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RESUMEN-SUMMARY

RESUMEN

El cancer de pulmoén (CP) constituye una de las muertes mas comunes
por neoplasia en el mundo provocando mas de 1.300.000 muertes al afio. La
supervivencia a 5 aflos comprende un 65% cuando la enfermedad se
diagnostica en estadios precoces, disminuyendo a un 10% cuando se
encuentra en estados avanzados. Por ello, la busqueda de biomarcadores
capaces de detectar de forma precoz el CP, asi como capaces de evaluar la
progresion del mismo, constituye un importante reto en medicina. En este
sentido, las metodologias 6micas son herramientas de andlisis muy poderosas
que permiten determinar un gran nuimero de moléculas, como metabolitos,
proteinas o metales unidos a proteinas. Estas biomoléculas pueden sufrir
alteraciones en respuesta a una enfermedad, por lo que podrian servir como
marcadores de diagnostico. Asi, en esta Tesis Doctoral se han aplicado tres
metodologias 6micas (metabolomica, iondémica y metalémica), basadas en la
espectrometria de masas, a muestras biolégicas humanas de pacientes con
cancer de pulmén, con el objetivo de identificar biomoléculas alteradas en

esta enfermedad que puedan servir como biomarcadores.

Con el fin de abarcar una mayor cobertura de metabolitos se optimizo
una plataforma metabolémica “no dirigida” basada en dos técnicas analiticas:
la cromatografia de gases (GC-MS) y la infusiéon directa (DI-MS) acopladas a
espectrometria de masas (MS). Esta plataforma fue aplicada a muestras de
pacientes con CP, pacientes control y pacientes con diversas enfermedades
pulmonares no cancerosas como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
EPOC. Las muestras empleadas en el estudio fueron muestras de suero
sanguineo, de orina, y como principal novedad del estudio, muestras de

lavado broncoalveolar (LBA), de las que no habia antecedentes en
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bibliografia. Para ello, los perfiles metaboldmicos de pacientes con CP se
compararon estadisticamente con los de personas sanas empleando el analisis
multivariante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) para encontrar
metabolitos diferentes de forma significativa entre los grupos. El analisis PLS-
DA también fue aplicado para comparar la existencia de metabolitos alterados
en pacientes con EPOC y evaluar su posible relacion con el CP. Asi mismo, se
evalud la diferenciacion metaboldmica entre estadios tempranos y avanzados

de la enfermedad.

Por otro lado, se desarroll6 una metodologia iondmica basada en ICP-
QQQ-MS para la determinacién multielemental en muestras de suero, orina y
LBA con el fin de evaluar la distribucién de oligoelementos y metales tdxicos
en CP. Ademas, a las muestras de suero sanguineo se les aplico un método de
fraccionamiento para la separacion de la fracciéon de alta (HMM) y baja
(LMM) masa molecular y determinar la concentracion de elementos en cada
fraccion. Finalmente, se desarrollé una metodologia metaldmica basada en la
técnica de dilucién isotopica por ICP-QQQ-MS para determinar la
concentracion de 3 selenoproteinas importantes presentes en suero: glutation
peroxidasa (eGPx), selenoproteina P (SELENOP) y selenoalbtimina (SeAlb).
Esta metodologia también permiti6 la separacion de moléculas pequenas de

selenio.

De esta forma, la aplicacion de estas plataformas metaboldmicas,
ionémicas y metalémicas en diferentes muestras bioldgicas de pacientes con
CP, han permitido estudiar la alteraciéon de metabolitos, metales y
biomoléculas de selenio asociadas al CP aportando nuevas contribuciones a la

patologia de esta enfermedad.



RESUMEN-SUMMARY

SUMMARY

Lung cancer (LC) is one of the most common deaths from neoplasia in
the world, causing more than 1,300,000 deaths per year. The 5-year survival
comprises 65% when the disease is diagnosed in early stages, decreasing to
10% in advanced stages. Therefore, the search for biomarkers capable of early
detection of LC, as well as capable of evaluating its progression, is a challenge
of great interest in medicine. In this sense, omics methodologies are very
powerful analysis tools that allow determining a large number of molecules
(metabolites, proteins, metals bound to proteins). These biomolecules can
undergo alterations in response to a disease, so they could serve as diagnostic
markers. Thus, in this Doctoral Thesis, three omics methodologies
(metabolomics, ionomics and metallomics) based on mass spectrometry have
been applied to human biological samples of patients with lung cancer in
order to identify altered biomolecules in this disease that can serve as

biomarkers.

In order to achieve greater metabolite coverage, a "non-target"
metabolomic platform was optimized based on two analytical techniques: gas
chromatography (GC-MS) and direct infusion (DI-MS) coupled to mass
spectrometry. This platform was applied to samples of patients with LC,
control patients and patients with various non-cancerous lung diseases such
as chronic obstructive pulmonary disease COPD. The samples used in the
study were samples of blood serum, urine, and as the main novelty of the
study, samples of bronchoalveolar lavage (BAL), of which there was no
background in the literature. Therefore, the metabolic profiles of LC patients
with those of healthy people were compared statistically by means of the

multivariate analysis of partial least squares discriminant analysis (PLS-DA)
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in order to find significantly different metabolites between the groups. The
PLS-DA analysis was also applied to compare the occurrence of altered
metabolites in patients with COPD and evaluate their possible relationship
with LC. Likewise, the metabolomic differentiation between early and
advanced stages of the disease was evaluated. On the other hand, an ionomic
methodology based on ICP-QQQ-MS was developed for multielemental
determination in samples of serum, urine and BAL in order to evaluate the
distribution of trace elements and toxic metals in LC. In addition, serum
samples were subjected to a fractionation method for the separation of the
high fraction (HMM) and low fraction (LMM) molecular mass and determine
the concentration of elements in each fraction. Finally, a metallomic
methodology based on the isotope dilution technique by ICP-QQQ-MS was
developed to determine the concentration of 3 important selenoproteins
present in serum: glutathione peroxidase (eGPx), selenoprotein P (SELENOP)
and selenoalbumin (SeAlb). This methodology also allowed the separation of

low molecular mass species of selenium.

Thus, the application of these metabolomic, ionomic and metallomic
platforms in different biological samples from patients with LC has allowed
the study of the alteration of metal metabolites and selenium biomolecules
associated with LC disease, giving place to new contributions to the

pathology of this disease.
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1. El cancer de pulmon.

1.1. Definicién de cancer de pulmon.

El cancer es una enfermedad muy compleja en la que se producen
una serie de transformaciones celulares que dan lugar a la conversion de
células normales a células tumorales. Cuando una célula normal desarrolla
mutaciones que no pueden ser reparadas, activa su funcién de muerte celular
para poder controlar su crecimiento y desarrollo. El proceso de muerte celular
controlada se denomina apoptosis. Por el contrario, la célula tumoral pierde
esta funcién, dividiéndose de forma progresiva, acelerada y sin limite. La

Figura 1 ilustra la division de una célula normal (A) y una célula tumoral (B).

Figura 1. Proceso de divisién de una célula normal (A) y una célula tumoral (B).

La continua proliferacion de células tumorales da lugar a la formacion
de masas denominadas “neoplasias” que provocan la destruccién y
sustitucion de tejidos normales. Ademas, estas células también pueden
diseminarse a través del torrente sanguineo y del sistema linfatico invadiendo

los tejidos cercanos y produciendo metastasis.
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En el proceso del cancer de pulmén (CP) la célula normal que se
transforma en tumoral se encuentra en el epitelio que reviste el arbol
respiratorio, que comprende desde la trdquea hasta el bronquiolo terminal
mas fino incluyendo a las células que se encuentran en los alvéolos

pulmonares. La Figura 2 representa la formacion de un tumor en el pulmoén.

Pulmon derecho ‘ [ Pulmoénizquierdo ]
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Figura 2. Ilustracion del cincer de pulmon.

1.2. Clasificaciéon anatomopatoldgica del cancer de pulmon.

El CP puede clasificarse en dos grandes grupos por sus caracteristicas
histologicas, curso clinico y respuesta al tratamiento. La evaluacion
histolégica se realiza sobre muestras de tejido de biopsia, punciones o

procedimientos quirtrgicos. Asi pues, la clasificacion histolégica se divide en:
e Carcinoma de pulmoén de células pequefias (CPCP).

Este cancer esta compuesto por células pequenas de forma
redondeada, ovales o fusiformes, con escaso citoplasma, limites celulares no
definidos, cromatina finamente regular y nucléolos invisibles. Suele tener una

localizacion peribronquial y gran porcentaje de metastasis en el momento del
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diagnostico. La evoluciéon de este tipo de tumor es muy agresiva y suele ser

sensible a quimioterapia [1]. E1 CPCP representa el 20 % del total del CP.
e Carcinoma de pulmoén de células no pequenas (CPNCP).

El CPNCP esta compuesto de células de un mayor tamafio, con
abundancia de citoplasma, presencia de nucléolos y ausencia de granulos de
neurosecrecion. Ademas, comprende el 80% del total de casos diagnosticados
de tumores de pulmén [1]. El CPNCP se divide en tres tipos diferentes:
carcinoma escamoso o epidermoide, adenocarcinoma y carcinoma de células

grandes.

El carcinoma epidermoide representa el 40% del total de todos los
canceres de pulmoén diagnosticados, se origina en el epitelio bronquial, con
una localizacion general central, aunque un tercio de este tipo de cancer tiene
localizacion periférica. Se encuentra relacionado con el tabaquismo, ya que
mas del 75% de estos tumores se encuentran en individuos fumadores.
Ademas, la supervivencia a 5 afios del carcinoma epidermoide es del 60%

cuando se diagnostica es estadios tempranos [2].

El adenocarcinoma representa el 30% del total de CP diagnosticados.
Presenta una localizacién periférica, y su diseminaciéon es mas rdpida que en
cancer epidermoide. La supervivencia a los 5 afios es menor al 60% cuando es
diagnosticado es estadio I, disminuyendo a menos del 30% cuando es
detectado en estadios avanzados [3]. Finalmente, el carcinoma de células
grandes representa el 10% del total de CP diagnosticados. Generalmente
presentan una localizacién periférica, aunque también puede ser de tipo
central [1]. Es un carcinoma anaplésico, en el que las células se reproducen
rapidamente y no presentan parecido con las células normales. La agresividad

de este tipo de carcinoma es similar a la del adenocarcinoma.
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Por otro lado, la clasificacion histologica del cancer de pulmoén
definida por la OMS y por la IASLC (International Association for the Study
of Lung Cancer) en 1999, incluye una clasificacién de cuatro tipos de lesiones
preinvasivas, la displasia escamosa, el carcinoma in situ, la hiperplasia
adenomatosa y las hiperplasias idiopaticas de células neuroendocrinas. Todas

estas lesiones se caracterizan por tener la capacidad de poder desarrollar CP

[1].

1.3. Incidencia, prevalencia y mortalidad del cancer de pulmon.

El CP constituye una de las principales causas de muerte por
neoplasia en el mundo, con aproximadamente 14 millones de nuevos casos
diagnosticados en el afno 2012 (datos mas recientes estimados por el proyecto
GLOBOCAN de la OMS) [4]. La Figura 3 muestra la distribucion del niimero
de casos diagnosticados de cancer por continente en el afio 2012, siendo Asia
el continente con mayor incidencia estimada (6.763.030 casos), seguida de

Europa (3.420.021 casos) y Norte América (1786.369 casos).

763,030

7,000,000
6,000,000
5,000,000 3,420,021
4,000,000

3,000,000 1,786,369

Nuamero de casos

1,096,056 g46 961

2,000,000 155,457
1,000,000 Q
0
ASIA  EUROPA NORTE AMERICA AFRICA OCEANIA
AMERICALATINA'Y
CARIBE

Figura 3. Incidencia estimada de tumores a nivel mundial en el aiio 2012, ambos

sexos (excluidos tumores cutdneos no melanoma). Fuente: GLOBOCAN 2012.
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Las estimaciones poblacionales indican un aumento del 70 % en el

diagnoéstico de nuevos casos de CP durante las proximas décadas, alcanzando

los 24 millones de enfermos en el afno 2035 [4].

Por otra parte, el CP fue uno de los tumores mas frecuentes a nivel

mundial en el afio 2012, con una incidencia estimada de 1.824.701 casos,

colocandose en primer lugar, seguido del cancer de mama (1.671.149 casos),

colorrecto (1.360.602 casos) y prostata (1.094.916 casos) [4]. En la Figura 4 se

muestran el nimero de casos de los diferentes tipos de cancer diagnosticados

en 2012 en el mundo.

Niimero de casos

2,000,000

1,671,149
1,800,000

1,600,000

1,400,000
1,094,916
1,200,000 951,594

1,000,000 782,451

800,000 527,624 455 784
r

00,000 429,793

400,000
200,000

Figura 4. Incidencia estimada de los tumores mds frecuentes en el mundo en el afio

2012 (ambos sexos). Fuente: GLOBOCAN 2012.

En Espana, el CP constituy6 el tercer tumor mas frecuente en el afio

2017 para ambos sexos (28.645 casos), precedido por el cancer de colorrecto

(34.331 casos) y proéstata (30.076 casos) y seguido por el cancer de mama

(26.370 casos), vejiga (14.677 casos) y estomago (8.284 casos). Sin embargo,
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esta incidencia cambia si se clasifica por sexos (Figura 5), siendo el CP el
segundo en varones y el cuarto en mujeres, con una incidencia estimada de

23.398 y 5.247 casos respectivamente [5].

HIGADO
RINON
GASTRICO
VEJIGA
COLORRECTAL
PULMON

PROSTATA

ESTOMAGO
PANCREAS
OVARIO
PULMON
UTERO
COLORRECTAL

MAMA

L 14,285
4,631
15,195
- 112,364

Hombres

| 20,621
| 23,398

130,076

Nimero de casos
1 3,089
I 3,193
I 3,412
15,247
I 5,473

Mujeres

113,711

126,370

Niumeto de casos

Figura 5. Incidencia estimada de los tumores mds frecuentes en Espafia en hombres y
mujeres. Fuente: GLOBOCAN 2012, y extrapolados a los datos de la poblacion

espafiola para el afio 2017 proporcionada por el INE.

Otro aspecto importante a tener en cuenta, ademas de la incidencia
del céncer, es la prevalencia del mismo, que se define como la proporcién de
poblacién con cancer durante un periodo de tiempo concreto. La definicion de
prevalencia mas comunmente empleada es el numero de pacientes

diagnosticados con un tipo concreto de tumor que contintian vivos a los 5

14



INTRODUCCION

afios del diagnostico. Asi pues, la prevalencia es mas elevada en tumores con

mayor supervivencia.

A nivel mundial el CP constituyo el cuarto tumor mas prevalente
para el afio 2012 en la poblacion general (prevalencia a los 5 afios) con una
estimacion de 1.893.075 casos, precedido del cancer de mama (6.232.108
casos), cancer de prostata (3.857.500 casos) y colorrecto (3.543.582 casos) y
seguido del cancer de cérvix (1.547.161 casos) y estémago (1.538.127 casos) [4].
La Figura 6 muestra la prevalencia estimada de diferentes tipos de tumores en

el afo 2012 para ambos sexos.
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6,000,000
5,000,000

4,000,000
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Figura 6. Estimacion de la prevalencia a 5 afios de tumores en la poblacién general a

nivel mundial para el afio 2012.

Sin embargo en Espafia (Figura 7), el CP fue el quinto tumor con
mayor prevalencia en la poblacion general (afio 2017), precedido del cancer de
mama (104.405 casos), prostata (101.781 casos), colorrecto (89.635 casos) y
vejiga (46.936 casos), y seguido de melanoma (19.741casos), utero (19.308
casos) y rinén (18.607 casos) [5].
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Figura 7. Estimacion de la prevalencia a 5 afios de tumores en Espaiia en ambos sexos
para el afio 2017 (poblacién general). Fuente: GLOBOCAN 2012, y extrapolados a los

datos de la poblacién espafiola para el aiio 2017 proporcionada por el INE.

Por otra parte, el cancer constituye la segunda causa de muerte en el
mundo, siendo responsable de 8,8 millones de muertes en el afio 2015 segin
la OMS [4]. Las predicciones poblacionales estiman que el nimero de muertes
producidas por tumores aumentara a mas de 14 millones en el afio 2035. El
CP fue el primer tumor responsable del mayor niumero de fallecidos en ambos
sexos a nivel mundial en 2012 (1.589.925 fallecidos), seguido del cancer de
higado (745.533 fallecidos), estomago (723.073 fallecidos), colorrecto (693.933
fallecidos) y mama (521.907 fallecidos). La Figura 8 muestra la estimacion de
la mortalidad en el mundo para el afio 2012 en la poblaciéon general en los

tumores mas frecuentes.

