalizar la



muestra con una sustancia orgdnica con bandas de absorcidn en la longitud de onda de emisién
de un laser. Al incidir éste sobre la muestra, vaporiza la matriz liberando, intactas, las moléculas
del analito. Ademas, si se emplea una matriz acida (polaridad positiva) o basica (polaridad
negativa), se consigue que los analitos queden cargados vy listos para su analisis.®

La co-cristalizacidn de matrices organicas junto a las muestras facilita la transferencia de iones
a fase gaseosa evitando, durante el proceso, la fragmentacion de las biomoléculas, en la medida
de lo posible. Es por ello que, actualmente, MALDI es el método LDI con mayor desarrollo y uso.
El haz laser incide sobre la matriz, y se produce una transferencia de energia hacia la muestra,
cargando las moléculas y generando aductos (especies sodiadas, potasiadas, etc.) tal y como
puede verse esquematizado en la Figura 4.%°

Analizador de
masas

Matriz co-cristalizada con
analito

Laser

Desorcion Iomzacmn @
o ®
e . @

—> Detector

@ Matriz O Analito |||

Figura 4.- Esquema del proceso de ionizacion blanda obtenido mediante MALDI. Adaptado de
(12).

Una de las ventajas que presenta MALDI frente a otro tipo de ionizaciones blandas, como puede
ser la de electrospray (ESI) es que no es comun que los analitos ionizados presenten mas de una
carga (tanto positiva como negativa), por lo que la simplicidad del espectro es aun mayor. Sin
embargo, la técnica no esta exenta de inconvenientes. Y es que la matriz organica también se
fragmenta, por lo que, si no se realiza un buen procesado de datos, los fragmentos generados
de la matriz podrian enmascarar los analitos de interés por supresién iénica.?

1.5.2 MALDI-IMS

En este trabajo se ha utilizado uno de los avances mads innovadores de la Espectrometria de
masas, denominada Imagen por Espectrometria de Masas (IMS), o ILEM en este caso (Imagen
de Lipidos por Espectrometria de Masas). Esta técnica permite identificar biomoléculas in situ
en un tejido aportando, ademas, informacién relevante sobre su disposicion espacial a lo largo
de la muestra, con una resolucién espacial comprendida entre tres y 200 pm.?° Aprovechando
la capacidad de reconstruccion de las distribuciones de los analitos de interés que ofrece MALDI,
es posible afiadir una nueva dimensidn a la informacidn generada durante un experimento de

MS, siendo posible alcanzar resoluciones subcelulares.?%!



Ademas de no requerir marcado previo de las muestras (a diferencia de otros analisis como los
inmunohistoquimicos), la preparacién de muestra es minima si se compara con técnicas mas
tradicionales empleadas en bioanalisis.’®> Un experimento ILEM genera un mapa de
distribuciones de todas las moléculas detectadas en el drea explorada. Respetando una
separacion espacial minima entre espectros, es posible obtener la distribucién espacial, en dos
dimensiones, de las especies moleculares a lo largo del tejido. Aplicado al estudio de las vias
urinarias, es posible identificar distintas regiones histoldgicas del rifién en base a la composicién
lipidica de sus estructuras (Figura 5).
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Figura 5.- Esquema del andlisis de datos en un experimento ILEM. Se define el drea a explorar
una vez depositada la matriz sobre la muestra, obteniéndose un espectro en cada punto. Cada
m/z en el espectro se convierte, mediante el uso de software adecuado, en la imagen de la
distribucion de una molécula (lipidos en este caso). Finalmente, se tifie el tejido y mediante
informacion dptica y andlisis estadistico es posible identificar y comparar distintas regiones de
interés, pudiendo generar modelos de clasificacion e identificar biomarcadores de diversas
patologias.

1.6. PREPARACION DE MUESTRAS

La correcta preparacién de las muestras es imprescindible si se quiere obtener una imagen con
una gran resolucién espacial. En este tipo de ensayos la matriz ha de formar cristales de
aproximadamente una micra, depositarse de forma uniforme a lo largo de la muestra y permitir

obtener la maxima intensidad de sefial.??

En este sentido, el 1,5-diaminonaftaleno (DAN, Sigma-Aldrich Chemie, Dteinheim, Germany,
(Figura 6) ha demostrado, en estudios anteriores, ser una matriz 6ptima para la deteccion de
lipidos en el modo de ionizacién negativo.?? Permite detectar multiples familias lipidicas con una
alta resolucién espacial y bajo ruido de fondo dotando a las muestras, ademas, de la estabilidad
necesaria para soportar tiempos de adquisicion de datos elevados.
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Figura 6.- Estructura de la matriz orgdnica empleada durante el estudio, 1,5-diaminonaftaleno;
masa exacta: 158.0844 Da.

Una correcta preparacién de muestra también requiere de una adecuada deposicion de la matriz
sobre el tejido a analizar. Estudios realizados previamente por el Grupo de Espectroscopia de la
UPV/EHU, han demostrado que el proceso de sublimacién es el mas adecuado para este fin,
pues permite optimizar, de forma mas controlada, la cantidad total de matriz que se deposita
sobre la muestra.2Es mds, permite alcanzar resoluciones espaciales mayores en comparacién
con las obtenidas empleando otras técnicas como el esprayado. Esto se debe a que el proceso
de sublimacién no requiere del uso de disolventes orgdnicos, por lo que se omiten posibles
interacciones no deseadas, como la migracidn de los lipidos.?*