En Espana, el CP también encabez¢ la lista de tumores responsables
del mayor niimero de fallecimientos en la poblacion general en el afio 2017
con 22.187 fallecidos, seguido del cancer colorrectal (15.802 fallecidos), cancer
de pancreas (6.789 fallecidos), cancer de mama (6.477 fallecidos), y de prostata
(5.752 fallecidos) [5].
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Figura 8. Estimacion de la mortalidad en el mundo para el afio 2012 en la

poblacién general (tumores mds frecuentes). Fuente: GLOBOCAM 2012.

El 85 % de pacientes con CP mueren debido al tumor [6]. No obstante,
el aumento de la incidencia de CP en Espafa, no solo es debido al incremento
de la poblacién, sino también, al desarrollo de nuevas técnicas de deteccidon
precoz y al aumento de la esperanza de vida. Asi pues, el riesgo de
desarrollar cualquier tipo de tumor es mayor con el avance de la edad, por la
acumulacion en la exposicion a carcinogénicos y a una tendencia a presentar
mecanismos de reparacidn celular ineficiente [7]. Se estima que, en Espafia,
uno de cada dos hombres y casi una de cada tres mujeres desarrollard cancer

alo largo de su vida [5].
1.4. Factores de riesgo.

La causa principal de CP es el consumo activo de tabaco, siendo un
factor de riesgo directamente proporcional a la duracién del habito y la
intensidad de consumo [8]. Se ha demostrado que dejar de fumar reduce el
riesgo de desarrollar CP, siendo notorio a partir de los 5 afios sin consumo, el

cual sigue disminuyendo a lo largo del tiempo, pero sin llegar a igualarse a
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los no fumadores [9]. Por otra parte, se ha reconocido que la exposicién
ambiental al humo del tabaco (tabaquismo pasivo) es un factor de riesgo
asociado a padecer CP, ya que existen estudios que han demostrado
alteraciones genéticas en personas fumadoras pasivas similares a las
encontrados en fumadores activos. Ademdas, se han encontrado
concentraciones mas altas de cotinina (marcadores bioldgico de exposicion al
humo del tabaco) en fumadores pasivos que en la poblacién no expuesta [10].
Al igual que con el tabaquismo activo, el riesgo de padecer CP debida a la
inhalaciéon pasiva del humo del tabaco disminuye con el tiempo tras

desaparecer la exposicion.

Asimismo, existen datos epidemiologicos que indican que la
exposicion ambiental a carcinogénicos, como los encontrados en el humo del
tabaco o en las fibras de asbesto, inducen a mutaciones genéticas y afectan al
metabolismo. El asbesto es el carcinogénico ocupacional mas importante en
Espafia. La exposicion puede ser directa, en minas e industria, o indirecta, a
través de ropas impregnadas. El 4% de los CP estan relacionados con este
mineral [11]. Otro carcinogénico a tener en cuenta, es el radén, un gas inerte
producto de degradacion del radio, que se encuentra en la mayoria de suelos.
La poblacion que presenta un mayor riesgo de desarrollar CP por la
exposicion a radon es el sector de trabajadores de minas subterraneas,
bodegas y cuevas. Aunque el riesgo es pequefio, este gas puede acumularse
en edificios, haciendo directa la exposicién en la vivienda. Se conoce que mas

del 2% de muertes por CP son debidas a la exposicion a radén [12].

Otros factores de riesgo asociados al desarrollo del CP estan
relacionados con ciertas enfermedades respiratorias, como la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), la fibrosis pulmonar idiopatica o la

asbestosis [13].
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La EPOC es una enfermedad inflamatoria crénica caracterizada por
una limitacién progresiva, y parcialmente reversible, del flujo de aire, siendo
la cuarta causa de muerte en todo el mundo [14]. Debido a la heterogeneidad
de la enfermedad y la falta de marcadores moleculares predictivos, el
diagnostico temprano de la EPOC es una tarea dificil [15]. Existen estudios
que demuestran la relacion entre el CP y la EPOC, ya que la mayoria de
pacientes diagnosticados con CP a menudo experimentan los sintomas de la
EPOC [16] concluyendo que la inflamacién crénica es un factor potencial
asociado con el desarrollo del tumor. En consecuencia, se cree que la EPOC
aumenta el riesgo de CP [17]. En esta Tesis Doctoral se presentan resultados
preliminares del estudio metabolémico comparativo de muestras de suero

sanguineo en pacientes con CP y EPOC.

Por otra parte, cabe mencionar que tanto el consumo frecuente de
alcohol como de dietas con un alto contenido en grasas totales, saturadas y
colesterol, son factores de riesgo adicionales asociados a desarrollar CP [18].
Existen diversos estudios que sugieren que la ingesta habitual de alimentos
con propiedades antioxidantes como frutas y verduras, tiene un efecto
protector frente al desarrollo del CP, pudiendo reducir la posibilidad de
padecerlo entre un 20 y un 30% [19]. A pesar de ello, la Organizaciéon Mundial
de la Salud no considera que se disponga de evidencias suficientes a favor del

papel protector que pudiera jugar la dieta en la génesis del CP.

Sin embargo, todos los factores de riesgo mencionados anteriormente
vienen limitados por la susceptibilidad genética del organismo ya que siendo
el tabaco el responsable del 90% de CP en hombres y del 80% en mujeres, solo

el 11% de personas fumadoras desarrollan este tipo de cancer [20]. Ademas,
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se conoce que hay un aumento del riesgo de padecer CP en fumadores de

familiares directos de enfermos de cancer [21].
1.5. Diagndstico, prondstico y tratamiento.

La dificultad de diagnostico de CP reside en que la mayoria de casos
determinados se encuentran en estadios avanzados. En estas condiciones, la
supervivencia es inferior al 15% al cabo de 5 afios de detectarse e iniciarse el
tratamiento [21]. Los métodos de deteccion del CP se basaban inicialmente en
la radiografia toracica y en los estudios citoldgicos de esputo. Sin embargo,
estos medios son ineficaces en la deteccion precoz del CP. Por otro lado, la
tomografia axial computarizada de alta resolucién (TACAR) es un medio de
detecciéon mas sensible que la radiografia toracica, capaz de detectar un
mayor numero de tumores. Complementariamente a estos métodos, es
necesario confirmar el diagndstico mediante técnicas de invasion como la

broncoscopia, puncion o la toracotomia [22].

La actual estadificaciéon del CP (2017) se basa en la extension
anatomica del tumor, y se encuentra definida por tres parametros, T, N y M
(TNM). El parametro T describe la extension del tumor primario; el parametro
N define la existencia o ausencia de metastasis ganglionares regionales; y el
parametro M representa la ausencia o presencia de metastasis hematogénica a
distancia. Este sistema de clasificacion se describié segun lo adoptado por el
American Joint Comittee on Cancer (AJCC), y la Union Internacionale contre
le Cancer (UICC), y fue aceptada por la American Thoracid Society (ATS) y la
European Respiratory Society (ERS) [23].

Ademas, para definir la magnitud de la afectacion del tumor, existen
diversos subindices relacionados con los parametros TNM [23]. La Tabla 1

recoge la descripcion de los parametros TNM del CP.

20



INTRODUCCION

Tabla 1. Clasificacion TNM del cancer de pulmoén.

CATEGORIA T: TUMOR PRIMARIO

Tx

El tumor primario no puede ser evaluado o, existe un tumor
demostrado por la presencia de células malignas en esputo o lavados
bronquiales, pero no puede ser visualizado por técnicas de imagen o

broncoscopia.

TO

No hay evidencia de tumor primario.

Tis

Carcinoma in situ.

T1

El Tumor es de hasta 3 cm o menos en su diametro mayor, rodeado de

pulmon o pleura visceral.

T1mi Adenocarcinoma minimamente invasivo

T1la Tumor de 1 cm o menos en su didmetro mayor

T1b Tumor de mas de 1 cm pero de 2 cm 0 menos en su didmetro mayor

T1lc Tumor de mas de 2 cm pero de 3 cm o menos en su didmetro mayor

T2

Tumor con cualquiera de las caracteristicas de tamafio o extension:
e Mas de 3 cm en su didmetro mayor.
e Afecta al bronquio principal a2 cm o mas de la carina principal
e Invade la pleura visceral

Asociado con atelectasia 0 neumonitis obstructiva y que se extiende a la

region hiliar, pero no afecta al pulmén entero.

T2a Tumor de mas de 3 cm pero de 4 cm o menos en su didmetro mayor

T2b Tumor de mas de 4 cm pero de 5 cm o menos en su didmetro mayor

T3

Tumor de mas de 5 cm pero de 7 cm o menos en su didmetro mayor o
tumor que invade directamente cualquiera de las siguientes estructuras:
pleura parietal, pared toracica (incluyendo los tumores del surco
pulmonar superior), nervio frénico, pericardio parietal; o existencia de
nodulo/s tumoral/es separado/s del tumor primario pero en el mismo

lobulo que este

T4

Tumor de mds de 7 cm o tumor de cualquier tamafio que invade
cualquiera de las siguientes estructuras: diafragma, mediastino,
corazoén, grandes vasos, traquea, nervio laringeo recurrente, eséfago,
cuerpo vertebral o carina; o existencia de noédulo/s tumoral/es
separado/s del tumor primario, en un lobulo diferente del pulmoén

homolateral
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CATEGORIA N: GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES

Nx  Los ganglios linfaticos no pueden ser evaluados.

NO  No hay metastasis en ganglios linfaticos regulares.

N1 Metastasis en ganglios linfaticos peribronquiales y/o ipsilaterales
hiliares, incluyendo la extensién directa.

N2  Metastasis en ganglios mediastinicos ipsilaterales y/o subcarinicos

N3 Metastasis en ganglios mediastinicos contralaterales, hiliares
contralaterales, escalénicos o supraclaviculares (ipsi- o contralateral).

CATEGORIA M: METASTASIS DISTANTES

MO  Ausencia de metastasis a distancia
Metastasis a distancia.
M1la Presencia de ndédulo/s tumoral/es en un lébulo contralateral;
tumor con nodulos pleurales o pericardicos o derrame pleural o

M1 pericardico maligno

M1b Presencia de una sola metastasis extratordcica en un solo

organo

Mlc Presencia de mas de una metastasis extratoracica en un érgano

0 en varios

Asimismo, la clasificacion TNM predice el estadio de la enfermedad.

La Tabla 2 recoge la agrupacion por estadios segtin los parametros TNM.

La estadificacion tumoral puede realizarse en diferentes momentos

del proceso diagnostico-terapéutico: antes del tratamiento (estadificacion

clinica), después de tratamiento quirurgico (estadificacion patologica),

después o durante el tratamiento de inducciéon, o en la autopsia. La

estadificacién clinica permite adjudicar el mejor tratamiento al paciente,

mientras que la patoldgica permite emitir un prondstico y decidir el

tratamiento de consolidacién. La estadificacion después o durante en

tratamiento de induccién permite conocer si han habido cambios tumorales

en la clasificacion clinica y si el paciente puede ser o no sometido a proceso

quirdrgico tras la terapia de induccion.
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La esperanza de vida del CP de personas que deciden no someterse a
tratamiento es de 3 a 6 meses [24]. Por tanto, recibir tratamiento es una opciéon
positiva para mejorar la esperanza de vida del paciente. Los tratamientos mas
comunes son la cirugia, la radioterapia, la quimioterapia y la inmunoterapia
que dependiendo del tipo y estadio del tumor pueden realizarse de forma
conjunta o aislada. Para el CNM en estadio I y II, la opcién mas adecuada es
la cirugia (lobectomia o segmentectomia), aunque si estd contraindicada se

elige la radioterapia como alternativa.

Tabla 2. Agrupacion por estadios.

Estadio T N M
Oculto Tx NO MO
0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
T1mi NO MO

IA1
Tla NO MO
IA2 T1b NO MO
IA3 Tlc NO MO
IB T2a NO MO
ITA T2b NO MO
Tla-c, T2a,b N1 MO

1IB
T3 NO MO
Tla-c, T2a,b N2 MO
IIIA T3 N1 MO
T4 NO, N1 MO
Tla-c, T2a,b N3 MO

IIIB
T3, T4 N2 MO
ITIC T3, T4 N3 MO
v Cualquier T Cualquier N M1

IVA Cualquier T Cualquier N M1la, M1b

IVB Cualquier T Cualquier N Mic
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Si el estadio del tumor es IIIA, debe contemplarse la opcion
quirdrgica. Si no es posible, debe administrarse quimioterapia neoadyuvante.
La supervivencia de pacientes de CP diagnosticado en estadio IIIA se
encuentra entre el 20-35% a los 5 afos. Respecto al estadio IIIB, el tratamiento
de eleccién es la quimioterapia y la radioterapia toracica, permitiendo una
supervivencia del 5 al 13%. Finalmente, en un estadio IV la quimioterapia

aumenta la supervivencia al 2% a los 5 afios y mejora la calidad de vida [25].

Debido a los bajos porcentajes de esperanza de vida de un paciente
con CP avanzado, es necesaria la investigacion para la busqueda,
determinacion e identificacion de posibles biomarcadores capaces de detectar
la enfermedad en estado precoz. En esta Tesis Doctoral, se presentan
resultados metaboldémicos, iondmicos y metalémicos de biomoléculas que se
encuentran alteradas en CP, que podrian ser utilizados como marcadores de
diagnostico precoz, tras su evaluacion en estadios tempranos y en la practica

clinica.
1.6. Definicion de biomarcador.

Se define biomarcador como una molécula especifica que puede ser
utilizada para distinguir entre un estado anormal de un estado normal [26]. El
cancer es un enfermedad muy heterogénea que refleja tanto perturbaciones
genéticas como proteicas en una misma célula cancerosa, por lo que existe un
gran conjunto de biomoléculas que pueden servir como biomarcadores de
estas alteraciones (proteinas, ADN, ADN metilados, ARN y microARN,
oligosacaridos, lipidos y metabolitos) [27]. Como ya se ha comentado
previamente, es necesaria la mejora de las medidas de diagnostico para
facilitar la deteccion temprana de la enfermedad de CP y disminuir el indice

de mortalidad que esta enfermedad posee en la actualidad. La identificacién
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de biomarcadores del cancer potencia el desarrollo de nuevas técnicas de
diagnostico mas efectivas, que ayudan en el pronodstico y prediccion de la
enfermedad, asi como en la eleccién y seguimiento de la terapia asignada al
paciente. Los biomarcadores pueden clasificarse en diferentes categorias

dependiendo de su propdsito:

e Biomarcadores de diagndstico: Seguimiento, detecciéon temprana y
biomarcadores de diagnostico.

e Biomarcadores de prediccion/estadificacion: Prediccion del cancer,
riesgo de estratificacion y biomarcadores del estadio de la
enfermedad.

e Biomarcadores de pronodstico: recurrencia o metastasis.

e DBiomarcadores de tratamiento: para la selecciéon o repuesta de la

terapia.

1.7. Biomarcadores del cancer de pulmoén.

El nimero de biomarcadores empleados en el diagnostico, prondstico y
seguimiento del CP se encuentra muy limitado. Solo unos pocos son

considerados ttiles en la actualidad [26]:

e CEA (antigeno carcinoembrionario), perteneciente a la familia de las
glicoproteinas de membrana celular. Se conocen alteraciones de la
expresion de CEA en tejido cancerigeno. Este biomarcador presenta
una sensibilidad del 33% para el adenocarcinoma.

e CYFRA 21.1 (fragmento de citoqueratina 19), perteneciente a una
familia de proteinas del citoesqueleto, liberado al citosol debido a la
lisis celular o necrosis tumoral. Presenta una sensibilidad del 72%

para el carcinoma epidermoide.
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¢ NSE (Neuronal-Specific Enolase), forma neuronal de la enolasa
intracioplasmatica glucolitica, presente en células del tejido cerebral,
células neuroendocrinas y de tumores neuroendocrinos incluyendo el
CPCP. La sensibilidad para este tipo de cancer alcanza el 90%.

e Gen de fusion ALK, biomarcador predictivo identificado en pacientes
con CPNCP debido al tratamiento con crizotinib.

e CA15.3 (antigeno carbohidrato), glicoproteina de alto peso molecular
relacionada con los carbohidratos y elevada en CP [28].

e ProGRP, neuropéptido con actividad hormonal sensible al CPCP [29].

e KRAS, biomarcador prondstico asociado al tabaquismo que se
encuentra en el 25% de pacientes con adenocarcinoma. Los pacientes
con mutacién tienen peor supervivencia que los pacientes KRAS

nativo.

La buisqueda de nuevos biomarcadores asociados al CP en diferentes
fluidos y tejidos bioldgicos es un reto de vital importancia en medicina. Por
ello, el desarrollo de nuevos biomarcadores se hace necesario, no solo para su
uso como marcadores de cribado si no para poder realizar valoraciones
prondsticas adecuadas, ademas de ayudar a seleccionar el tratamiento
terapéutico mas eficiente, con el objetivo de mejorar la calidad de vida y la

tasa de supervivencia del paciente.

2. Laespectrometria de masas.

La espectrometria de masas (MS) es una herramienta analitica que se
utiliza para medir ratios de masa-carga (m/z) de iones, con el fin determinar
su masa molecular (MW). El anadlisis por MS se divide en tres pasos

fundamentales enumerados a continuacion:
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e La conversiéon de moléculas en iones en fase gas por la fuente de
ionizacion.

e La separacién de iones por su m/z a través de campos eléctricos o
magnéticos en el analizador de masas.

e La deteccion de los iones separados en forma de sefial eléctrica

proporcional a la abundancia de cada especie.

Por otra parte, la MS puede incorporar configuraciones adicionales
basadas en el andlisis de masas en tdindem (MS/MS) en el que un tnico ion es
seleccionado en el primer analizador y posteriormente transportado hacia una
celda de colisiéon, donde colisiona con moléculas de gas causando la
fragmentacion del mismo. Seguidamente, los iones fragmentados son
analizados en un analizador de masas proporcionando informacion sobre la
estructura del ion padre. También es posible realizar todo el proceso MS/MS
con un Unico analizador, como en el caso de la trampa de iones. De esta
manera, la MS puede proporcionar informacién fundamental de los analitos,
incluyendo la estructura, pureza y composiciéon. Ademas, la MS es una
técnica con gran potencial en medicina, ya que existen numerosos estudios
que han proporcionado avances significativos en el descubrimiento de nuevos
farmacos, en el diagndstico de enfermedades y en el campo general del
bioanalisis [30]. Un espectrémetro de masas esta formado por cinco unidades

fundamentales (Figura 9):

1) Sistema de introduccién de muestra: su funcién es introducir una
pequefia cantidad de muestra en el espectrometro de masas. Este
sistema suele presentar un mecanismo que permite la volatilizacion
de la muestra, aunque a veces es un punto critico a tener en cuenta

debido a la posibilidad de pérdida de la misma. En algunos casos no
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2)

3)

4)

es necesaria la volatilizacion de la muestra, por ejemplo si esta se
introduce a través de un cromatografo de gases o una generacién de
hidruros, siendo imprescindible en estos casos una linea de

transferencia a una temperatura determinada.

Fuente de iones: convierte a los componentes de una muestra en
iones. Existen numerosos métodos para producir la ionizacién de la
muestra en estado gaseoso, siendo los dos mas habituales: ionizaciéon
por impacto o bombardeo electrénico (mas ampliamente utilizado) y
la ionizacién quimica. Si la muestra no es gaseosa, las fuentes de
ionizacién méas comunes con las de electronebulizacion (ESI),
ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) y fotoionizacion

(APPI).

Analizador de masas: la funciéon del analizador de masas es la
separacion de iones segun su relacion m/z. Existen una amplia
variedad de analizadores utilizados comtinmente, como el analizador
de campo magnético, cuadrupolo (Q), trampa (IT), tiempo de vuelo
(TOF), resonancia de ion ciclotron por la transformada de Fourier (FT-
ICR) y Orbitrap. También cabe citarse los analizadores hibridos como
el triple cuadrupolo (QQQ), cuadrupolo con trampa iénica (QTI),

triple cuadrupolo tiempo de vuelo (QqQTOF), etc.

Detector: El detector se encarga de convertir el haz de iones en una
sefal eléctrica para ser procesada y almacenada. El detector mas
utilizado es el multiplicador de electrones, que consiste en la
incidencia del haz de iones sobre un catodo, generando electrones,
que van incidiendo sobre multiples dinodos con mayor potencial

amplificando la sefal final.
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5) Sistema de tratamiento de datos. El espectrémetro de masas posee un
ordenador donde se procesan y se almacenan los datos. A menudo
presentan programas especiales para tratar los resultados generados

de manera especifica.

Cabe destacar que para mejorar la calidad de los resultados, los
espectrémetros de masas estan acoplados a una unidad de separacion, como
la electroforesis capilar (CE), la cromatografia de gases (GC) o la
cromatografia liquida (LC). También es posible realizar infusion directa

(DIMS) o analisis por inyeccion en flujo (FIA).

Fuente de Analizador de
. — — Detector
iones masas

I SISTEMA DE VACIO

3
Sistema de entrada Procesamiento de
de muestra 7 SISTEMA DE / la senal

'\\ CONTROL _,

Figura 9. Espectrémetro de masas general.
2.1. Espectrometria de masas inorganica.

Actualmente, la técnica de analisis inorganico mas ampliamente
usada es la espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-MS), ya que presenta numerosas ventajas frente a otras
técnicas de analisis mas convencionales como la espectroscopia de emision

atomica (ETAAS) o la espectroscopia de emision Optica con plasma de
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acoplamiento inductivo (ICP-OES). Entre estas ventajas se encuentra su
capacidad multielemental, ya que puede analizar el 90% de elementos de la
tabla periddica de forma simultanea, su amplio rango lineal (hasta 9 érdenes
de magnitud), su elevada sensibilidad y precision, y la rapidez del analisis.
Cabe destacar que con ICP-MS es posible aplicar la técnica de dilucion
isotopica (IDA) [31] debido a su capacidad multiisotopica y la posibilidad de

medir relaciones isotopicas.

Sin embargo, ICP-MS presenta algunos inconvenientes relacionados
con la presencia de interferencias en el analisis. Existen dos tipos de
interferencias principales (debidas a la matriz de muestra o espectrales). Las
interferencias de efecto matriz son causadas por los sélidos disueltos en la
muestra y suelen generar una deriva en la sefial resultante del instrumento.
Estas interferencias pueden resolverse mediante la dilucion de la muestra o
mediante la adiccion de uno o varios patrones internos, los cuales deben
presentar una masa y un potencial de ionizacion similar al del analito
ayudando a compensar los efectos causados por la matriz de muestra. Por
otro lado, las interferencias espectrales pueden dividirse en cuatro tipos

principales:

e Isobaricas: Superposicion directa de un elemento diferente con un
isétopo de la misma masa nominal. Por ejemplo: 14Sn con Cd.

e Poliatémicas. Superposicion de un ion poliatémico formado por la
combinacion de especies derivadas de los gases presentes en el
plasma, disolvente de la muestra o la matriz de la muestra. Por
ejemplo, la interferencia de #Ar*Ar* sobre 8Se.

e Dobles cargas. Especies que se originan en el plasma por la pérdida
de dos electrones en lugar de uno. Como el cuadrupolo separa las

especies en funcién de su masa/carga, los iones doblemente cargados
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originaran una masa M/2. Por ejemplo ¥*Ba?" interfiere en el analisis
de %Zn*.

e Jones de 6xidos e hidroxidos: del propio analito, de los componentes
de la matriz de la muestra, del disolvente o de los gases del plasma.
Casi todas estas especies forman iones MO* y MOH*. Por ejemplo, los
MO de los cinco is6topos del titanio que aparecen de forma natural
tienen masas de 62, 63, 64, 65 y 66 que causan interferencia en la

medida de ©2Ni*, 4Cu*, #Zn*, ©Cu*y %Zn".

La solucién a este tipo de interferencias es el uso de analizadores con
una mayor resolucion a los convencionales. Los analizadores mas
comunmente utilizados en la técnica ICP-MS son cuadrupolo simple (Q),

triple cuadrupolo (QQQ), tiempo de vuelo (TOF) y sector magnético (SF).

En la técnica ICP-MS, la muestra se introduce en el plasma de
acoplamiento inductivo mediante arrastre con un gas (que suele ser argon)
como un aerosol, ya sea mediante la aspiracion de una muestra de liquido o
un sélido disuelto en un nebulizador. También cabe la posibilidad de emplear
un sistema de introduccién de muestras basado en el uso de un rayo que
ablaciona directamente las muestras solidas en una corriente de gas inerte,
convirtiéndolas en aerosol. Asimismo, también es posible la introduccion de
muestras gaseosas mediante GC o generacién de hidruros, en cuyo caso no es
necesario utilizar un nebulizador. Después del nebulizador se interpone una
camara de nebulizacién que elimina las gotas de mayor tamarno para lograr
una respuesta mas sensible. El aerosol se introduce en la antorcha de cuarzo
del ICP-MS para la atomizacién de la muestra, que se convierte, primero en
atomos gaseosos y conforme avanzan en el plasma, en iones. La interfase del
plasma al espectrémetro de masas estd compuesta por dos conos, el de

“muestreo” y el separador o “skimmer” que a través de un pequefio orificio
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inyectan el flujo del plasma en la zona de vacio permitiendo pasar de presion
atmosférica (760 Torr) donde se encuentra el plasma. La funcion de las lentes
ionicas que se encuentran tras los conos, es transportar los iones procedentes
del cono separador al espectrémetro de masas. La celda de colision/reaccion
que se interpone al sistema final de discriminacién de muestras cuadrupolar,
consta de un octapolo (ORS) en el que se eliminardn las interferencias,

generalmente presentes en el flujo de iones, por efecto de:

e Proceso de reaccion: Se emplea un gas reactivo (Hz, CHs, NHs, He/H>,
O2) en la celda para eliminar las interferencias mediante una reaccién
quimica. Normalmente, la interferencia es mas reactiva que el analito,
permitiendo la eliminacién de la misma, aunque en ocasiones, el
analito es mas reactivo y se forma una nueva especie con m/z
diferente.

e Proceso de colision: Se emplea un gas inerte (He) en la celda. En este
proceso se producen dos mecanismos no reactivos, la disociacion
inducida por colisiones (CID) y la discriminacién de energias

cinéticas (KED), sin conversion de las especies.

La Figura 10 muestra un esquema instrumental de las partes de un ICP-MS

convencional.
Camarade
nebulizacion
blasma Celdade Detector
de Ar colision/reaccion
J N | e— '
I T ] — fg.
\ —
~J Antorcha Lentes Analizador
Nebulizador i6nicas e

Figura 10. Esquema de la instrumentacién convencional de un ICP-MS
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Actualmente, la técnica de ICP-MS ha sido mejorada mediante la
incorporaciéon de un cuadrupolo adicional entre el analizador de masas (Q1),
en la parte frontal de la celda de colisidn/reaccién y un analizador
cuadrupolar (Q2), dando lugar a una configuraciéon denominada MS/MS. En
esta modalidad (ICP-QQQ-MS), el Q1 acttia como filtro de masas y permite
que pasen a la celda solo los elementos con la masa de interés del analito,
descartando aquellos con m/z diferente, de tal modo que la eliminacién de los

mismos en el modo colisidon/reaccién es mas eficaz.

La Figura 11 muestra el mecanismo de un ICP-MS convencional con
celda de reaccién, comparado con el de un ICP-QQQ-MS utilizando como

ejemplo la medida de selenio.

~

Celdade
reaccion (O;)

» % 71*%Mo* *°Ru*

80G e+ r—— | .
9 Zr* _.i —
%Mo* Analizador de cuadrupolo

\%RUJ' 800G er—> simple /

ICP—Q qQ-MS
Celdade \

1
RN

CuadrupoloQ1 reaccién (O5)

| e I — -
ooy TSRS e === |
96yt | S R —
9Mo* % 7,:49%6Mo*  30Set=—> Cuadrupolo Q2

QRU*' BRu* /

Figura 11. Diferencias en el andlisis de m/z de un ICP con cuadrupolo simple

convencional y un ICP triple cuadrupolo.
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En la medida de selenio en un ICP-MS convencional en el que se
emplea O2 como gas reactivo, el selenio reacciona, se transforma en 80Se'O
con m/z 96 y se aleja de las interferencias con m/z 80 (Ar%, Gd*, Dy*). Sin
embargo, debido a la existencia de otros iones de la matriz con la misma m/z
96 (Zr, Mo y Ru) las medidas de selenio pueden llegar a ser imprecisas. Para
evitar este tipo de interferencias es necesario el uso de ICP-QQQ-MS, ya que
en el Q1 pasan los iones de la m/z exclusiva 80, en la celda de reaccion el
selenio se transforma en 85e'*O* y posteriormente en el Q2 se mide la m/z 96.
En este caso, las interferencias de Zr, Mo y Ru no afectan a la medida, ya que

han sido eliminadas en el Q1.
2.2. Espectrometria de masas organicas.

La espectrometria de masas molecular permite obtener
principalmente informacién acerca de la estructura y composicién quimica de
las moléculas bioldgicas como proteinas, metabolitos o metaloproteinas [32-

34].

La eleccion del tipo de fuente de ionizacién en la espectrometria de
masas organicas viene determinada principalmente por la naturaleza de la
muestra y por la masa molecular de los analitos de interés. Actualmente se
utilizan técnicas “suaves” de ionizacidén, en las que solo una pequefia
cantidad de energia interna es transmitida a las moléculas durante el proceso.
Entre estas técnicas, podemos mencionar la ionizaciéon electrénica (EI), en la
que las especies de la muestra en fase gas se ionizan debido a la colision de un
haz de electrones sobre la misma. Este haz de electrones se genera mediante
calentamiento de un filamento. Por otro lado, en la ionizacién quimica (CI) los
electrones colisionan con moléculas neutras dando lugar a especies

protonadas. Tanto EI como CI presentan limitaciones basadas principalmente
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en el rango de masas ya que solo son capaces de ionizar moléculas de m/z
<1000 uma. Ademas estas técnicas tampoco pueden ionizar compuestos
bioldgicos termolabiles [35]. Posteriormente, se han desarrollado otras
técnicas de ionizacién suave, como la de rapido bombardeo atémica “fast
atom bombardment” (FAB) [36,37], la espectrometria de masas de ion
secundiario liquido (liquid secondary ion mass spectrometry) [38], ionizacién
por electrospray “electrospray ionization” (ESI) [39] e ionizacidén/desorcion
laser asistida por matriz (matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI)

[40].

La fuente ESI es una técnica de ionizacion a presion atmosférica (API)
que ioniza la muestra mediante la aplicacién de un potencial eléctrico dando
lugar a la formacién de un spray a través de un capilar. Las especies ionizadas
son transportadas y vaporizadas por un gas neutro, que suele ser nitrégeno
[41]. La Figura 12 ilustra la formacién de los iones mediante la ionizacién por

electrospray.
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Figura 12. lonizacién por electrospray.
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El analisis por ESI puede utilizarse en modo de ionizacién positivo y
negativo, asi como provocar la fragmentacién de la molécula si se aumenta el
voltaje aplicado. Al ser una técnica de ionizacidn suave permite conservar los
enlace metal-proteina, permitiendo identificar isoformas y estequiometria de
complejos metalicos [42]. Ademds, con ESI, los compuestos organicos
ionizados pueden adquirir multiples cargas en funcién de su estructura y
masa molecular, como en el caso de macromoléculas, ya que pueden ser
protonadas de forma sucesiva y variar su relacion m/z hasta que se adapten al

rango de mayor exactitud del analizador empleado.

De forma alternativa, existen otros dos tipos de fuentes de ionizacién
API como la fotoionizacién a presion atmosférica (APPI), que emplea una
fuente de radiacion ultravioleta capaz de producir la ionizacién de los
compuestos, y la ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI), cuya
principal diferencia con la ESI radica en la presencia de un gas que ayuda en

el proceso de ionizacion.

Las diferentes técnicas API presentan una gran complementariedad,
ya que mientras que APCI y APPI se utilizan para ionizar compuestos poco
polares, la ESI, se emplea principalmente para la ionizacion de compuestos de
elevada polaridad. Asi pues, debido a que la mayoria de metabolitos
presentes en las muestras bioldgicas son de caracter polar, y debido al gran
rango de masas que abarca la ESI, esta fuente sera empleada en los estudios
metabolomicos realizados en esta Tesis Doctoral. La Figura 13 muestra la
aplicabilidad de las fuentes API en funcion del peso y polaridad de los

metabolitos.
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Figura 13. Aplicacion de las API en funcion del rango de masa molecular y de la

polaridad de los analitos.

Por otra parte, el uso de tecnologia “nanospray” permite mejorar los
mecanismos de formacion de los iones en comparacién con la fuente ESI
[43,44]. Esta técnica es capaz de trabajar a flujos del orden de nanolitros por
minuto y presenta ventajas como la ausencia de contaminacion cruzada,
escasas posibilidades de pérdida de muestra, y la capacidad de escoger y

cambiar el disolvente a voluntad, ain durante el analisis.

De forma similar, MALD], es una técnica capaz de analizar proteinas,
ADN, lipidos y glicoconjugados [40]. Con MALD], los iones son desorbidos
de una fase sdlida. La muestra diluida se mezcla con una matriz y se expone
en un soporte MALDI antes de co-cristalizar dentro de la matriz. Los
componentes de la mezclas se trasportan hacia la fase gaseosa con la ayuda de
un laser que interacciona con el cristal de muestra-matriz causando la
evaporacion de la matriz que contiene los analitos. La matriz absorbe la
energia del laser y acttia como donadora o receptora de protones, ionizando
los analitos en ambas especias cationicas y anionicas [45,46]. Una técnica

especifica de MALDI es la MALDI imaging MS (MALDI-IMS), una
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prometedora herramienta en el descubrimiento de biomarcadores y en la
medicina translacional. Esta técnica permite obtener imagenes moleculares de
tejidos (gran cantidad de datos que permiten generar mapas de densidad para
cada valor de m/z) y trazar la presencia de metabolitos en secciones de tejido
de 30-50 pum [47,48]. Otra variante de MALDI es el método SELDI “Surface-
enhanced laser desorption/ionization” [49] basado en el procesado directo de
la muestra en matrices de chips de proteinas o protein-chip arrays (PCAs) que
pueden tener varios tipos de superficies activadas quimicamente y capturar
moléculas de muestras bioldgicas a través de interacciones especificas (p. €j.,
interaccién electrostatica) o afinidad cromatografica (p. ej., anticuerpo-
antigeno, proteina-ADN, y enzima-sustrato). Las proteinas son cristalizadas,
usando energia absorbida de las moléculas, desorbidas e ionizadas por un

laser de nitrégeno [50,51].