1.7. ANALIZADOR DE MASAS

Como se ha indicado con anterioridad, uno de los mayores inconvenientes de la ILEM es la
presencia de iones de bajo peso molecular (<500 Da) correspondientes a la matriz, pues
interfieren en la deteccion de los iones de interés. Por ello, es imprescindible que el
espectrémetro de masas presente un analizador de masas con alta sensibilidad y resolucién en
masas. Los primeros analizadores de masas empleados en ILEM fueron los detectores de tiempo
de vuelo (TOF),?y hoy en dia se complementan con analizadores de trampa iénica como el
Orbitrap, ampliamente utilizado en estudios lipidémicos, gracias a su elevada resolucién de
masas.’®

El analizador Orbitrap estd formado por un electrodo inerte rodeado por dos electrodos
céncavos, entre los cuales se genera un campo eléctrico. Cuando los iones pasan a través de la
trampa idénica, se mantienen en orbitacion, oscilando axialmente alrededor del electrodo inerte.
Las frecuencias orbitales de los iones son proporcionales a su (m/z)*?, por lo que variaran en
funcién de la relacion m/z de las especies. Una vez detectadas, se genera un espectro de
frecuencias del que se pueden extraer las relaciones m/z mediante transformada de Fourier (FT),
obteniendo asi un espectro de masas (Figura 7).%’

/\
‘ t(s) =

Intensidad relativa
Intensidad relativa

m/z

Figura 7.- Analizador de masas FT Orbitrap. Los iones generados durante la desorcién/ionizacion
de la matriz entran a la trampa idnica de forma tangencial. En su interior, oscilan
proporcionalmente a su relacién (m/z)"?. Haciendo la FT del orbitograma, se obtiene un espectro
de frecuencias, y de ahi, el espectro de masas.



Una de las ventajas que presentan los detectores Orbitrap es que, gracias a su elevada resolucién
masica, son capaces de obtener la composicién elemental de los iones detectados. Sin embargo,
los archivos de datos generados en los experimentos pueden aumentar su tamafio en gran
medida; ello dependera de la resolucién y del rango de masas empleando durante el analisis.

1.8. SEGMENTACION

Una de las grandes ventajas que presenta la ILEM, sobre otras técnicas, es la posibilidad de
representar las distintas especies detectadas. Es mas, el uso de algoritmos de agrupamiento
jerdrquico, que permiten organizar los pixeles generados en funcién de la similitud de los
correspondientes espectros, posibilita identificar las estructuras con una huella lipidica similar,
reproduciendo la arquitectura del tejido.

El método de segmentacién k-means agrupa el conjunto de datos en un nimero prefijado de
segmentos (clusteres). En este trabajo se ha empleado una variante, desarrollado por el Grupo
de Espectroscopia, de este algoritmo de segmentacién: el Analisis Divisivo Jerarquico de Rango
Completo (HDC-RC).?® Este algoritmo permite agrupar los pixeles en regiones con una huella
lipidica similar, que posteriormente se identifican con las distintas dreas histoldgicas del tejido.

En primera instancia, el experimento se divide en dos segmentos diferentes a partir de aquellos
pixeles con menor correlacién entre si. El proceso se repite sucesivamente hasta alcanzar el
numero de segmentos definido para cada experimento. La correlaciéon de los clisteres se
visualiza en base a una escala de color: cuanto mas proximos estan los colores entre si en la
escala cromatica, mayor es la similitud entre las huellas lipidicas de las dreas.

El nUmero maximo de segmentos que se suele emplear es de 300, pero ha de tenerse en cuenta
que, lo ideal, es trabajar con el menor nimero de clusteres posibles a la hora de seleccionar las
regiones histolégicas, con ayuda de los patélogos. Ello se debe a que, al aumentar el nUmero de
segmentos, pueda estar forzandose al algoritmo a realizar segmentaciones que verdaderamente
no existen, pudiendo estar distorsionandose la estructura real del tejido.

2. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es el analisis del perfil lipidémico de la pelvis renal, uréteres y
vejiga humana mediante ILEM. Se busca completar la caracterizacion lipidica del sistema
urinario, nunca antes realizada e iniciada recientemente con la caracterizacién de la nefrona,*
como paso previo para un posterior estudio metabdlico mas amplio que involucre el estudio de
los tumores que se originan en estas estructuras. También, y con el objetivo de acercar la técnica
a los laboratorios de nuestros hospitales, se pretende estudiar el potencial de la ILEM como
herramienta de apoyo en el diagndstico anatomopatoldgico de lesiones neopldsicas y no

neoplasicas de rifidn y vias urinarias.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. RECOLECCION DE MUESTRAS DE UROTELIO Y PELVIS HUMANAS

La recogida de las muestras para este estudio tiene el aval del Comité de Eticade Euskadi (CEIm
20-19, cddigo interno: Pl+Ces-BIOEF 2020-12)

Las muestras fueron seleccionadas y recogidas en el Hospital Universitario de Galdakao-
Usansolo. Los pacientes presentaban tumores renales y de vias urinarias, cuyos tejidos no



tumorales también se guardaron (en fresco) para estudios descriptivos como el que se presenta
en este TFM.

Se realizaron cortes histoldgicos, de 10 um de espesor, de tres pelvis, un uréter y una vejiga para
su posterior analisis por ILEM, asi como para su tincidn por hematoxilina-eosina y posterior
estudio histoldgico.

3.2. SUBLIMACION DE LA MATRIZ

El sublimador empleado a lo largo del estudio ha sido creado y disefiado por el propio Grupo de
Espectroscopia de la UPV/EHU.? Contiene en su interior una placa calefactora, unida a un
termopar, sobre el que se deposita la matriz. El portaobjetos se coloca sobre una placa en
contacto con una célula Peltier, que sera la encargada de mantener la temperatura de la muestra
a 5°C. Una vez cerrado el sublimador, la muestra queda dispuesta a 1 cm de distancia sobre la
matriz. Entonces, el sistema se conecta a una bomba de vacio (Pfeiffer Vacuum, model DUO 2.5,
Germany) y se fija una presién de 0.1 mbar. Finalmente, el sistema se conecta, durante ocho
minutos, a una fuente de calor a 123°C. En la Figura 8 se muestran los componentes del
sublimador.

Figura 8.- Componentes del sublimador desarrollado por el Grupo de Espectroscopia: A.- Placa
calefactora sobre la que se deposita la matriz; por debajo de ella se encuentra el termopar que
controlard su temperatura. B.- Placa sobre la que se sujeta la muestra con el tejido que desea
sublimarse. C.- Vista lateral de la placa observada en B; estd unida a dos células Peltier que
enfriaran la muestra; estdn conectadas a un segundo termopar que indicard su temperatura. D.-
Imagen del sublimador cerrado. E.- Sistema completo, el sublimador estd unido al sistema
Peltier, a una bomba de vacio y al sistema de calefaccion, respectivamente. Imagen adaptada
de (12).
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Las condiciones de distancia entre la muestra y la matriz, la presion y la temperatura empleadas
han sido optimizadas para depositar, aproximadamente, 0.15 mg/cm? de DAN sobre las
muestras. Estudios previos han demostrado que ésta es la cantidad de matriz dptima para
alcanzar la mejor resolucién espacial posible.?

3.3. ANALISIS ILEM

Los experimentos de ILEM se realizaron empleando un MALDI-LTQ-Orbitrap XL (ThermoFischer,
Figura 9), equipado con un laser de N,.3° Se trabajo con el espectrémetro en modo Orbitrap, en
polaridad negativa. La adquisidn de datos se llevd a cabo a una resolucién en masas de 60000 a
una m/z = 400 Da, en un intervalo comprendido entre los 550-1000 Da, empleando una
resolucion espacial de 50 um. El registro de medidas se hizo con dos microescaneres de 10
disparos laser (20 disparos en total) para cada pixel, con una energia de 15 pJ y un tamafio de
pixel de 50 pum.

Figura 9.- MALDI-LTQ-Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) empleado para la adquisicion de
datos.

3.4. TINCION DE HEMATOXILINA Y EOSINA (H&E)

La obtencidn de imagenes de tincién es imprescindible para identificar y comparar distintas
areas del tejido en un estudio histoldgico. Por ello, tras el experimento de ILEM las muestras se
limpiaron para una posterior tincion de hematoxilina y eosina (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

Resumiendo, las muestras se sumergieron en etanol al 70% durante aproximadamente 1
minuto, eliminando de este modo la matriz de la superficie del tejido. Tras un proceso de
hidratacion mediante bafios consecutivos empleando un gradiente etanol/agua, los tejidos se
sumergieron en bafios de hematoxilina y eosina durante cinco y dos minutos, respectivamente.
A continuacién, se llevo a cabo la deshidratacion mediante bafios sucesivos empleando un
gradiente que comienza con agua y finaliza con etanol 100%. Finalmente, se montaron los portas
empleando ftalato de dibutilo en xileno (DPX) y se limpiaron con un poco de etanol puro.

La hematoxilina tifie de color azul oscuro/violeta los acidos nucleicos (el nicleo), mientras que
la eosina tifie de color rosado/rojizo especies basicas inespecificamente (citoplasma y matriz
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extracelular). Las muestras se escanearon en el PIE (Plentzia Marine Station, UPV/EHU, Plentzia,
Bizkaia) mediante un escaner NanoZoomer $210 Digital.

3.5. PROCESADO DE DATOS

A pesar de que el tratamiento de muestra es relativamente sencillo en comparacién con otras
técnicas, los estudios realizados por ILEM generan una cantidad inmensa de datos que deben
ser tratados, comenzando con disminucion de su tamafio, extrayendo la informaciéon mas
relevante. Para ello, se realiza una rutina que extrae la posicién de los picos de los espectros a
cada pixel.3!

El procesado de datos consiste en una obtencidn inicial del espectro promedio, seguido de la
segmentacién de la imagen en areas con huella lipidica similar (clustering); la asignacion lipidica
y el estudio de su distribucién a lo largo del tejido y, finalmente, el tratamiento estadistico de
los datos extraidos. Desafortunadamente, el nimero de muestras obtenido no permite un
tratamiento estadistico riguroso de los resultados.

3.5.1. Obtencion del espectro

Inicialmente, se extrae la informacién de cada uno de los pixeles generados durante el
experimento de ILEM, éstos serdn los que conformen el espectro final. La seleccién de picos se
lleva a cabo empleando el método Simple Peak Finding (SPF).3% Los espectros generados han sido
procesados empleando un software propio, desarrollado sobre Matlab (MathWorks, Natick,
USA).

Durante la seleccidn de picos se aplica una ventana de 0.02 Da para la separacion entre picos
cuando se estan extrayendo los datos. A continuacién, y con el objetivo de disminuir el tamafio
de los archivos generados, se eliminan aquellos picos que presentan una intensidad relativa
inferior al 0.5% respecto al mads intenso. Este proceso se realiza para cada uno de los espectros
obtenidos. Los espectros reducidos se alinean, tolerando una desalineacién maxima entre picos
de 0.02 Da. Finalmente, los espectros son normalizados (por cada experimento) empleando un
algoritmo de corriente total de iones (TIC).?