2.3. La técnica de dilucién isotopica (IDA).

Una gran parte de los elementos quimicos existentes estan
constituidos por una mezcla de varios is6topos, que difieren entre si solo en el
numero de neutrones del nucleo. La masa atdmica que normalmente
utilizamos para cada elemento es una media ponderada de las masas de todos
los isétopos de un elemento teniendo en cuenta la abundancia natural que
poseen. Por tanto, desde un punto de vista analitico, un isétopo cuya
abundancia isotdpica haya sido modificada artificialmente ("enriquecida")
constituye un patrén interno ideal para la medida por espectrometria de

masas del elemento considerado.

El analisis por dilucién isotdpica ("isotopic dilution analysis (IDA)")
es una técnica analitica basada en la medida de relaciones isotdpicas de

muestras cuya composicion isotdpica ha sido alterada al afiadir una cantidad
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perfectamente conocida de un elemento o compuesto, previamente
enriquecido isotdpicamente, ya sean isétopos radiactivos o estables. El
elemento a analizar debe tener, al menos, dos isétopos estables que se puedan
medir. Después de un tiempo de equilibraciéon del elemento o compuesto
enriquecido afiadido o "spike" con el elemento natural presente en la muestra,
se lleva a cabo la medida de las relaciones isotopicas alteradas. Es posible
conocer la concentracion de un elemento en la muestra mediante la medida
del cambio provocado en una relacion isotdpica concreta del elemento de
estudio, ya que las abundancias isotdpicas de la mezcla y, por tanto, las
relaciones isotopicas, seran intermedias entre las de la muestra y el “spike”, y
dependeran tanto de la cantidad de “spike” adicionado como de la cantidad
original del elemento en la muestra. La Figura 14 muestra el principio de

andlisis por IDA para un elemento que posee dos isdtopos estables.

A B B
]
|
A B A
= [] A
Isétopo 1 Isétopo2 Isétopo1 Isétopo2 Isotopo1 Isétopo 2
Muestra Trazador Mezcla

Figura 14. Principio de la dilucién isotdpica para un elemento que contiene

dos isétopos estables.

Ademas, dependiendo del momento y de la forma quimica del
isotopo trazador (spike) ahadido a la muestra, la aplicacion del analisis por
dilucion isotdpica para la especiacion elemental se puede realizar bajo dos

modos diferentes.
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1) Modo de especies inespecificas. La adicion del “spike” se lleva a cabo
tras la completa separacion de especies presentes en la muestra. Este
modo es especialmente util cuando, ya sea la estructura o la
composicién de la especie buscada, no son exactamente conocidas, o
cuando el correspondiente compuesto, marcado isotdpicamente, no

esta disponible comercialmente o no puede ser sintetizado.

2) Modo de especies especificas. En este modo se requiere el uso de una
disolucién de “spike” que contenga las especies a analizar en una
forma marcada isotopicamente. Por lo tanto, a diferencia del modo de
especies inespecificas, la composicién y estructura de las especies de
interés deben ser conocidas exactamente con el fin de sintetizar o
adquirir comercialmente la especie enriquecida correspondiente.
Ademas, en este modo, la disolucién “spike” es afiadida a la muestra

en el comienzo del procedimiento analitico.

La principal ventaja de IDA reside en que al medir relaciones
isotopicas cualquier variacion de la sensibilidad debida a la deriva de la sefial
del plasma o al efecto matriz no afectara al valor final de la concentracién del
elemento en la muestra. Sin embargo, existen algunos factores que han de
tenerse en cuenta para que la medida de la relacion isotopica sea lo mas
exacta posible, ya que cualquier pérdida de sustancia antes de que se
produzca el equilibrio isotépico puede ser una fuente de error. Por otra parte,
la medida de las intensidades de los is6topos 1 y 2 deben estar libres de
interferencias espectrales, y se debe controlar ademas el valor del blanco, ya
que cualquier tipo de contaminacion puede afectar a la medida de la relacién

isotopica.
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2.3.1. Fundamento matematico de la dilucion isotdpica.

La ecuacion que permite determinar la concentracidon original del
elemento en una muestra a partir de la medida de la relacién isotdpica en la
mezcla, depende, tanto del nimero de moles de un elemento poli-isotépico
presente en la muestra, como del niimero de moles del mismo elemento en la
disolucion “spike”, ademas de otras relaciones a tener en cuenta. La ecuacion

de la dilucién isotdpica es:

Cs =

c ms msp Asp (Rm - Rsp)
P Ms Msp An \1 — RmRs

Donde:

¢ Cseslaconcentracion del elemento en la muestra.

e Csp es la concentracion del elemento en la disolucion “spike”.

e msy msp son las masas de muestra y “spike”, respectivamente.

e Mn y Msp son las masas atémicas del elemento en la muestra y en el
“spike.”

e Asp eslarelacion de abundancia de la mezcla en el “spike”.

e Aneslarelacion de abundancia natural de la mezcla.

¢ Rsp eslarelacion de la mezcla en el “spike”.

e Rm es la relacion entre los isétopos a y b en la mezcla, siendo b el
isétopo minoritario.

e Rn es la relacidon natural de los isdtopos. Los parametros anteriores
son todos conocidos a excepcion de Rm que se determina
directamente mediante ICP-MS midiendo la abundancia de los

isdtopos a y b en la mezcla muestra/spike.
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3. Metodologias 6micas.

Las ciencias dmicas son tecnologias de gran potencial que permiten la
monitorizacion simultanea de un gran ntiimero de moléculas bioldgicas de
pequefio o gran tamafno (macromoléculas) como ARN, proteinas o
metabolitos intermedios, permitiendo la caracterizaciéon de las mismas, asi
como obtener evaluaciones completas de la actividad funcional de las rutas
bioquimicas y la estructura genética de los diferentes individuos y especies
[52]. Las principales ciencias dmicas incluyen la gendémina (estudio de los
genes y su funcién), la transcriptomica (estudio de los transcritos), la
protedmica (estudio de las proteinas, su localizacidn, estructura, estabilidad e
interaccion) y la metabolomica (estudios de los metabolitos y de las rutas
metabolicas) (Figura 15), aunque actualmente existen términos para ciencias
omicas particulares, como la lipidémica, relacionada con el estudio de los
lipidos, “foodémica” relacionada con el analisis de moléculas presentes en
alimentos, “ionémica” que mide la composicién elemental de un organismo, o
la metaldmica que estudia las moléculas bioldgicas asociadas a un metal [52-

55].

CASCADADE
LAS OMICAS

Metabolitos

Figura 15. Cascada de las émicas
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3.1. Metabolomica.

La metabolomica es la ciencia que estudia el conjunto de pequefias
biomoléculas presentes en células, tejidos y fluidos corporales que intervienen
en el metabolismo de un organismo individual [56]. Esta ciencia desempefia
un gran potencial como técnica de analisis, ya que es capaz de determinar un
gran numero de metabolitos de manera rdpida y simultanea. Esta
caracteristica hace que sea una técnica de gran interés en la medicina practica.
Ademas, la metabolomica presenta varias ventajas frente a otras omicas,
debido a las funciones que desempefan estos metabolitos en el organismo
[57]. Estas ventajas radican en la naturaleza de los metabolitos, ya que son
sustratos finales en las reacciones bioldgicas y reflejan interacciones directas
entre la expresion génica, las proteinas y el medioambiente, siendo ademas
indicadores instantaneos de las alteraciones producidas en el organismo. Las
técnicas metabolomicas pueden aplicarse a diferentes muestras bioldgicas
permitiendo investigar de forma global las perturbaciones metabdlicas de un
organismo. Finalmente, cabe destacar, que el tiempo y coste de analisis de la

metabolomica son menores que en otras técnicas dmicas.

Aunque como hemos comentado anteriormente, la metabolomica
presenta ventajas frente a otras Omicas, existen algunas desventajas que
limitan su estudio, como por ejemplo la heterogeneidad de los metabolitos. La
variabilidad en las propiedades fisico-quimicas de los diferentes metabolitos
presentes en una muestra (aminodcidos, acidos grasos, lipidos, acidos
organicos y otros compuestos), como el peso molecular, la polaridad o la
volatilidad dificultan la determinacion de los mismos. Otra limitacién es el
origen de los metabolitos ya que pueden ser enddgenos (sintetizados y
metabolizados por el organismo), exdgenos (nutrientes o farmacos) o

resultantes de la interaccidn entre distintos organismos (microflora intestinal),
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complicando la interpretaciéon metabolica de sus posibles alteraciones.
Finalmente, el rango de concentraciones en que se pueden encontrar los
diferentes metabolitos (desde pM a mM) también puede dificultar la

determinacion de los mismos.
3.1.1. Desarrollo de un experimento metabolémico.

El disefio de un experimento metabolémico es crucial para asegurar
tanto el analisis de una gran cobertura de metabolitos presentes en la muestra
como la determinaciéon de resultados fiables y consistentes. Las etapas
generales que debe seguir un estudio metabolémico se resumen en la Figura
16 e incluyen la obtencion y el tratamiento de las muestras, el analisis
metabolomico, el procesado y analisis estadistico de los datos, la
determinacién e identificacion de los metabolitos discriminantes y la

interpretacion metabdlica de los resultados.

. 2.Tratamiento 3. Andlisis
1. Muestreo ..
dela muestra metabolomico

4. Procesamiento
de datos

6. Interpretacion de 5. Andlisis
resultados estadistico

Figura 16. Etapas de un experimento metaboldmico general.
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3.1.2. La metabolémica como herramienta analitica para el estudio del

cancer de pulmon.

La metabolémica se ha convertido en una alternativa importante para
el analisis simultdneo de metabolitos alterados en respuesta a una
enfermedad [58]. Hasta la fecha, los estudios metabolémicos realizados en
muestras de pacientes con CP se han basado en técnicas de resonancia
magnética nuclear (RMN) [59,60] y espectrometria de masas (MS) [61,62]. La
mayoria de las aplicaciones metabolomicas basadas en MS incluyen
acoplamientos con técnicas de separacién cromatograficas como la
cromatografia liquida de alta eficacia (High Performance Liquid
Chromatography-HPLC) [60,63], la electroforesis capilar (CE-MS) o la
cromatografia de gases (GC-MS) [61,64-69].

Por otra parte, se puede obtener una descripciéon mas global de la
composicion metabdlica de una muestra biologica a partir de técnicas que no
incorporan un "filtro" cromatografico como son la técnica de inyeccion en
flujo (FIA-MS) [70,71] o la infusién directa (DIMS) [72] introduciendo
directamente los analitos en disolucién en la fuente de ionizaciéon. DIMS
proporciona una estimacién semicuantitativa de la presencia de metabolitos si

se utilizan instrumentos de mayor resolucion de masa.

Sin embargo, la supresion de iones de matrices bioldgicas complejas
como suero [73] puede ser un serio inconveniente que requiere el uso de
analizadores de alta resolucion y alta precision de masa, como el tiempo de
vuelo (TOF), la transformada de Fourier de resonancia de ciclotrén iénico

(FTICR) [74] o el Orbitrap [75].
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3.1.2.1. Muestras bioldgicas empleadas en el estudio metabolémico de cancer

de pulmoén. Metabolitos alterados.

Varios fluidos biolégicos humanos han sido estudiados con el fin de

encontrar biomarcadores metabdlicos en CP, entre ellos se encuentran:
e Sangre (plasma o suero):

El plasma es el principal componente de la sangre (junto con el
suero), que se obtiene a partir de la misma mediante su filtracién y separacion
de globulos rojos y blancos. Su composicion es de 90% de agua, 7% de
proteinas (albimina, lipoproteinas, globulinas y fibrindgeno) y el resto
corresponde a grasas, glucosa, vitaminas y hormonas entre otras
biomoléculas. El suero estd compuesto principalmente de agua, proteinas,
hormonas, minerales y didéxido de carbono. La obtencion del suero se lleva a
cabo mediante la filtracion de la sangre para separar el plasma y la
eliminacion de proteinas fibrindgenas. Cuando el plasma es extraido y se deja
coagular, con el paso del tiempo el coagulo se reduce, y la eliminacion del
coagulo da lugar al suero. La Figura 17 muestra la diferencia de componentes

entre plasma y suero tras la obtencion de los mismos.

Suero (sin
fibrinogeno)

Plasma (contiene —
fibrinégeno)

Globulos blances Coagulo (células

- plaquetas (

YERRE sanguineas

Gldébulos encoagulodel
rojos fibrindgeno)

Figura 17. Diferencia de componentes entre plasma y suero.
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Estos biofluidos son muestras ampliamente utilizadas en el
diagnostico clinico, debido a que ademas de presentar numerosos y diferentes
compuestos celulares y moleculares susceptibles de analisis, son fluidos
bioldgicos obtenidos de forma no invasiva. La mayoria de estudios
metabolomicos en CP realizados hasta la fecha se basan en el andlisis de
muestras de suero o plasma [67,76-84]. Algunos autores describen
alteraciones de aminoacidos en muestras de suero y plasma de pacientes con
CP, especialmente en treonina [67,68,85], glutamato [67,86,87], tirosina [88,89],
alanina [85,90], isoleucina [80,90] y valina [89,90]. Ademas de los
aminoacidos, también se ha demostrado la existencia de perturbaciones en
rutas metabolicas relacionadas con acidos grasos como el acido linoléico o el
palmitico [77,84,85] y con 4cidos orgéanicos como el acido citrico [82] o el acido
malico [91]. Por otra parte, también se han descrito las alteraciones de lipidos
como la colina, la fosforilcolina y la esfingosina [67,82,84] en pacientes con CP.
La Tabla 3 muestra los metabolitos alterados en los estudios metaboldmicos

de suero y plasma de CP realizados hasta la fecha.

Tabla 3. Metabolitos alterados en diferentes estudios actuales en el CP.

Grupo de
Metabolitos Muestra Técnica Referencia
estudio
CP de
Hidroxilamina y 1H-RMN y
Suero estadios I, 'y [68]
treonina GC-MS
I
GC-TOFMS y
CP y personas
Fosfatifiletanolamina Suero HILIC- [92]
sanas
QTOEMS
Acido glutamico, colina CPNCPy
Suero 1H-RMN [67]
y treonina persona sanas
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(Continuacion de Tabla 3).

Grupo de
Metabolitos Muestra Técnica Referencia
estudio
HILIC- CPNCPy
Diacetil espermina Suero [93]
QTOFMS persona sanas
Fosforilcolina y GC-MSy
Suero CPyP [94]
esfingosina LC-QTOEF-MS
CPNCPy
Bilirrubina Suero LC-MS/MS [95]
persona sanas
Acido citrico, colina CPNCPy
Suero 1H-RMN [82]
y lisina EPOC
UPLC/Q-TOF  CPy personas
Colina y acido linoleico Suero [84]
MS sanas
Acido hidroxi-
CP y personas
isobutirico y acido Suero LC-QTOE-MS [77]
sanas
linoleico
Carnitina,
propionil-carnitina,
LC-Q- CPNCPy
tirosina, metionina, Suero [91]
Orbitrap-MS persona sanas
acido malico, histidina y
5-oxoprolina
Glucosa, tirosina, CP y personas
Suero 1H-RMN [89]
glicerol y valina sanas
Benzaldehido, urea,
CP y personas
isoleucina, acido Suero GC-MS [80]
sanas
glicdlico y fenilalanina
; Adenocarcinoma
Acido glutdmico, &cido ~ Sueroy
GC-TOF-MS y personas [83]
aspartico y xilosa plasma
sanas
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(Continuacion de Tabla 3).