3.5.2. Segmentacion

La segmentacién de los pixeles se llevd a cabo utilizando el algoritmo HDC-RC previamente
descrito. La identificacion de los segmentos con los diversos tipos de tejido de las muestras se
llevd a cabo con la ayuda de las observaciones anotadas por el doctor Jon Danel, patélogo del
Hospital Universitario de Donosti.

3.5.3. Asignacion lipidica

La asignacion de lipidos se llevé a cabo comparando los valores de m/z experimentales con las
masas tedricas de las especies recogidas en el software desarrollado por el Grupo de
Espectroscopia, que cuenta con una base de datos generado in sillico con mds de 33000 especies
lipidicas y correspondientes aductos. También se hizo una comparacién con la base de datos de
LIPIDS MAPS (www.lipidsmaps.org).

Hay que tener en cuenta que los lipidos son biomoléculas que tienden a formar aductos.
Ademads, son moléculas labiles, propensas a fragmentarse con facilidad generando aductos
menos evidentes que pueden interferir con las sefiales de los lipidos de interés. Por ello, es
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necesario realizar espectrometrias de masas en tandem (MS/MS o MS/MS?), fragmentando
iones especificos en una seccidn del tejido para obtener informacién adicional sobre la
estructura molecular.

Aun asi, no es posible diferenciar entre los enlaces éter y vinil-eter (O/P) que presentan los
glicerofosfolipidos; ni distinguir las glicerofosfocolinas (PCs) de las gliceroetanolaminas (PEs),
especies isobaras (seria necesario realizar un MS/MS3). Estudios previos realizados por el Grupo
de Espectroscopia® han concluido que, empleando el modo de ionizacidn negativo, las PE se
detectan con mayor intensidad. Asi mismo, parece ser que las especies PE-P y PC-O tienen una
mayor abundancia relativa en mamiferos, respecto a sus especies isobaras.3>3®
Independientemente de ello, no puede descartarse con total seguridad la presencia de las otras

especies.
3.5.4. Andlisis estadistico

A pesar de no haberse obtenido un nimero de muestras suficiente para realizar un analisis
estadistico de los resultados, sigue siendo necesario realizar un filtrado de las especies que han
sido asignadas.

Para evitar en la medida de lo posible la variabilidad intermuestral, se trabaja Unicamente con
aquellas especies de lipidos reproducibles en los experimentos. Estas especies han sido
seleccionadas atendiendo a la regla del 80%: sélo se tienen en cuenta aquellas especies que
estén presentes en al menos un 80% de las muestras analizadas. Realizado el primer cribado, se
eliminan del estudio los aductos de la matriz (DAN) y aquellas especies cuya asignacion es
dudosa.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. DESCRIPCION DE LA PELVIS RENAL

Se analizaron secciones de pelvis renal de tres pacientes, apreciandose un cambio considerable
en la morfologia de las muestras, poniendo de manifiesto la necesidad de contar con una
cohorte amplia de muestras. En laimagen histoldgica de la primera de las secciones (Figura 10),
destaca un ribete de superficie correspondiente al urotelio, un epitelio transicional especial que
recubre la pelvis renal, los uréteres, la vejiga y la uretra. Bajo esta capa se encuentra el estroma
subepiterial o [dmina propia (epitelial), que muestra una elevada laxitud edematosa. El espesor
del tejido colagénico varia en funcién de la region de la muestra. La compactacién de los haces
de colageno aumenta a medida que se adentra en el tejido. Es decir, dentro de esta seccidn
pueden diferenciarse dos regiones, una mas compactada y otra mas laxa.
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Figura 10.- Detalle de la tincion de H&E. A.- Imagen histoldgica de la primera seccion de pelvis
renal; B.- Epitelio estratificado del urotelio (ET) y Idmina propia (LP) a 10x; C.- Tejido colagénico
(conjuntivo) laxo (TCL) y denso (TCD) a 2.5x, correspondiente a una zona de la Idmina propia mds
compacta; D.- Epitelio transicional (urotelio) y ldmina propia edematosa (LPE) (el tejido
colagénico laxo evoluciona hacia el denso a medida que se avanza en profundidad) a 2.5x.

Una vez interpretada la imagen histolégica, se compararon con la segmentacién generada en los
experimentos de ILEM. Si bien es cierto que no se ha obtenido una regién que correlacione con
el urotelio, debido a la resolucién espacial empleada, en la Figura 11 se aprecia como la
segmentaciéon concuerda con las anotaciones indicadas por el patélogo. No solo se han
identificado huellas lipidicas diferentes entre la zona de la lamina propia mas laxa y la zona de
la ldmina propia mas compacta, sino que, ademas, existe una subdivision dentro de ambas zonas
que podria coincidir con las zonas mas laxas (edematosas) y zonas de mayor compactacion del
colageno (denso) dentro de dicho tejido conjuntivo.
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Figura 11.- A.- Tincion H&E, distribucidon de algunos de los lipidos con mayor intensidad relativa
a lo largo del tejido y segmentacion obtenida a partir de ellas. B.- Superposicion de la
segmentacion y la imagen histoldgica. A pesar de no haber obtenido un segmento que
correlacione con el epitelio de transicion (ET), las demds regiones del tejido parecen estar bien
definidas: la ldmina propia edematosa (LPE), o zona de la Idmina propia mds laxa con menor
compactacion de las fibras de coldgeno, ha sido segmentada en dos regiones, una violeta que
coincide con la zona mds edematosa y proxima al urotelio, y una turquesa mds proxima al tejido
colagénico mds compacto. Por su parte, la zona del tejido colagénico, o zona de la Idmina propia
mds densa con mayor compactacion de las fibras de coldgeno, también ha sido segmentado en
dos regiones: una de color rojo, donde los haces de coldgenos estdn mds compactados (TCD), y
una de color verde, donde parece que el tejido es mds laxo (TCL).

La Figura 11 muestra que la segmentacién obtenida mediante ILEM describe correctamente la
morfologia del tejido. En la Figura 12 puede observarse la alta resoluciéon que se obtienen al
emplear el algoritmo de segmentacion, capaz de diferenciar las distintas regiones de la vejiga y
la pelvis, debido a que cada drea de los segmentos presenta una composicion lipidica diferente.
Aumentando la resolucién de dicho experimento, seria posible estudiar y discernir mejor entre
la morfologia del tejido colagénico laxo y denso. Es mas, se podria caracterizar la
subestratificacidn en tres capas que presenta el epitelio de transicion.

De hecho, estudios realizados por el Grupo de Espectroscopia han demostrado, en numerosos
tejidos, que la distribucién de los lipidos define a la perfeccidon no sélo la estructuracion del

tejido, sino las regiones afectadas por distintas patologias.>* 1% 37: 38
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Figura 12.-Tincion H&E, distribucion de algunos lipidos a lo largo del tejido, segmentacion
obtenida mediante ILEM y su superposicion con las tinciones en pelvis (A) y vejiga (B). Las
distintas distribuciones de los lipidos a lo largo del tejido generan una huella lipidica especifica,
y el conjunto de estas huellas permite la segmentacion del tejido. La primera escala cromdtica
indica la intensidad relativa de las especies, donde el color azul evoluciona hacia el amarillo con
el aumento de intensidad. Asi, la presencia de Pl 38:4 es mayor en el tejido colagénico mds
compactado en pelvis (A), y mayor en la muscularis mucosae en vejiga (B); por su parte, la SM
34:1 es mds abundante en el tejido colagénico mds laxo (A) y en el musculo propio (B). La segunda
escala cromadtica indica la correlacion entre segmentos, cuanto mds alejados los colores entre si,
menor correlacion existe entre las huellas lipidicas de los mismos. En la imagen superpuesta se
aprecia como la segmentacion reproduce a la perfeccion la estructura del tejido.

En la segunda seccidn analizada (Figura 13) vuelve a observarse el epitelio transicional y lamina
propia con zonas mas laxas (13B y 13C) y mas densas (13D). Las zonas mds compactadas
corresponden a tejido colagénico conectivo, aunque cupiera la posibilidad de que se tratase de
musculo propio. También se observa una vénula (estructura vascular), aunque lo mas destacable
son los dos pequefios foliculos (agrupaciones) linfoides (13E).
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Figura 13.- Imagen histoldgica de la sequnda seccion de pelvis. A.- Tincion H&E de la segunda
seccion de pelvis renal B.- Tejido conectivo laxo (TCL) de la Idmina propia a 2.5x. C.- Urotelio (U)
y tejido colagénico laxo (TCL) a 10x. D.- Tejido colagénico denso (TCD) de la Iamina propia. E.-
foliculos linfoides (FL) y vénula (V) a 5x; parecen tratarse de foliculos secundarios, donde se
aprecia una zona de crecimiento en el centro y un ribete que rodea la estructura.
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El tejido linfoide es una organizacion especial del tejido conjuntivo, integrado por fibras
reticulares, fibroblastos y linfocitos en su gran mayoria. Ante una agresion de cualquier tipo, los
linfocitos se activan y se agrupan en una disposicién esférica u ovoide denominada foliculo
linfoide. En individuos que no han recibido una estimulacidon antigénica elevada o no han
desarrollado una repuesta inmunoldgica, los foliculos se agrupan en forma de esferas uniformes
denominados foliculos linfoides primarios. Cuando la estimulacion es elevada o se ha producido
una respuesta inmunoldgica se forman foliculos linfoides secundarios, una respuesta inmune
adaptativa.®

Al igual que en el caso anterior, la segmentacién obtenida mediante ILEM describe
correctamente la morfologia tejido (Figura 14).

Una forma de determinar si las regiones mds compactas corresponden a tejido colagénico de la
[dmina propia o a musculo liso seria aumentar el nimero de muestras analizadas.
Adicionalmente, se podria comparar la huella lipidica extraida del segmento que correlaciona
con ese tejido con la huella lipidica de segmentos, de otras muestras, correctamente
identificados como tejido colagénico o musculo liso. De este modo podria discernirse, por
similitud de huellas lipidicas, entre ambos tipos de tejido.

H&E PE 38:4 PE:36:1 PI38:4 SM34:1 segmentacién

imm

TCL

{ ‘ 7

Figura 14.- A.- Tincidon H&E de la segunda seccion de pelvis, distribucion de algunos de los lipidos
con mayor intensidad relativa a lo largo del tejido y segmentacion obtenida a partir de ellas. B.-
Superposicion de la segmentacion y la imagen histoldgica. No ha podido identificarse el urotelio
(U); v el segmento correspondiente al tejido colagénico laxo (TCL) de la Idmina propia no
correlaciona adecuadamente, pues la resolucion espacial del experimento de ILEM no es
suficiente. No obstante, los foliculos linfoides (FL) y el tejido conectivo denso (TCD) estdn bien
identificados. Aumentar la resolucion del experimento de ILEM permitiria encontrar diferencias
entre la zona central y exterior de los foliculos.
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En la tercera seccion de pelvis (Figura 15) se aprecian las mismas estructuras que en el caso
anterior: urotelio, [dmina propia con tejido edematoso laxo y compacto, y algunas estructuras
vasculares.