Grupo de
Metabolitos Muestra Técnica Referencia
estudio
Glicerol, acido lactico CPNCPy
Plasma GC-TOEF-MS [86]
y triptéfano persona sanas
Acido benzoico, acido CPNCP,
lactico Plasma GC-MS personas sanas [76]
y glucosa y EPOC
Adenocarcinoma
Alanina, treonina y GC-MSy
Plasma y personas [85]
acido linoleico LC-MS
sanas
Acido glutamico,
CPCPy
erotriol Plasma GC-TOFMS [87]

persona sanas
y acido palmitico

Alanina, valina e CPNCPy
Plasma LC-MS [90]
isoleucina persona sanas
e QOrina:

La orina es un fluido transparente o amarillento que contiene un 95%
de agua, un 2% de minerales y un 3% de urea y acido trico. El residuo sélido
que presenta la orina es principalmente urea, producto de degradacion del
metabolismo de las proteinas. El resto incluye nitrogeno, cloruros,
cetosteroides, fésforo, amonio, creatinina y acido trico. El analisis de orina y
el urocultivo pueden ayudar al diagndstico de varias enfermedades. Los
estudios metabolémicos mas recientes realizados en orina de pacientes con
CP muestran sobre todo alteraciones en carnitinas y acetilcarnitinas [96-98],

acido hipurico [97-99] y creatina y creatinina [99,100].
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La Tabla 4 muestra los metabolitos alterados encontrados en orina de
pacientes con CP de estudios actuales. En esta Tesis Doctoral se han obtenido
resultados de metabolitos alterados en orina de pacientes con CP, aportando

nuevas contribuciones a los resultados actuales de la bibliografia.

Tabla 4. Metabolitos alterados en orina de pacientes con CP.

Muestra Técnica Grupo de estudio Referencia
Carnitina y CPNCP y personas
LC-qTOF-MS [96]
acetilcarnitina sanas

Creatina, acido ribonico

CPNCP y personas
y acido LC-MS [100]
sanas
acetilneuraminico
Acido hiptrico,
acido hidroxi-isovalérico H RMN CP y personas sanas [99]
y creatinina
Triptéfano, acido
hiptrico ESI-RRLC-MS CP y personas sanas [97]
y carnitina
Taurina, acido hiptrico HILIC/RPLC-
CP y personas sanas [98]
y carnitina MS
e Esputo:

El esputo es una secrecién procedente de la nariz, la garganta o los
bronquios que se escupe de una vez por la boca en una expectoracion. Una
muestra de esputo se considera representativa si estan presentes macrdéfagos
alveolares o células epiteliales bronquiales ya que es una muestra de que estos
fluidos se originan en las profundidades del pulmoén. A pesar de que esta

muestra presenta la ventaja de tener caracter no invasivo la citologia del
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esputo desempefia un papel limitado en los estudios prospectivos de
deteccién de CP. Existen muy pocos estudios metaboldmicos que utilizan el
esputo para investigar el CP. En concreto, Cameron et al, analizaron los
metabolitos presentes en el esputo de pacientes con CP mediante GC-MS y

encontraron alterados putrescina y cisteamina en la enfermedad [101].
e GSaliva:

El hallazgo de que la saliva contiene perfiles moleculares que reflejan
las enfermedades sistémicas ha permitido desarrollar una técnica de
diagnéstico denominada “diagndstico salival”. La saliva contiene secreciones
de la parotida, de las gandulas submandibular y sublingual, cientos de
glandulas salivales minoritarias y liquido de la grieta gingival [102]. Hasta la
fecha, solo hay antecedentes sobre una investigaciéon en muestras de saliva de
pacientes con CP, que concluia la existencia de cambios significativos en el

metabolismo de los aminoacidos y de los acidos nucleicos [103].
e Sudor:

Las muestras de sudor pueden obtenerse de forma facil utilizando
técnicas no invasivas [104]. Existen estudios que demuestran la ideonidad del
andlisis del sudor para monitorizar la salud humana, siendo una muestra
empleada en el diagnéstico de fibrosis quistica [105] y también para el
desarrollo de una técnica de screanning para el CP, donde metabolitos como
aminoacidos, acidos carboxilicos de cadena corta, azticares y algunos lipidos

presentaban alteraciones respecto al grupo control [106].

e Condensado de Aliento Exhalado:

El condensado de aliento exhalado (exhaled breath condensate, EBC)

es una muestra resultante de la condensacion del gas exhalado mediante
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enfriamiento. El analisis de EBC debe proporcionar informacién sobre la
composicién del liquido de revestimiento extracelular y los gases exhalados
solubles [107]. La Figura 18 representa dos tipos de mecanismos empleados

en medicina para la obtencién de EBC.

a)

Valvula de Rudolph

|__— Camara interna de cristal

~— Camara externa de cristal

Condensado de aire
exhalado

Tubo de teflon

Tubo de ensayo de
e propileno

Condensado de aire
exhalado

<— Cubo de hielo

N, liquido

Figura 18. Mecanismos para la obtencion de EBC.

A pesar de que el componente principal del EBC es el vapor de agua,
también pueden encontrarse cientos de componentes diferentes como iones
inorganicos, péptidos, proteinas, surfactantes y macromoléculas. El EBC es un
biofluido poco estudiado en la busqueda de biomarcadores clinicos a pesar de
ser una muestra que se obtiene mediante métodos no invasivos y de que
existe una relacién entre su composicidon y los fenotipos de enfermedades

respiratorias como el CP [108].
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e Fluido de Lavado broncoalveolar:

Este fluido no bioldgico se obtiene mediante una técnica que consiste
en la instilacion de suero salino en bolos de 20-50 ml hasta el volumen total
deseado a través del canal interno del broncofibroscopio, tras encajarlo en el
bronquio elegido. Después de cada instilacion, se aspira con la misma jeringa
con la presion adecuada para no colapsar las paredes bronquiales. Se estima
que con la realizacidon del LBA se toma muestra de alrededor de un millén de
alvéolos (1 % de la superficie pulmonar), obteniéndose aproximadamente 1
ml de secreciones reales pulmonares en el total del liquido recuperado. El
LBA se ha usado ampliamente en el diagndstico de las infecciones
pulmonares [109,110], pero su sensibilidad y especificidad varian en funcién
de que se trate de un enfermo inmunocompetente, o no, del microorganismo
causal, de la técnica empleada y de la utilizacién, o no, de antibioterapia
previa. La Figura 19 muestra un diagrama del procedimiento de obtencién de
LBA. Esta Tesis Doctoral presenta los primeros resultados metabolémicos en

muestras de LBA de pacientes con CP [65].

%

Figura 19. Mecanismo de obtencién de LBA mediante broncoscopio.
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e Liquido pleural:

El liquido pleural se encuentra en la cavidad pleural y sirve como
lubricante del movimiento de los pulmones durante la inhalacion y la
exhalacion. Se forma a partir de un filtrado plasmatico desde los capilares
sanguineos de los pulmones y se encuentra en pequenas cantidades entre las
dos capas de la pleura, membranas que recubren el interior de la cavidad
toracica y el exterior de cada uno de los pulmones. Existe una gran variedad
de trastornos y enfermedades que pueden producir inflamacién de la pleura
(pleuritis) y/o una acumulacion excesiva de liquido pleural (efusién pleural).
La Figura 20 muestra la localizacién del liquido pleural. El analisis del liquido
pleural consiste en realizar una serie de pruebas que permiten establecer la
causa del incremento de dicho liquido. La extraccion de la muestra se realiza
mediante una jeringa, por un procedimiento conocido como toracocentesis.
Los estudios metabolomicos realizados hasta la fecha, en este tipo de fluido
mostraron alteraciones en metabolitos organicos volatiles [111] y acidos

grasos [112].

Pulmoén
Sano Atelectasia
\ ‘ ; /
KNl &%
'
/ \
Pleura Derrame pleural

Figura 20. Localizacién del liquido pleural
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e Tejido pulmonar.

Existen diferentes técnicas para la obtencidon de muestras de tejido

pulmonar. Entre ellas destacan [113]:

- Labiopsia por puncion, también denominada biopsia transtoracica
o percutanea, donde se emplean técnicas de imagen como el
TAC (tomografia computarizada) o una radiografia fluoroscépica
para guiar a la aguja de biopsia. Este procedimiento se lleva a cabo
con anestesia local.

- La biopsia transbronquial, donde un fibroscopio se introduce en la
boca y se hace llegar hasta el pulmoén a través de los bronquios. El
fibroscopio contiene un sistema de video para visualizar la
operacion ademds del material quirdrgico con el que se obtiene la
muestra.

- La biopsia torascoscopica, que consiste en la introduccién de un
endoscopio a través de una abertura quirtrgica practicada en la
pared tordcica. El instrumental quirtrgico con que esta dotado el
endoscopio permite, ademas de obtener muestras de tejido,
realizar intervenciones terapéuticas como la extirpacion de
nodulos. Esta técnica se lleva a cabo con anestesia general.

- La biopsia abierta, es la técnica de extraccion de tejido mas
caracteristica, y consiste en la obtencion directa de tejido pulmonar
a través de una incisién en el térax. Un estudio rapido de la
muestra obtenida puede llevar a realizar una operaciéon mas
extensa con objeto de extirpar porciones anatdmicas grandes, como
un lébulo pulmonar. Se realiza con el paciente hospitalizado y bajo

anestesia general.
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Los estudios metabolémicos del CP en tejido pulmonar suelen
comparar los perfiles metabolomicos del tejido dafado con los del tejido
adyacente no afectado de un mismo paciente, debido a que las técnicas
invasivas no pueden realizarse sobre personas que no presentan ningtn tipo
de patologia relacionada con el pulmon. Debido a la dificultad de obtenciéon
de tejido pulmonar existe un ndmero muy limitado de estudios
metabolémicos en CP. Uno de los primero trabajos fue realizado por Fan et al,
quienes analizaron glucosa marcada con C en extractos de tejido de
pacientes con CP y concluyeron que habia alteraciones en el ciclo de Krebs y
en el metabolismo del piruvato [114]. El estudio realizado por Rocha et al,
determind diferencias entre tejido pulmonar tumoral y el adyacente no
afectado de pacientes con CP, y demostré un incremento en fosfocolina,
lactato y glicerofosfocolina y wuna disminuciéon en los niveles de
inosina/adenosina, acetato, mioinositol y glucosa [115]. En otro estudio,
realizado por Hori et al, se identificaron alrededor de 40 metabolitos alterados
en tejido pulmonar de pacientes con CP [61]. Finalmente, un estudio mas
reciente realizado por Fahrman et al, en el que combinaban analisis
metabolomicos con proteémicos, compararon muestras de tejido pulmonar
maligno y benigno de pacientes con adenocarcinoma diagnosticado en
estadio temprano y concluyeron un aumento de glicosilacion y glutaminolisis

[83].

3.2. Ionémica y metalémica.

Los iones metalicos son componentes vitales en la quimica de la vida
[116]. Se cree que un tercio de las proteinas requieren un metal como cofactor,
como Cu, Fe, Zn o Mo [117] en forma de ion simple o complejo, o como

compuesto que contiene un metal en su estructura. La comprension de los
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mecanismos por el cual un metal es almacenado o incorporado como cofactor
requiere, ademas de poder identificar las metaloproteinas, la caracterizacién
de moléculas no proteicas que interaccionan con iones metalicos o metabolitos
de metalocompuestos exégenos como metalofarmacos. El analisis y estudio
de los metales y especies metalicas de un sistema bioldgico son de gran
importancia para poder entender la homeostasis de estas especies y su
repercusion en el fenotipo. En este sentido, existen dos ciencias émicas
relacionadas con el estudio de los elementos en un organismo, la ionémica y
la metaldmica. Mientras que la iondmica tiene como objetivo medir la
composicion elemental de un organismo vivo (ionoma) y su dindmica en
relaciéon con la variabilidad genética, fisiologica y metabolica [55], la
metaldmica estudia el metaloma y las interacciones y conexiones funcionales
de las especies metdlicas de los genes, proteinas y metabolitos y otras

biomoléculas en los sistemas bioldgicos [118].

3.2.1. Laimportancia de los metales en la salud.

Los elementos son esenciales para regular la homeostasis humana, ya
que juegan un papel muy importante en los sistemas bioldgicos participando
en numerosos procesos celulares. Estos metales esenciales, los cuales solo son
requeridos a nivel de traza, son cruciales para la funciéon de numerosas
encimas involucradas en reacciones bioquimicas fundamentales [119]. Por
ejemplo, el Fe es esencial para la funcion de la ribonucleétido reductasa [120]
y el Zn es un cofactor de alrededor de 300 enzimas vitales en la expresion
génica [121]. Ademads de su importancia en la funcién enzimatica, los metales
también son necesarios en otros procesos bioldgicos, como el transporte de

oxigeno en la sangre mediado por la hemoglobina, que contiene Fe [122].
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La deficiencia o exceso de muchos de estos elementos pueden
provocar efectos toxicos en el organismo, inflamacion [123] o incluso conducir
al desarrollo de enfermedades incluyendo el cancer [124]. Como
consecuencia, los niveles de los metales esenciales deben estar
cuidadosamente equilibrados, manteniendo el cuerpo en un estado
homeostatico [123]. Algunos elementos poseen un caracter quimiopreventor,
como es el caso del selenio, que participa en la inhibicién de la angiogénesis
[125], la mejora de la respuesta inmune [126] y es un antagonista bien
documentado contra los metales toxicos [127]. También controla la
proliferacion innecesaria de células [128] e inhibe la activacién de ciertos
factores de transcripcion [129]. Otros autores han informado sobre las
propiedades anticancerigenas del vanadio demostrando que los complejos de
este elemento presentan beneficios en el tratamiento de varios tipos de cancer,

como el cancer de pulmén [130].

El Cu es un oligoelemento esencial en la dieta que posee un papel
fundamental en las reacciones enzimaticas relacionadas con el metabolismo
oxidativo, ya que es necesario para la conversion de iones ctipricos y cuprosos
[131]. Sin embargo, este elemento también contribuye a la generacion de
radicales libres [131]. El aumento de los niveles de cobre en suero de CP se ha
relacionado con la progresion tumoral a través de la angiogénesis (formacion
de nuevos capilares a partir de los vasos sanguineos existentes) para cumplir
con los requisitos nutricionales de un tumor en crecimiento [132,133]. La
disminucion de los niveles de Zn se ha relacionado con alteraciones en el ciclo
celular y la apoptosis [134,135] y con la incapacidad de bloquear la absorcion
adicional de Cu [136]. Las bajas concentraciones séricas de Zn pueden afectar
a la sintesis de proteinas y retrasar los procesos de reparacién del cuerpo

debido a la reduccion de la formacion de metaloenzimas de Zn [137].
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La superéxido dismutasa de manganeso (Mn-SOD), como unico
eliminador de radicales superéxido en las mitocondrias, puede tener un papel
clave en la prevencion de células como antioxidante y supresor de tumores
[138]. En los pulmones, la Mn-SOD se considera de importancia critica para la
defensa antioxidante [139]. Se ha declarado que existe una alteracion en la
homeostasis de Mn durante el desarrollo del cancer que resulta en la

movilizacion de un compartimento a otro [140].

Un gran ntimero de elementos no esenciales puede tener importantes
implicaciones en la salud humana. En este sentido, la exposicién a As, Cd, Pb
y Ni tienen consecuencias carcinogénicas [124] debido a la activacion de rutas
de senalizacion oncogénicas [141,142], estrés oxidativo [143,144] o la
inhibicién del sistema de reparacion del ADN [145]. Muchos metales también
contribuyen a la progresiéon y metastasis del cancer [146-148]. Se ha
demostrado que el Ni es un agente carcinégeno pulmonar encontrado en el
humo del tabaco [149] y que causa dafio oxidativo en el ADN [150]. El Cr esta
asociado al metabolismo de la glucosa y los lipidos, la sintesis de proteinas y
otras funciones fisiolégicas importantes [151]. Por otro lado, la forma
hexavalente de cromo y sus compuestos que contienen son carcinégenos
pulmonares bien establecidos. La exposicion cronica de las células epiteliales
humanas normales es capaz de inducir la transformacion de células malignas,

la primera etapa de la carcinogénesis de metales [152].

Ademas, el estudio de los niveles de los elementos en tejido humano
y particularmente en suero puede proporcionar informacién interesante
acerca de los cambios ocurridos durante un proceso bioldgico involucrado en
la progresién de enfermedades como es el CP. Por ello los cambios en la

presencia de algunos elementos y el perfil de sus formas quimicas pueden
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reflejar el estado de la nutricidon y el metabolismo humanos pudiendo ayudar

a una posible prediccién temprana del inicio y desarrollo del cancer.

Existen dos puntos de vista diferentes para relacionar el
comportamiento de los elementos en el organismo durante un proceso
carcinogénico: la alteracion de la forma quimica natural del elemento esencial
en el metabolismo debido a la aparicion y progresion del cancer, y la
consideracion de los elementos involucrados en el proceso carcinogénico

como consecuencia de su alta exposicion.

La mayoria de los trabajos se centran en la estimacion de un estado de
deficiencia o exceso y, en menor medida, en los episodios de desequilibrio en
los que el exceso de un elemento afecta a la funcion de otro. Sin embargo, la
importancia de la forma quimica de los elementos en la biologia es bien
conocida. Los elementos pueden estar presentes principalmente como
complejos labiles o en complejos con ligandos de baja masa molecular, o en
forma de metaloproteinas. Esta diferencia entre las especies de baja masa
molecular (LMM) y alta masa molecular (HMM) es muy importante, ya que
finalmente afecta a la actividad bioldgica o al potencial toxicoldgico del

elemento y su movilidad a través de diferentes compartimentos biologicos.

3.2.2. Homeostasis de metales en cancer de pulmon. Elementos quimicos

como posibles biomarcadores de la enfermedad.