Lo mas relevante del tejido se observa tras la segmentacion de ILEM, pues se han detectado
unas estructuras circulares que no son visibles en la imagen de tincion H&E (Figura 16).
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Figura 15.- Imagen histoldgica de la tercera seccion de pelvis. A.- Tincion de H&E. B.- Tejido
colagénico (TC) y tejido edematoso (TE) a 2,5x, se observan dos vénulas (V). C.- Urotelio a 10x.
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Figura 16.- A.- Tincion H&E de la tercera seccidn de pelvis, distribucion de algunos de los lipidos
con mayor intensidad relativa a lo largo del tejido y segmentacion obtenida a partir de ellas. B.-
Superposicion de la segmentacion y la imagen histoldgica. En esta ocasion si ha sido posible
obtener un segmento, de color marron oscuro, que correlacione con el urotelio (U). La region del
tejido edematoso tiene tan poco tejido que no ha sido posible distinguirlo, a esta resolucion, de
la matriz. Un segmento de color azul oscuro coincide con las dreas de tejido colagénico denso
(TCD). En tonos turquesa y azul claro parecen existir unas estructuras que rodean las vénulas.

En el uréter y, mayoritariamente, en la vejiga, la capa muscular propia que se encuentra entre
la mucosa y la adventicia (o serosa) estd organizada en tres estratos: las fibras musculares de
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dos de los estratos longitudinales interno y externo se disponen de forma longitudinal, siguiendo
el tracto del tubo excretor (uréter). Entre ellas, se encuentra el estrato circular medio, una capa
de musculo liso dispuesta de forma circunferencial. En conjunto, estas capas forman el musculo

detrusor, encargado de expulsar la orina cuando se contrae.>°

Cuando el tejido se corta, esa disposicién adopta la forma de esfera de haces musculares. En
este sentido, es poco probable que en un corte de pelvis se esté observando musculo propio.
No obstante, atendiendo a la superposicidon de las imagenes de la Figura 16, se aprecia una
estructura vascular en el centro de estas esferas. Es posible que los segmentos de color azul
estén correlacionando con el musculo de la pared venosa, aunque histoldgicamente esta
suposicién no es acertada, pues habria demasiado musculo para una vena de pequefio calibre.
Seria mas correcto pensar que se tratase de la adventicia de la vénula, con mayor compactacidn
colagénica.

Al igual que en los casos anteriores, analizar un nimero de muestras mayor puede ayudar a
discernir entre el tipo de estructuras que se estan detectando.

4.2. DESCRIPCION DEL URETER

El uréter y la vejiga presentan pequefios cambios anatémicos respecto a la pelvis, siendo el
cambio principal la disposicion mas estructurada del musculo propio®. En la imagen histoldgica
se visualiza el ribete uroterial, una zona colagénica laxa que parece estar delimitada por una
regidn que posiblemente sea musculo y un plexo vascular del que puede intuirse una leve pared
celular (Figura 17).
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Figura 17.- Imagen histoldgica de seccion de uréter. A.- Tincion de H&E. B.- plexo vascular a 5x.
C. Musculo propio (MP) y tejido conjuntivo colagénico laxo (TCL) a 2,5x. D.- Urotelio (U) a 10x.
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Desafortunadamente, el experimento de ILEM no se ha captado correctamente, por lo que el
software no ha sido capaz de segmentar la muestra adecuadamente. Ademas, no ha sido posible
identificar la region correspondiente al urotelio, pues los lipidos se han dispersado y su sefial
estaba enmascarada por la seial de la matriz.

A pesar de ser necesario repetir el experimento, en la Figura 18 se aprecia una diferenciaciéon
de areas por color. El color naranja parece correlacionar con la zona colagénica, mientras que el
area coloreada por violeta, morado y marrdn parece coincidir con lo que posiblemente sea
musculo del uréter. No solo eso, a pesar de no diferenciarse ningun tipo de estructura, el drea
mas amarillenta pudiera estar indicando la existencia del plexo vascular observado en la tincién
de H&E.

H&E PE 38:4 PE 36:1 Pl1 38:4 SM 34:1 segmentacion
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Figura 18.- A.- Tincion H&E de la seccion de uréter, distribucion de algunos de los lipidos con
mayor intensidad relativa a lo largo del tejido y segmentacion obtenida a partir de ellas. B.-
Superposicion de la segmentacion y la imagen histoldgica. A pesar de que la segmentacion no se
haya realizado correctamente, parece diferenciar entre el musculo propio (MP) de color morado,
y el tejido colagénico laxo (TCL), de color naranja. El drea mds amarillenta también parece estar
relaciona con el plexo vascular (PV) observado en H&E.
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4.3. DESCRIPCION DE LA VEJIGA

La pared de la vejiga tiene una capa mucosa, con urotelio y [ldmina propia, una capa muscular
propia (musculo detrusor) y una capa serosa que recubre el érgano. La [amina propia puede
poseer, en su parte mas superficial, fasciculos de musculo liso que conforman una capa
muscularis mucosae en algunas zonas. Esta capa de musculo liso de la mucosa no debe
confundirse con la capa muscular propia.®

La importancia de las imagenes descritas en este apartado reside en la posible diferenciacién
entre los haces de musculo liso de la capa muscular de la mucosa (muscularis mucosae) y los del
estrato del musculo liso propio de la vejiga (musculo detrusor). El estadiaje del cancer de vejiga
se basa en observar cdmo las células tumorales infiltran la mucosa y si alcanzan o no la capa
muscular propia,*****® tal y como puede verse en la Figura 19. Ello afecta a las decisiones
terapéuticas que deben tomarse. La diferenciacion entre las fibras de la capa muscular de la
mucosa y de la muscular propia sigue estando necesitada de biomarcadores y mejoras en las
técnicas de imagen.** Por ello, es necesario que métodos como la ILEM ayuden a diferenciar
mejor estas estructuras de a pared de la vejiga.