Muchos autores han determinado las concentraciones de elementos
esenciales y toxicos en muestras bioldgicas de pacientes con CP, como suero
[140,153-155], plasma [156,157], orina [158,159], liquido pleural [160] o pelo
[154,156,161].
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La mayoria de andlisis elemental en estos biofluidos han sido
realizados por técnicas de absorcion atomica [162-166], de emision de rayos X
inducida por particulas [167], fluorescencia de rayos X de dispersion de
energia [168], espectroscopia de emisién atémica por plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-AES) [154,158,159] o espectrometria de masas de plasma por
acoplamiento inductivo (ICP-MS) [156,157,160-162]. Ademads, en esta Tesis
Doctoral se describen por primera vez concentraciones de metales en fluido
de lavado broncoalveolar de pacientes con CP empleando ICP-QQQ-MS
[169].

La relacion entre la exposicion al metal y CP se ha estudiado en
profundidad, especialmente en medicina y estudios ambientales. El uso de
metales para el diagnostico es mas escaso, pero varios autores clasifican a los
pacientes con CP y personas sanas utilizando el contenido de metales en
tejidos tumorales [170,171], suero y cabello [154,161] y orina [159] porque
encontraron diferencias estadisticamente significativas con respecto a la

distribucion normal de los elementos para el diagnostico de CP.

En suero, la disminucion de Zn y el incremento de Cu (alta
proporcién del ratio Cu/Zn) son los biomarcadores mas comunes en CP
[140,153,154,164-166,172]. La concentracion de Cu [173] y la relacion Cu:Zn
[157,174] también se ha demostrado que aumenta en el plasma de los
pacientes con esta enfermedad. La concentracion de Cu esta relacionada con
el estado y la localizacion del cancer y se encuentra principalmente en el suero
(95% como parte de la enzima oxidativa ceruloplasmina y el resto se une
libremente a la albumina) [175]. Por otro lado, los niveles séricos
generalmente bajos de Zn se correlacionan con los niveles altos de Zn en la
autopsia tumoral, lo que sugiere que los requisitos metabolicos de este

elemento por parte de las células CP se toman del suero [176]. Ren et al,
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encontraron los niveles de Cu, Cr, P y Zn significativamente diferentes entre
CP y personas sanas [154]. Lin et al [156], encontraron niveles mas altos de

Mn en el suero del grupo CP, pero hay resultados contradictorios [140,153].

Entre otros elementos, se han determinado concentraciones
aumentadas de Ti, Ni y Cu, pero concentraciones reducidas de V, Cr, Mn, Fe,

Co, Zn, Se y Br en suero de pacientes CP [153].

Por otro lado, las determinaciones de metales en liquido pleural
(LP) de personas fumadores con CP revelaron concentraciones de Zn mas
bajas [160]. La ingesta adecuada de Zn se ha asociado a un menor riesgo de
trastornos pulmonares obstructivos asociados al tabaquismo [177]. Ademas,
los niveles bajos de Zn pueden dar lugar a niveles altos de glucosa en la LP de
los fumadores con CP debido a una disminucién del metabolismo de la

glucosa [160].

En la orina, Tan et al, demostraron que el Fe, Mn y Al
disminuyeron significativamente en pacientes con CP mientras que Se, Ni,
Cu, Zn, Cd y Cr aumentaron [158,159]. Voyatzoglou et al [178] concluyeron
que los personas con CP e hiperzincuria tenian una enfermedad mas
generalizada y una menor esperanza de vida en comparacion con los

pacientes con niveles normales de Zn.

Las concentraciones de algunos elementos también se ha
determinado en pelo de pacientes CP demostrando que los niveles de Zn, Mg,
Fe y Se fueron mayores, mientras que los niveles de Ca, Sn y Na fueron
menores [161]. Otros autores también describieron que Al, B, Cr, P y Sr eran

variables significativas para la clasificacién entre CP y personas sanas [154].

62



INTRODUCCION

El estudio de metales en tejidos tumorales de pacientes con CP
mostré niveles disminuidos de Fe y Mn en tejido pulmonar maligno
comparado con el tejido normal [170]. Otros autores encontraron que las
concentraciones de P, Ti y Pb aumentaron en pacientes CP comparado con
personas sanas, mientras que los niveles de Ca, Fe, Cu y Zn disminuyeron
[171]. Otros autores informaron que los niveles de los elementos estudiados
mostraron una tendencia a la acumulacion en los tejidos cancerosos [173].
Ademas, varios autores encontraron diferencias entre las concentraciones de
varios metales segtn el sexo [171] y la edad [179] en tejidos tumorales de
pacientes con CP. La Tabla 5 resume los metales en diferentes muestras

biolégicas de pacientes con CP.

Tabla 5. Fold change de los metales alterados en diferentes muestras
biolégicas de pacientes con CP determinados por diferentes técnicas
analiticas. N.C: No calculado. FC>1 (Concentracion aumentada en CP), FC<1

(Concentracion disminuida en CP).

Técnica
Elemento Muestra FC (CP/C) Referencia
analitica
Liquido
0.46 ICP-MS [160]
pleural
Al 0.15 ICP-AES [154]
Pelo
145 ICP-MS [161]
Orina 0.86 ICP-AES [158]
Liquido
1.48 ICP-MS [180]
pleural
As
Plasma 0.91 ICP-MS [156]
Pelo 0.82 ICP-MS [161]
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(Continuacion de Tabla 5).

Técnica
Elemento Muestra FC (CP/C) Referencia
analitica
0.21 ICP-AES [154]
Pelo
Cd 0.66 ICP-MS [161]
Orina 1.50 ICP-AES [158]
Liquido
1.41 ICP-MS [180]
pleural
Co
0.58 ICP-AES [154]
Pelo
7.99 ICP-MS [161]
Liquido
1.40 ICP-MS [180]
pleural
Suero 15.37 ICP-AES [154]
Cr N.C ICP-AES [154]
Pelo
2.67 ICP-MS [161]
Plasma 1.06 ICP-MS [156]
Orina 1.93 ICP-AES [158]
Liquido
0.93 ICP-MS [180]
pleural
0.85 ICP-AES [154]
Pelo
1.55 ICP-MS [161]
Orina 2.45 ICP-AES [158]
Cu
Plasma 1.25 ICP-MS [156]
1.20 AAS [164]
1.50 ICP-AES [154]
Suero
1.53 AAS [166]
N.C AAS [165]
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(Continuacion de Tabla 5).

Técnica
Elemento Muestra FC (CP/C) Referencia
analitica
Liquido
0.71 ICP-MS [180]
pleural
Suero 1.09 ICP-AES [154]
Fe 1.43 ICP-AES [154]
Pelo
0.39 ICP-MS [161]
Plasma 0.88 ICP-MS [156]
Orina 1.00 ICP-AES [158]
Liquido
0.95 ICP-MS [180]
pleural
2.23 ICP-AES [154]
Mn Pelo
1.59 ICP-MS [161]
Plasma 1.25 ICP-MS [156]
Orina 0.68 ICP-AES [158]
Liquido
1.17 ICP-MS [180]
Mo pleural
Pelo 1.20 ICP-AES [154]
Plasma 1.07 ICP-MS [156]
0.26 ICP-AES [154]
Ni Pelo
1.94 ICP-MS [161]
Orina 2.83 ICP-AES [158]
Pelo 0.87 ICP-AES [154]
P
Suero 0.89 ICP-AES [154]
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(Continuacion de Tabla 5).

Técnica
Elemento Muestra FC (CP/C) Referencia
analitica
Liquido
0.61 ICP-MS [180]
pleural
Plasma 1.14 ICP-MS [156]
Pb
0.53 ICP-AES [154]
Pelo 1.69 ICP-MS [161]
1.38 ICP-MS [161]
Plasma 0.90 ICP-MS [156]
Se Pelo 0.68 ICP-MS [161]
Orina 2.80 ICP-AES [158]
Liquido
0.61 ICP-MS [180]
pleural
A\
Plasma 0.99 ICP-MS [156]
Pelo 1.75 ICP-MS [161]
Liquido
0.64 ICP-MS [180]
pleural
0.88 ICP-AES [154]
Pelo
0.48 ICP-MS [161]
Plasma 0.91 ICP-MS [156]
Zn
Orina 2.67 ICP-AES [158]
0.90 AAS [164]
N.C AAS [165]
Suero
0.88 ICP-AES [154]
0.87 AAS [166]
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3.2.3. Metaloproteinas en el cancer de pulmon.

La forma quimica de un elemento determina tanto su toxicidad
como su actividad y movilidad a través de diferentes compartimentos
bioldgicos. En este sentido, las metalobiomoléculas juegan un papel clave en
la aparicién y progresion de varias enfermedades, como es por ejemplo el CP
y, por tanto, pueden utilizarse como biomarcadores de diagndstico o
prondstico. Sin embargo, el disefio de terapias basadas en metaloproteinas es
un area de investigacion en desarrollo por lo que no hay muchos estudios al
respecto [181]. Algunas metaloenzimas de zinc actian como supresoras de
tumores al reducir la proliferacion celular, la migracion y la invasién, y la
induccion de apoptosis en lineas celulares humanas de glioblastoma [182,183].
Por otro lado, se ha demostrado la importancia de las metalotioneinas (MTs)
en la formacién de tumores, la progresion y la resistencia a farmacos [184].
Por esta razén, las MTs pueden llegar a ser posibles marcadores
prometedores para el cancer. Las MTs son proteinas de alto contenido en
cisteina, involucradas en la homeostasis, mas en concreto controlando la
relacion Cu/Zn [184] y la proteccion contra los metales pesados, el dafio al
ADN y el estrés oxidativo. Se conoce que existen diferentes isoformas de estas
MTs en el pulmén determinadas por el andlisis de la reaccion en la cadena de
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) [185,186]. Ademas,
concretamente en CP, se ha descrito la expresion descendente de las

diferentes isoformas MT1A, MT2A, MT1E y MT1G [187].

Otros estudios han descrito los perfiles de metaloproteinas en
plasma humano mediante el empleo de un sistema de fraccionamiento de
flujo con un campo de flujo asimétrico acoplado a un plasma de acoplamiento

inductivo con detector de masas (AF4-ICP-MS). Los resultados demostraron
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diferencias en los perfiles de Mn, Ni, Cu Zn, I y Ba de pacientes con CP con
respecto a sujetos control, identificando varias metaloproteinas mediante el
acoplamiento de la nanocromatografia y la espectrometria de masas con

trampa idnica con la fuente de ionizacién por electronebulizacién [157].

3.2.4. Laimportancia de las selenoproteinas en el organismo.

Las alteraciones metabdlicas producidas por el cancer en las células
tumorales producen un incremento del estrés oxidativo, es decir, un
desequilibrio entre los antioxidantes y las especies reactivas de oxigeno (ROS)
[188]. Aunque a bajas concentraciones los ROS juegan un papel fisiolégico
muy importante, a altos niveles pueden producir dafos irreversibles, dando
lugar a cambios oxidativos en lipidos, proteinas y ADN relacionados con el
desarrollo de numerosas enfermedades incluyendo el cancer [188]. Para evitar
este dafo, el cuerpo se protege mediante la activaciéon de un sistema
antioxidante de defensa que interacciona con los ROS para regular su
produccién. Sin embargo, si este mecanismo de defensa fuera superado por la
produccién de ROS, o no tuviera la suficiente suplementacion antioxidante, el

estrés oxidativo acaba ocurriendo [188].

El selenio es un micronutriente con capacidad antioxidante con
funciones antimutagénicas, es decir, que previene la transformacion de
células normales en malignas. Este elemento puede presentarse en forma
inorganica, como metal (Se?), u oxoaniones como selenito (SeO(OH)z2) o
selenato (SeO2(OH)z2). También se encuentra en formas organicas como
selenocisteina (SeCys) o selenometionina (SeMet), andalogos de los
aminoacidos cisteina y metionina, respectivamente [189]. Por otra parte las

proteinas que contienen selenio en forma de SeCys se llaman selenoproteinas
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y las que presentan selenio en forma organica , proteinas que contienen

selenio [189].

Asi pues, el efecto protector del selenio esta relacionado
principalmente con su presencia en enzimas que protegen el ADN y otros
componentes celulares del dafio oxidativo [190,191], como la glutatién

peroxidasa o la tioredoxina reductasa.

En la actualidad, se han explicado algunos mecanismos relacionados
con el efecto anticarcinogénico del selenio: la accion de las selenoezimas para
reducir el dafio del ADN, el estrés oxidativo, la inflamacion, la detoxificacion,
la mejora de la respuesta inmune, la inactivacion de la proteina kinasa C, la
alteracion en la metilacion del ADN y la induccién de las células cancerigenas

a la apoptosis e inhibicién de la angiogénesis [191,192].

Existe una familia de isoenzimas denominas glutation peroxidasas
(GPx) que contienen selenio en forma de SeCys y que poseen funciones

diferentes y especificas [193]:

e  GPx-1: Esta proteina se localiza en el citoplasma, y tiene como funcién
proteger la hemoglobina de los eritrocitos de las posibles rutas
producidas por la oxidacion.

o GPx-2: Se localiza en el citoplasma y el nucleo, y se expresa
principalmente en el higado y en el epitelio del tracto gastrointestinal.
Su principal funcién es proteger a los mamiferos de los
hidroperdxidos organicos toxicos ingeridos.

e GPx-3 o eGPx: Esta selenoproteina es secretada en el plasma y se

expresa en Organos como higado, rifidn o corazén. También se
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encuentra en fluidos bioldgicos como plasma, suero o fluido
cerebroespinal.

e GPx-4: Se trata de un fosfolipido hidroperoxidasa localizado en el
citoplasma, ntcleo y mitocondria cuya funcidén es proteger las
membranas celulares del dafio oxidativo reduciendo los
hidroperéxidos de fosfolipidos y colesterol a sus alcoholes
correspondientes. GPX4 juega diferentes papeles en la sefial de
transduccidn, inflamacién y apoptosis.

e GPx-5: Esta selenoproteina es expresada y secretada especificamente
en el epididimo (tracto reproductor masculino), y tiene la misma
funcién que la GPX-3 constituyendo un sistema de protecciéon contra
el dafio de los perdxidos en los lipidos de las membranas del
esperma.

e Existen otras 3 isoenzimas de GPx (GPx-6, GPx-7 y GPx-8) cuyas
funciones no se conocen por completo. GPx-6, es secretada y
expresada en el epitelio olfativo, GPx-7 se localiza en el citoplasma y

GPx-8 es una proteina de membrana.

Otra familia de selenoproteinas importante es la de tioredoxina
reductasas (TrxR) cuya funcion principal es degradar hidroperoxidos [194].
Esta selenoproteina se encuentra involucrada en numerosos procesos
bioldgicos como la sintesis del ADN, y la regulacidon de la apoptosis [194], y
aunque TrxR cataliza principalmente la reduccion de tioredoxina, en
humanos también pueden reducir otros sustratos, como la vitamina C. Las
tres isoenzimas TrxR humanas cotienen el residuo de SeCys en su C-terminal,
y son: TrxR-1 citosolica, TrxR-2 mitocondrial y TrxR-3 una enzima

glutation/tioredoxina reductasa especifica de los testiculos.
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La selenoproteina P (SELENOP) es una selenoenzima que se expresa
en numerosos tejidos, produciéndose en el higado y siendo secretada en el
plasma. Por ello, representa la forma mas grande de selenio en el plasma y
ademas esta involucrada en el transporte del elemento (Figura 21) [195,196].
Entre las funciones mas relevantes de esta proteina pueden mencionarse la
capacidad de reducir peroxinitritos e hidroperéxidos de fosfolipidos [197,198]
y de formar complejos de mercurio y cadmio [199]. Ademas, SELENOP
también presenta cardcter protector de los astrocitos humanos y células

endoteliales del dafio oxidativo [200].

Finalmente, la selenoalbimina (SeAlb), aunque no se define como
selenoproteina en si misma, debido a que no presenta residuos de SeCys en su
estructura, sino que contiene el elemento, se ha convertido en una proteina de
gran importancia en el metabolismo debido a su importante papel en el

transporte de selenio al higado para llevar a cabo la sintesis de SELENOP.

TORRENTE
SANGUINEO

HIGADO

Figura 21. Transporte de selenio en el torrente sanguineo y otros 6rganos.
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3.2.5. Selenoproteinas y el cancer.