Cancer de vejiga en estadiosa, 1y 2

Vejiga
Estadio pTa Estadio pTis Estadio pT1 Estadio pT2

=
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Figura 19.- Descripcion de la invasion local para los estadios a, 1y 2 en el cdncer vesical. En la
capa de tejido conjuntivo que se encuentra bajo la capa muscular propia de la vejiga, pueden
encontrarse haces de fibras musculares de la mucosa formando pequefios estratos,
denominados muscularis mucosae. Imagen adaptada de (43).

Si bien es cierto que existen técnicas como la cistoscopia (estandar de oro en la deteccion de
cancer de vejiga) que permiten diagnosticar macroscépicamente un cancer de vejiga con una
sensibilidad superior al 90%*, hoy en dia no existe un marcador especifico que permita
diferenciar con franqueza, y sin lugar a dudas, microscépicamente la invasion de muscularis
mucosae y el musculo propio en las secciones del tejido biopsiado. Los patdlogos se basan
fundamentalmente en la morfologia de las muestras: capas musculares dislaceradas suelen
corresponderse con la estructura del masculo de la mucosa, y capas mas compactadas, con las
del musculo propio (Figura 20).

21




e——
A. D.
CMM’
L %
\
1mm 200 pm
— ———\ &%
3 y’ ‘.;7':-'1':'-;/. ,Bc C.
U
B CMP
LP

100 pm ) : 200 pm
T e R

Figura 20.- Imagen histoldgica de la seccion de vejiga. A.- Tincion H&E. B.- Urotelio (U) y Iamina
propia (LP) a 10x. C.- capa muscular propia (CMP) a 2,5x. D.- Capa muscularis mucosae (CMM)
a 2,5x.

En 2021, la Asociacion Europea de Urologia (EAU) menciond un nuevo método para la deteccién
y sistematizacién de lectura de cancer de vejiga, la resonancia magnética multiparamétrica,
introduciendo la clasificacién VI-RADS (Vesical Imaging Reporting and Data System)*. Sin
embargo, este método aun carece de estandarizacion y validacidn y sigue sin permitir diferenciar
entre ambos musculos.

Es aqui donde ILEM toma fuerza. La inspeccion preliminar de laimagen histoldgica parece indicar
que, segun la morfologia de los musculos, la muscularis mucosae y el musculo propio se
encuentran dispuestos tal y como se muestra en la Figura 21. Sin embargo, al superponer la
tincién de H&E con la imagen obtenida por ILEM, las huellas lipidicas parecen indicar que la zona
superior e inferior de la muestra podrian ser muscularis mucosae, mientras que la zona
segmentada en amarillo podria corresponder a musculo propio. La aparicidn de estas dos zonas
claramente diferenciadas apunta a que la técnica de ILEM puede ser capaz de diferenciar entre
los dos tipos de musculo, con lo que podria convertirse en una herramienta de gran utilidad en
el diagnéstico del cancer vesical.

La correcta clasificacion de un cancer de vejiga puede marcar la diferencia entre la extirpacién
de la vejiga o la aplicacién de otro tipo de terapias, como por ejemplo la reseccién a nivel local.
El ejemplo de la Figura 21 indica que ILEM puede ayudar a tomar la decision correcta.
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Figura 21.- A.- Imagen de H&E de una seccion de vejiga. B.- Anotacidn histoldgica preliminar; el
drea verde corresponde a muscularis mucosae y la azul a musculo propio. C.- Segmentacion
correspondiente de ILEM. D.- Superposicion de la anotacion histoldgica y la segmentacion de
ILEM. El drea azul delimitada por el patdlogo presenta dos huellas lipidicas bien definidas, una
de las cuales correlaciona con la encontrada en el drea verde.

La Figura 22 muestra la abundancia relativa de las principales especies lipidicas detectadas en el
experimento de ILEM para muscularis mucosae y musculo propio. A pesar de haberse medido
una Unica muestra y, por tanto, no ser posible obtener una estimacién del grado de confianza
de los datos, se observan importantes diferencias en la abundancia relativa de ciertas familias
lipidicas entre los dos tipos de musculo.
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Figura 22.- Huella lipiddmica de las principales especies lipidicas detectadas en los experimentos
de ILEM para muscularis mucosae (azul) y musculo propio (naranja), obtenidas de la seccion de
vejiga. Al no haberse realizado un MS/MS de las muestras no ha sido posible concluir, en aquellos
casos donde para una misma masa existen varias asignaciones posibles, de qué lipido se trata.
Por ello, se han tenido en cuenta todas las asignaciones plausibles a la hora de calcular la
intensidad promedio de las familias lipidicas.

Llama especialmente la atencién la gran variacion existente en la familia de los
fosfatidilinositoles (Pl) y las glicerofosfoserinas (PS). Estas familias contienen especies con

funciones bioldgicas altamente especializadas.'**
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Por ejemplo, la Pl 38:4 es un gran reservorio de acido araquiddnico. Se trata de un acido graso
poliinsaturado ubicuo de células de mamifero, y desempeiia funciones bioquimicas de gran
importancia, entre las que destaca ser el precursor principal de mediadores lipidicos bioactivos
como la prostaglandina y los leucotrienos.*® Estas hormonas, productos de reacciones de
peroxidacion del acido araquiddnico denominadas eicosanoides, son responsables de la
respuesta inflamatoria en multitud de organismos.*”*® Debido a que distintos tipos de céncer
emplean los eicosanoides para asegurar su supervivencia, crecimiento y propagacion, se estan
estudiando estrategias que minimicen el contenido de acido araquidénico de membrana para
combatirlos.*® La diferencia en la abundancia relativa de las Pl entre los musculos es algo a tener
en cuenta a la hora de analizar tumores vesicales que infiltren una u otra capa.

Por su parte, las glicerofosfoserinas estan intimamente relacionadas con las funciones
mitocondriales. Son sintetizadas en los reticulos endoplasmaticos y en las membranas asociadas
a mitocondria, y una de sus principales funciones es la sefializacién en la muerte celular
programada.?¥°%>! Las diferencias en la abundancia relativa de las PS entre los dos tipos de
musculo podrian estar indicando una diferencia significativa entre sus mitocondrias.

5. CONCLUSIONES

Se ha llevado a cabo el estudio, mediante ILEM, de muestras de pelvis, uréter y vejiga humanas.
Pese a no ser tejidos muy heterogéneos, se han obtenido distintas huellas lipidicas, asociadas a
distintas regiones del tejido, que han podido reproducir la estructuracién bioldgica de la pelvis
y la vejiga, obteniendo por ejemplo una huella lipidica preliminar de la muscularis mucosae y el
musculo propio de la vejiga.

A pesar de no tener un nimero suficiente de muestras para aportar datos estadisticamente
significativos, estudios previos realizados en distintos érganos y tejidos han demostrado que la
ILEM presenta una gran sensibilidad y especifidad.>* %3738 por |o tanto, es mas que probable
que las diferencias observadas en el perfil lipidéomico de la pelvis renal, uréter y vejiga se repitan
una vez analizado un mayor nimero de muestras.

Actualmente, se van a realizar nuevos experimentos a mayor resolucién con el fin de
caracterizar con una mayor definicion (hasta el nivel celular) las diferentes capas de estas
estructuras urinarias.

6. PERSPECTIVAS

La busqueda de una medicina mas personalizada, mas especifica, con herramientas de imagen
digital que permitan una mejor clasificacion histopatolégica de los tejidos esta impulsando el
desarrollo de nuevas tecnologias, capaces de aportar informacién relevante acerca del
metabolismo celular. Los avances que se estan produciendo alrededor de la Espectrometria de
Masas ha propiciado el interés por describir el lipidoma completo de distintas enfermedades.

La informacién espacial que aporta la Imagen por Espectrometria de Masas, la distribucién de
los metabolitos a lo largo de los tejidos, permite comprender mejor la complejidad de los
sistemas bioldgicos. La ciencia puede estar ante una nueva histologia molecular, digital y
sistematizable que en un futuro podria complementar la histologia tradicional.

No obstante, y a pesar de que ILEM se presente como una técnica atractiva, con gran potencial
y rendimiento para el dmbito bioquimico, la implantacién de esta técnica en la investigacion
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clinica no estd exenta de problemas. La sencilla preparacién de muestra, que no requiere de
marcaje previo, queda a la sombra de un pretratamiento de datos arduo y complejo. Por ello, es
imprescindible el desarrollo de nuevos softwares que permitan automatizar el analisis y
tratamiento de datos para allanar el camino de la ILEM hacia la rutina diaria de diagnédstico
clinico.

Afortunadamente, la continuacién de este trabajo podria suponer un gran paso hacia este
objetivo. Y es que los patélogos se han mostrado optimistas ante la posibilidad de poder
discernir entre muscularis mucosae y el musculo propio de la vejiga, pues implicaria un método
que permita hacer mejor el estadiaje del cadncer de vejiga, dando lugar a diagndsticos mas fiables
que permitan, a su vez, tomar decisiones terapeuticas mas seguras. Es por ello que se empleardn
estos datos como la base de una futura tesis doctoral, en la que se estudiard el potencial de la
ILEM como herramienta de apoyo en el diagndstico anatomopatolégico del cancer de vejiga en
estudios multimodales.
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8. ABREVIACTURAS
Abreviatura  Significado
Cer Ceramida
CerP Ceramida fosfato
CMM Capa muscularis mucosae
CMP Capa muscular propia
DAN 1, 5-diaminonaftaleno
ESI lonizacion por electroespray
ET Epitelio estratificado
FA Acidos grasos
FL Foliculo linfoide
GL Glicerolipidos
GP Glicerofosfolipidos
H&E Hematoxilina y eosina
HDC-RC Andlisis divisivo jerarquico de rango completo
HexCer Cerebrésido
ILEM Imagen de lipidos por espectrometria de masas
IMS Imagen por espectrometria de masas
LDI Desorcion/ionizacion por laser
LP Lamina propia
LPE Lamina propia edematosa
MALDI Desorcidon/ionizacion mediante laser asistida por matriz
MP Musculo propio
MS Espectrometria de masas
o/P éter/vinil éter
PA Acido fosfatidico
PC Glicerofosfocolina
PE Glicerofosfoetanolamina
PE-Cer Ceramida fosfoetanolamina
Pl Glicerofosfoinositol
PK Policétidos
PR Prenoles
PS Glicerofosfoserina
PV Plexo vascular
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Sft
SL
SM
SP
ST
TCD
TCL
TE
TIC
TOF

Sulfatidos
Sacarolipidos
Fosfocolina
Esfingolipidos

Esteroles

Tejido colagénico denso
Tejido colagénico laxo
Tejido edematoso
corriente total de iones
Tiempo de vuelo
Urotelio

Vénula
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