Estudios genéticos afirman una conexion entre el riesgo de padecer
cancer y la alteraciéon en la expresion de selenoproteinas en tejidos [201]. Por
ejemplo, Ratnasinghe et al, asociaron un incremento del CP al encuentro de
una variante de un alelo del gen de GPx-1 causado por un polimorfismo
nucleétido en el codén 198 [202]. Estudios similares demostraron una
reduccion significante en la regulacion en los niveles de mARn de SELENOP
en tejidos de pacientes con cancer de colon y prdstata [203,204]. Murawaki et
al, demostraron que durante la progresion del cancer de colon, disminuye la
expresion de GPx-1, GPx-3 y SELENOP, mientras que la expresion de GPx-2
incrementa [205]. Por otra parte, la inhibicién de TrxR-1 también es
caracteristica para varios tipos de cancer [206]. El papel anticarcinogénico de
GPx-1, GPx-4 y SELENOP parece recaer en su funcion de degradacion de
perdxidos. Existen estudios que muestran una disminucion de la actividad de
GPx en carcinoma hepatocelular comparado con tejido normal adyacente
[207]. Esta reduccion puede ser debida a la intensificaién de la peroxidacion
lipidica y el incremento de los productos finales de la peroxidacién como el

malondialdehido

Asi pues, debido a que las modificaciones oxidativas causadas por el
dafio genotdxico son una caracteristica para el desarrollo del cancer, el selenio
puede considerarse como anticancerigeno por su capacidad de detoxificacion

de radicales libres a través de las selenoproteinas.

3.2.5.1. Suplemento de selenio como agente quimiopreventivo.

El selenio es un nutriente esencial con potencial anticarcinogénico,

sobre todo cuando es suplementado en la dieta. Las principales formas de
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selenio en suplementacién son SeMet y SeCys. En dosis bajas, el selenio
funciona como componente de SeCys en selenoproteinas especificas
promoviendo la proliferacion celular, importante para la respuesta inmune.
En altas dosis, pero no tdxicas, el selenio puede reducir el riesgo de padecer
cancer, bloqueando el ciclo de células tumorales, estimulando su apoptosis e
inhibiendo la migracion e invasion de las mismas [206]. Algunos
investigadores recomiendan el selenio en la nutricion de profilaxis
cancerigena a dosis de 50 a 100 pg de Se/dia. También lo recomiendan como
suplemento a la quimioterapia en el tratamiento del cancer a dosis de 200 pg
de Se/dia [208,209]. Otros estudios relacionados con la suplementaciéon de
selenio y la expresion de GPx en diferentes lineas celulares de CP concluyeron
que la completa expresion de las selenoproteinas GPx-1 y GPx-4 de estas
lineas celulares requeria la presencia de al menos 100 nM de selenio, aunque
el efecto era diferente segiin la linea celular y la selenoproteina estudiada
[208,209]. Sin embargo, no se puede demostrar a ciencia cierta la funciéon
quimiopreventiva del selenio y de las selenoproteinas ya que es un campo

poco profundizado y en desarrollo.

73



74



OBJETIVOS

75



76



OBJETIVOS

OBJETIVOS.

Debido a la dificultad de diagnostico precoz del cancer de pulmoén
por su caracter asintomatico en estadios tempranos y al aumento de la
probabilidad de supervivencia cuando la enfermedad no se encuentra en
estados muy avanzados, la busqueda e identificacion de nuevos
biomarcadores de diagnoéstico precoz es de gran interés en medicina. Ademas
también es importante el estudio de biomoléculas que permitan el
seguimiento del avance de la enfermedad. En este sentido, las técnicas
metabolomicas, metalémicas y ionémicas, representan una herramienta muy
atil para la identificacion de moléculas alteradas en la enfermedad, que

pudieran servir como posibles biomarcadores de diagnostico.

Asi pues, el principal objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido la
determinacién e identificacion de moléculas y elementos alterados en el
cancer de pulmon empleando tanto técnicas iondmicas, metaldmicas y
metabolomicas, asi como el estudio de la evolucidon de la enfermedad. De este

modo, los objetivos especificos de este trabajo se enumeran a continuacion:

1. Analisis metabolomico en suero, orina y lavado broncoalveolar de
pacientes con cancer de pulmoén. (Capitulo 1).

2. Evaluacion metabolomica en la progresion del cancer de pulmoén.
(Capitulo 2).

2.1. Estudio por estadios.

2.2. Comparacion con enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

3. Estudio de la dishomeostasis de metales en suero, orina y lavado
broncoalveolar de pacientes con cancer de pulmon. (Capitulo 3).

4. Analisis de selenoproteinas en suero de pacientes con cancer de

pulmoén. Importancia del selenio en el cancer. (Capitulo 4).
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Para alcanzar estos objetivos se desarrollaron metodologias analiticas
complementarias basadas en la espectrometria de masas para llevar a cabo los
analisis metabolémicas y metalémicas en muestras bioldgicas humanas

(suero, orina y lavado broncoalveolar).

- Desarrollo de plataformas metaboldmicas basadas en la infusién
directa de la muestra a un espectrometro de masas hibrido
cuadrupolar-tiempo de vuelo (DI-ESI-QTOF-MS).

- Desarrollo de plataformas metabolémicas basadas en el acoplamiento
de la cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS).

- Desarrollo de un método metalémico basado en la separacion de la de
las metalo-especies en la fracciéon de alto peso molecular (HMM) y en
la fraccion de bajo peso molecular (LMM) basado en el analisis por
ICP-QQQ-MS.

- Desarrollo de un procedimiento metalémico basado en la técnica de
la dilucion isotdpica de especies inespecificas para la determinacion

de selenoproteinas en suero (IDA-SEC-AF-ICP-QQQ-MS).
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PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES.
4, Poblacion de estudio.

Para la busqueda de posibles biomarcadores del CP, asi como de
metabolitos, metales y metalo-especies especificas de selenio, se estudiaron

tres poblaciones:

e Pacientes diagnosticados de cancer de pulmoén: muestras de suero
sanguineo, de orina y de lavado broncoalveolar.

e Pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC):
muestras de suero sanguineo.

e DPacientes con enfermedades pulmonares no cancerosas (EPNC)
(Hemoptisis, enfermedad pulmonar intersticial difusa, contusiéon
pulmonar): muestras de suero sanguineo, de orina y de lavado
broncoalveolar.

e Pacientes control: muestras de suero sanguineo, de orina y de lavado

broncoalveolar.

La poblacidén utilizada en estos estudios estd compuesta por pacientes
residentes en la provincia de Huelva, reclutados por el Area de Neumologia
del Hospital de Juan Ramoén Jiménez (Huelva, Andalucia, Espafia) durante el
periodo comprendido entre julio de 2011 y marzo de 2017. El primer grupo de
estudio esta formado por pacientes con enfermedad neoplasica de origen
pulmonar diagnosticados mediante técnicas convencionales

(fibrobroncoscopia y andlisis anatomo-patologico de las muestras obtenidas).

El grupo control, estuvo compuesto por personas sanas (sin patologia
pulmonar conocida ni historia oncoldgica previa), evaluados en el citado

hospital por otras causas. Asimismo, los dos grupos restantes pertenecieron a
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pacientes con enfermedades pulmonares no cancerosas (ENC), incluyendo la
EPOC, diagnosticados al igual que los pacientes de CP por técnicas como la
broncoscopia y analisis anatomo-patoldgico de las muestras obtenidas. Cabe
destacar que para cada estudio la distribuciéon de grupos fue diferente debido
principalmente a la disponibilidad de la cantidad de muestra en ese periodo
concreto. Las siguientes tablas muestran caracteristicas clinicas de todos los
pacientes que participaron en cada estudio. Las tablas 6a y 6b resumen las
caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio metabolémico por la

metodologia GC-MS.

Tabla 6a. Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio metabolémico

realizado por la metodologia GC-MS (Capitulo 1). Muestras de suero y orina.

SUERO Y ORINA CP (n=32) C(n=29)
Sexo (H/M) 28/8 18/11
Edad (afios) 66 +12 56+ 13

Histologia
CPNCP 26 -
CPCP 6 -
Habito tabaquico
Fumadores 7 0
Ex fumadores 20 16
No fumadores 3 13
Comorbilidades
HTA(%) 59 48
Asma (%) 6 0
DM (%) 25 28

H: hombre, M: mujer, CPNCP: cancer de pulmén de células no pequefias,
CPCP: cancer de pulmén de células pequefias, HTA: hipertension arterial,

DM: diabetes mellitus.
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Tabla 6b. Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio metabolémico

realizado por la metodologia GC-MS (Capitulo 1). Muestras de LBA.

LBA CP (n=24) EPNC(n=30)
Sexo (H/M) 16/8 25/5
Edad (afios) 65+ 12 55+15
Histologia
CPNCP 21 -
CPCP 3 -
EPID - 17
Hemoptisis - 9
Bronquiectasias - 4

Habito tabaquico

Fumadores 4 11
Ex fumadores 20 16
No fumadores - 3

Comorbilidades
HTA(%) 79 33
Asma (%) 8 3
DM (%) 33 17

H: hombre, M: mujer, CPNCP: cancer de pulmén de células no pequefias,
CPCP: cancer de pulmodn de células pequenas, EPID: Enfermedad pulmonar

difusa, HTA: hipertension arterial, DM: diabetes mellitus.

Las caracteristicas de los pacientes de CP y EPOC del estudio
metaboléomico en suero por DI-ESI-QTOF-MS, asi como el analisis por

estadios se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio metabolémico
realizado por la metodologia DI-ESI-QTOF-MS (Capitulo 2). Muestras de

suero.

Caracteristicas CP (n=30) C (n=30) EPOC (n=30)
Edad (anos) 67 +12 56 + 14 66+9
Sexo (H/M) 25/5 14/16 25/5

Histologia
CPNCP 26 - -
CPCP 4 - -
Estadios

I 8 - -

I 8 - -

v 14 - -
Bronquitis crénica - - 12
Enfisema pulmonar - - 18

Habito tabaquico

Fumadores 10 1 7
Ex fumadores 17 18 20
No fumadores 3 11 3

Comorbilidades
HTA(%) 60 19 50
Asma (%) 4 0 2
DM (%) 27 18 18

H: hombre, M: mujer, CPNCP: cancer de pulmén de células no pequefias,
CPCP: cancer de pulmén de células pequefias, HTA: hipertension arterial,

DM: diabetes mellitus.
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La Tabla 8 muestra las caracteristicas de los pacientes del estudio

multielemetal incluyendo las fracciones HMM y LMM de suero por ICP-
QQQ-MS.

Tabla 8a. Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio metalémico

realizado por ICP-QQQ-MS (Capitulo 3). Muestras de suero y orina

Muestras Caracteristicas CP C
N¢ de muestras n=48 n=39
Edad (anos) 65+11 58 + 14
Sexo (H/M) 39/9 17/22
Histologia
CPNCP 42 -
CPCP 6 -
SUEROY Habito tabaquico
ORINA Fumadores 11 0
Ex-fumadores 32 22
No fumadores 5 17
Comorbilidades
HTA (%) 59 48
Asma (%) 6 0
DM (%) 25 28

H: hombre, M: mujer, CPNCP: cancer de pulmén de células no pequefias,
CPCP: cancer de pulmoén de células pequefias, HTA: hipertensiéon arterial,

DM: diabetes mellitus.
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Tabla 8b. Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio metalémico

realizado por ICP-QQQ-MS (Capitulo 3). Muestras de suero y orina.

Muestras Caracteristicas cp EPNC
N¢ de muestras n=24 n=31
Edad (anos) 65+13 54+14
Sexo (H/M) 20/4 27/4
Histologia
CPNCP 22 -
CPCP 2 -
EPID - 11
Hemoptisis - 5
Bronquiestasias - 5
LBA NPS - 3
Otros* - 7
Habito tabaquico
Fumadores 4 11
Ex-fumadores 20 16
No fumadores - 3
Comorbilidades
HTA (%) 79 33
Asma (%) 8 3
DM (%) 33 17

H: hombre, M: mujer, CPNCP: cancer de pulmén de células no pequefias,

CPCP: cancer de pulmén de células pequenas, EPID: enfermedad pulmonar

no difusa, NPS: nédulo pulmonar solitario, HTA: hipertension arterial, DM:

diabetes mellitus. *Contusién pulmonar.
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Finalmente, para el estudio de selenoproteinas por IDA-SEC-AF-ICP-
QQQ-MS se utilizaron muestras de suero correspondientes a pacientes con

CP y a pacientes sanos cuyas caracteristicas clinicas se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio
metalémico realizado por la metodologia IDA-SEC-AF-ICP-QQQ-MS

(Capitulo 4). Muestras de suero.

Muestras Caracteristicas cpr C
N¢ de muestras n=48 n=39
Edad (anos) 64 +10 58 +13
Sexo (H/M) 38/10 18/21
Histologia
CPNCP 42 -
CPCP 6 -
Habito tabaquico
SUERO
Fumadores 12 0
Ex-fumadores 31 23
No fumadores 5 16
Comorbilidades
HTA (%) 58 49
Asma (%) 5 0
DM (%) 23 27

H: hombre, M: mujer, CPNCP: cancer de pulmén de células no pequefias,
CPCP: cancer de pulmén de células pequefias, HTA: hipertension arterial,

DM: diabetes mellitus.
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Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién venosa de
la region antecubital, después de 8 horas, y se recolectaron en tubos BD
Vacutainer SST II con separador de gel y sistema de vacio Advance. Las
muestras se enfriaron inmediatamente y se protegieron de la luz durante 30
minutos para permitir la retracciéon del coagulo. Junto a la extraccion
sanguinea se recogieron muestras de orina de los diferentes pacientes. Del
mismo modo, las muestras de lavado broncoalveolar (LBA) fueron obtenidas
mediante broncoscopia. Debido al caracter invasivo de la técnica utilizada
para obtener el LBA, no fue posible obtener muestras de personas sanas.
Después de la centrifugacion (2057 g durante 10 minutos) de los tres tipos de
muestra se dividieron alicuotas de suero, orina y LBA en tubos Eppendorf y
se congelaron a =80 °C hasta su analisis. Ademas, se recogieron datos clinicos
de los pacientes para realizar su clasificaciéon en un grupo concreto, asi como
para tener en cuentas las posibles comorbilidades que puedan afectar en el

estudio.

El trabajo se realizd de acuerdo con los principios contenidos en la
Declaracién de Helsinki y aprobado por el Comité Etico del Hospital Juan

Ramon Jiménez.

5. Procedimientos experimentales empleados en el estudio.
5.1. Plataforma metabolomica basadas en espectrometria de masas organica.

5.1.1.  Analisis de suero sanguineo y LBA mediante DI-ESI-QTOF-MS.

El tratamiento de muestras de suero para analisis metabolémico
por DI-ESI-QTOF-MS se llevd a cabo mediante una extraccidon secuencial en
dos etapas. La primera etapa de extracciéon consistié en la adicién de 400 pl de
una mezcla MeOH:EtOH (1:1 v/v) a 100 pl de suero con el fin de provocar la

precipitacion de proteinas. Las muestras se agitaron en un vortex durante 5
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minutos y se centrifugaron a 2057 g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante
resultante se recogio y se llevd a sequedad mediante un concentrador a vacio
SAVANT SPD111V SpeedVac Concentrator, Thermo Fisher™. Seguidamente
se reconstituyé con 100 ul de MeOH:H20 (8:2 v/v) y se acidifico con 0,1%
(v/v) de acido férmico antes de su analisis. El precipitado aislado se sometio a
una extraccion adicional basada en la adicion de 400 pl de una mezcla
CHClIz:MeOH (1:1 v/v) seguida de agitacion durante 5 minutos. El extracto
obtenido se centrifugoé a 12857 g, a 4°C, durante 10 minutos y se llevd a
sequedad a través de una corriente de nitrégeno. Finalmente se reconstituyo
con 100 ul de una mezcla Cl2Cla: MeOH (6:4 v/v) que contenia 10 mM de

formiato de amonio.

El tratamiento de muestra para la extraccion de metabolitos en LBA
se baso en el método propuesto por Charles R. Evans et al, [210] con algunas
modificaciones, que consistid6 en la adicion de 400 upl de mezcla de
MeOH:CHCIs 9:1 (v/v) a 100 pul de LBA. La mezcla se agité durante 5 minutos
en un vortex y se centrifugé a 15,000 g durante 10 min. Finalmente, al
sobrenadante resultante se afiadieron 10 ul de 0,1 % (v/v) de acido férmico

para favorecer la ionizacion de las moléculas.

Los experimentos DI-ESI-QQQ-TOF-MS se realizaron en un sistema
hibrido QSTAR XL (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.),
utilizando una fuente de ionizacidn por electrospray (ESI). Las muestras se
introdujeron en el espectrémetro de masas a una velocidad de flujo de 5 ml
min' mediante una bomba de infusién integrada con una jeringa Hamilton de
1 ml de volumen. Los datos se obtuvieron en modos de ionizacién positiva y
negativa, adquiriendo espectros de barrido completo durante 0,2 min en el

rango m/z 50 a 1100 amu. Para la ionizacion positiva el voltaje (IS) se ajustd a
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3300 V, mientras que para el modo negativo se fijo a -4000 V. Se utilizé
nitrégeno de alta pureza como gas de nebulizacién y cortina, a velocidades de
flujo de aproximadamente 1.13 1 min' y 1.56 I min’, respectivamente. La
temperatura de la fuente se fijé a 60 °C para ambos modos de ionizacién. Para
el modo positivo el potencial de desintegracion (DP) se fij6 a 60 V y el
potencial de enfoque (FP) a 250 V. En el caso del modo de ionizacién negativa
los parametros fueron DP: -100 V y FP: -250 V. La energia i6nica (IE) se fijé a
2.0 V en modo positivo y -2.0 V en el caso de modo negativo. Para adquirir los

espectros MS/MS, se utiliz6 nitrégeno como gas de colision.

5.1.2.  Analisis de suero sanguineo, orina y LBA mediante GC-MS.

La extraccion de las muestras de suero para el analisis
metabolémico por GC-MS fue la misma que la empleada la primera etapa de
extracciéon del procedimiento descrito en el apartado anterior (Seccién 5.1.1.
“Andlisis de suero sanguineo y LBA mediante DI-ESI-QTOF-MS”). Antes de la
extraccion de metabolitos, se afiadieron 10ul de ureasa de Canavalia
ensiformis (Jack bean) Tipo IX (1 mg 1) a la orina para degradar la urea. La
mezcla se incubd a 37 °C durante 10 min. La extraccion de metabolitos
consistio en la adicion de 200 ul de MeOH a 50 pl de muestra, con posterior
agitacion para la completa homogeneidad del extracto. Las muestras se
llevaron a sequedad empleando el sistema de sequedad a vacio SAVANT
SPD111V SpeedVac Concentrator, Thermo Fisher, en las mismas condiciones
que las muestras de suero. Las muestras de LBA fueron preconcentradas
utilizando el mismo sistema de sequedad SAVANT SPD111V SpeedVac

Concentrator, Thermo Fisher.

Finalmente, para el analisis por GC-MS, los tres tipos de extractos

(suero, orina y LBA) se reconstituyeron con agentes derivatizantes. Para la
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proteccion de los grupos carbonilo por metoximacién, los extractos se
resuspendieron en 50 pl de 20 mg mL' de metoxiamina en piridina, y se
incubaron a 80°C durante 15 minutos en un bafio termostatizado.
Posteriormente, se realizé la reaccion de sililaciéon mediante la adicion de 50
pl de trimetilsilistrifluroacetamida (MSTFA) y la incubacién a 80 °C durante
15 min. Finalmente, los extractos se centrifugaron a 2057 g durante 5 minutos

y el sobrenadante se recogid para su analisis.

La separacion cromatografica se realizé en un cromatografo de
gases UltraTrace GC-MS acoplado a un detector de espectrometria de masas
con trampa de iones ITQ900 (Thermo Fisher Scientific), utilizando una
columna VF-5MS Factor Four capillary 30 mx 0,25 mm ID, con 0,25 mm de
diametro (Varian). La temperatura de la columna GC se ajusté a 100 °C
durante 0,5 minutos y se programo para alcanzar los 320°C a una velocidad
de 15°C por minuto. Finalmente, esta temperatura se mantuvo durante otros 7
min, siendo el tiempo total de analisis 22.17 min. La temperatura del inyector
se mantuvo a 280 °C y se utiliz6 helio como gas portador, a una velocidad de
flujo constante de 1 ml min'. Para la deteccion por espectrometria de masas,
la ionizacién se llevo a cabo mediante impacto electréonico (EI) con un voltaje
de 70 eV, en el rango de m/z 35-650 uma, con una temperatura de la fuente

fijada en 200° C. Se inyect6 un 1ul de muestra en modo sin division (splitless).

5.1.3. Procesamiento de los datos.

e Perfiles de DI-ESI-QTOF-MS.

Los datos en bruto del analisis por DI-ESI-QTOF-MS se exportaron
en formato .wif directamente del programa informatico del sistema QSTAR

XL (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). Estos archivos fueron
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importados al software Markerview™ (Applied Biosystems) con el fin de
reducir valores de m/z e intensidades con menos importancia, para la
construccion de una matriz de datos bidimensional (m/z vs intensidad). Para
este proposito, se aplicd un filtro de 100 cuentas de intensidad y se realizé la
prueba t-Student para eliminar las variables no significativas del conjunto de
datos. Ademas, los resultados fueron normalizacion utilizando la suma total

del area para corregir posibles desviaciones instrumentales.

e DPerfiles de GC-MS.

Los cromatogramas resultantes del analisis metaboléomico por GC-
MS se procesaron siguiendo el procedimiento descrito por Katajamaa y Oresic
[211] basado en la aplicacién de diferentes etapas a los datos, incluyendo la
deteccion de variables, la alineacion de picos y la normalizaciéon. Para este
propodsito se utilizd el software de libre acceso XCMS incluido en la
plataforma R (http: //www.r -project.org). En primer lugar, los archivos en
bruto se transformaron en formato netCDF empleando la herramienta
Thermo File Converter (ThermoFisher Scientific) y posteriormente se
procesaron siguiendo el método matchfilter, basado en un algoritmo que
divide los perfiles metabolémicos en diferentes cromatogramas de iones
extraidos (XIC) empleando un ancho de m/z constante (0.1 Da). Seguidamente
cada division del cromatograma se filtra utilizando la segunda derivada de la
funciéon Gaussiana como modelo de forma de pico. Ademas para extraer la
maxima informacion posible los parametros de XCMS fueron optimizados. En
este sentido, se ajusto el valor de umbral de ruido a S/N (signal to noise) a2 y
el ancho total a la mitad de la altura del pico (fwhm, fullnwidth at half-
maximun) a 3. Después de la extraccidn completa, se realizaron correcciones

tanto en la agrupacién de picos como en su tiempo de retencion (alineacion)
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empleando tres ciclos iterativos con ancho de banda descendente (bw) de 5 a
1 s. Finalmente, se llevé a cabo la normalizacion de los datos utilizando el
método de normalizacion LOESS “locally weighted scatterplot smoothing”,
que corrige la variabilidad intermuestral aproximando a cero las diferencias
en las intensidades de los picos entre muestras distintas. Los datos pre-
procesados fueron exportados a archivo .csv para el posterior analisis

estadistico mediante procedimientos multivariantes.

5.2. Plataforma metalomica basada en espectrometria de masas inorganica.

5.2.1. Analisis multielemental de suero, orina y lavado broncoalveolar

mediante ICP-QQQ-MS.

El tratamiento de las muestras de suero, orina y LBA para la
determinacién multielemental consistid6 en una diluciéon de 1 ml de las
mismas con agua ultrapura teniendo en cuenta la relacion muestra:disolvente
1:5 (v/v). Ademas, a estas disoluciones se le afadieron 100 ug 1' de Rh como

patron interno.

El andlisis se llevo a cabo utilizando un plasma de acoplamiento
inductivo acoplado a espectrémetro de masas equipado con un triple
cuadrupolo, ICP-QQQ-MS (Agilent 8800 Triple Quad, Agilent Technologies,
Tokio, Japén). Las condiciones instrumentales se optimizaron utilizando una
disolucion acuosa de sintonizacion que contenia 1 mg 1 de Li, Co, Yy Tl y
conos de muestreo y skimmer de niquel. Otros parametros optimizados
fueron el forward power (1550 W), la distancia de la antorcha a la interfase
(10mm) y los caudales de los diferentes gases empleados: 15 1 min-! para gas
de plasma y 1,08 ] min para gas portador. Para analizar la mayor parte de los
elementos se utilizo un flujo de helio de 4.5 ml min-! con una pureza de 99,999

%. Para el andlisis de selenio, se utilizé un flujo de 2 ml min' de H>

93



PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

(pureza>95%) con 40% de Oz (pureza>99,999%) en modo MS/MS. Los isétopos
monitorizados fueron 51V, 53Cr, 5Mn, 5Fe, 6Cu, 6Zn, 6°Cu, 6Zn, 78Se, 8Se,

%Mo, %Mo, 1%Rh, 112Cd, ™Cd y 28Pb con un dweel time de 0,3 s por is6étopo.

Ademas para la validacién del método analitico se analizaron
materiales de referencia de suero (Clinchek, Serum control lyophilized for
trace elements, level II, RECIPE) y de orina (Clinchek, Urine control
lyophilized for trace elements, level II, RECIPE) y se realizaron analisis de

repetitividad.

5.2.2. Determinacién de elementos en la fraccion de alto y bajo peso
molecular en muestras de suero (HMM, LMM) mediante

precipitacion no desnaturalizante e ICP-QQQ-MS.

El fraccionamiento de las muestras de suero en fracciéon de alta
masa molecular (HMM) y de baja masa molecular (LMM) se basé en la
precipitacion de proteinas en condiciones no desnaturalizantes. Para ello, se
anadieron 600 pl de acetona fria (20°C) a 300 pl de suero manteniéndose
durante 10 min en un bafio de hielo. La mezcla se agité en un vortex y se
sometio a centrifugacion (12 857 g, 4 °C, 5 min) para separar el sobrenadante
del pellet resultante. El sobrenadante, que contiene especies de LMM se llevd
a sequedad bajo una corriente de nitrégeno y se reconstituyd en 1 ml de agua
ultrapura con 100 ug 1?7 de Rh como patrén interno. Por otro lado, el
precipitado se sometié a digestion acida asistida por microondas para la
determinacién de metales contenidos en la fraccion HMM. El precipitado se
introdujo en un recipiente de microondas junto con 500 pl de una mezcla
HNOs:H20: (4:1, v/v). La mineralizaciéon se llevé a cabo en un horno

microondas MARS (CEM Matthrews, NC, EUA) a 400 W, incrementando la
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temperatura a 150 °C en 10 min. Tras la digestion, los extractos se diluyeron a

3 ml con agua ultrapura que contenia 100 pg 1-' de Rh.

Antes del andlisis por ICP-QQQ-MS las muestras se filtraron
utilizando filtros de PTFE de 0,45 um. La separacién de la fraccion HMM y
LMM solo pudo realizarse en las muestras de suero, ya que las muestras de
orina y LBA no presentaron precipitacion con la adiciéon de disolventes
organicos. Para garantizar la integridad del enlace metal-proteina, la
metodologia se validdé mediante el analisis de una disoluciéon patrén de
albimina de suero bovino que contenia Cu y Zn, empleando el mismo

fraccionamiento que a las muestras de suero.

5.2.3. Determinacion de selenoproteinas en suero sanguineo mediante IDA-

SEC-AP-ICP-QQQ-MS.

El tratamiento de muestras de suero para la determinacién de
selenoproteinas solo consistio en el filtrado de las mismas a través de filtros
de PVDF (polidifluoruro de vinilideno) de 20 mm de diametro y 0.2um de
tamano de poro, con el fin de evitar la obstruccion o sobrecarga de columnas.
La separacion de los selenometabolitos y de las selenoproteinas se realizo
mediante el acoplamiento de columnas de cromatografia de exclusiéon (SEC) y
cromatografia de afinidad (AF) haciendo uso de una valvula de conmutacién

de seis vias, segtin el esquema que se muestra en la Figura 22.

Las selenoproteinas a separar fueron eGPx, SELENOP y SeAlb.
Ademas el uso de dos columnas SEC en serie permitié aumentar el poder de
resolucion para separar el pico cromatografico correspondiente a las especies

de selenio de bajo peso molecular.
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POSICION A POSICION B
Inyector Inyector
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Figura 22. Diagrama esquematico del acoplamiento IDA-SEC-AF-ICP-QQQ-MS

para la especiacion selenoproteinas en muestras suero humano.

De forma detallada, el acoplamiento SEC-AF-ICP-QqQ-MS (Figura
20) consistié en la conexion en serie de 2 columnas de exclusion de tamano
HiTrap® Desalting (GE Healthcare, Sigma Aldrich, Germany) de 5 ml a una
columna de afinidad de 1 ml de heparina sefarosa (HiTrap® Heparine High
Performance, GE Healthcare, Sigma Aldrich, Germany) y a una columna de
azul sefarosa de 1 ml (HiTrap® Blue High Performance, GE Healthcare,
Sigma Aldrich, Germany) esta ultima en el bucle de una vélvula de
conmutacion de seis vias. La columna SEC HiTrap Desalting se usa
normalmente para eliminar componentes de baja masa molecular (MW <1000
Da) de moléculas de alta masa molecular, tales como ADN, proteinas o
péptidos (MW> 5000 Da). Por otro lado, la columna HEP-HP es capaz de
retener selectivamente SELENOP mientras que la columna BLUE-HP retiene

tanto SELENOP como SeAlb [212-214]. Finalmente, se conecta la salida de la
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unidad cromatografica con una pieza en forma de T y esta con la entrada del
nebulizador del ICP-QQQ-MS a través de un tubo de PEEK de 30cm (0,6 mm

de didmetro interno).

La cuantificacion absoluta de selenoproteinas se llevo a acabo
mediante andlisis de dilucién isotopica de “especies no especificas” mediante
la introduccién directa y post-columna de un flujo de 0.1 ml min"' de una
disolucion de 5 ng-g?' de 74Se a través del conector T al ICP-QQQ-MS. La
elucion de las proteinas se baso en el aumento de la fuerza idnica de la fase
movil, a través de un gradiente de menor a mayor concentracién, pasando de
la fase movil A (0.05 M de AcNH4, pH=7.4) a la B (1.5 M de AcNH4, pH=7.4).
El volumen de inyeccion de muestra fue de 100 ul y el flujo de elucién de las
proteinas de 1.3 ml min siguiendo el programa cromatografico y el cambio
de posicion de las valvulas que se detallan en la Tabla 10. Las posiciones A 'y

B se describen a continuacion.

Tabla 10. Condiciones operacionales del analisis IDA-SEC-AF-ICP-QqQ-MS.

Programa cromatografico

Tiempo (min) Fase movil
0-12 100 % de A
12-35 100 % de B
35-40 100% de A

Posicion de valvulas

Tiempo (min) Posicion
0 A: Inyeccion (1 = 2)
19 B: Carga (1 - 6)
24 A: Inyeccién (1 - 2)
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Posicion A. La muestra es transportada por la fase mévil A y pasa por las
diversas columnas, quedando retenidas las selenoproteinas, que
posteriormente eluyen de forma diferencial. Con la fase moévil A eluye eGPx
(Tr= 4,5 min), que no queda retenida en las columnas de afinidad y los
selenometabolitos a Tr= 8,5 min que se separan gracias a la segunda unidad
de SEC. SELENOP queda retenida en la columna heparina-sefarosa eluyendo
con fase mévil B a los 21 minutos. En esta posicion, la fase movil B no pasa

por la columna de azul-sefarosa, no produciéndose la elucion de la SeAlb.

Posicién B. En esta posicidn, la fase mévil B pasa por la columna de afinidad
de azul-sefarosa, eluyendo SeAlb a Tr=26 minutos. Tras la elucién de todas las
selenoproteinas se pasa la fase mévil A a través del sistema durante 10 min,

para equilibrarlo antes de la siguiente inyeccion.

La Figura 23 muestra el cromatograma de una muestra de suero humano

analizada mediante IDA-SEC-AF-ICP-QQQ-MS.
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Figura 23. Cromatograma resultante de una muestra de suero humano determinado

por la metodologia SEC-AF-ICP-QQQ-MS
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5.2.4. Procesamiento de datos.

e Cuantificacion de selenoproteinas en suero.

La cuantificacion del contenido de selenio en eGPx, selenometabolitos,
SELENOP y SeAlb se llevo a cabo mediante dilucion isotdpica de especies
inespecificas post-columna. El procedimiento de cuantificacion se baso6 en la
conversion de las intensidades de los diferentes is6topos monitorizados de
selenio a cromatograma de flujo masico mediante la ecuaciéon de la dilucién
isotopica (Seccion 2.3.1: Fundamento matemdtico de la dilucion isotopica) [215].
Para ello se utilizé la relacion isotopica 7*Se/7Se. Las areas de los picos de los
cromatogramas de flujo masico se integraron utilizando el programa Origin
8.0, OriginLab Corporation. Cada scan del cromatograma, en unidades
arbitrarias, representa una relacion isotopica 7*Se/”8Se, que tras su integracion
mediante la ecuacién de dilucion isotdpica correspondiente, se divide por la
cantidad de muestra analizada (0.1 g) para calcular las concentraciones de

selenio en cada selenoproteina en unidades de ng g'.

5.3. Analisis estadistico de los resultados.

5.3.1. Anélisis multivariante.

Los datos resultantes de los analisis realizados por DI-ESI-QqQ-
TOF-MS y GC-MS se procesaron con el software SIMCA P ™ (versién 11.5,
publicado por UMetrics AB, Umed, Suecia) para realizar el analisis de
componentes principales (PCA) y el andlisis discriminante de minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) con el fin de discriminar entre los grupos del
estudio. Antes de realizar el analisis estadistico, se aplico el escalado de
Pareto a los datos para reducir la importancia relativa de los valores mas

elevados, y la transformaciéon logaritmica, para aproximarse a una
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distribucion normal [216]. La validacién de los modelos se llevd a cabo
mediante el valor de los parametros R? y Q2, que cuantifican la separacion de

clases y el poder determinante del modelo, respectivamente.

Finalmente, los metabolitos responsables de la discriminacién se
seleccionaron de acuerdo con Variable Importance in the Projection, VIP
(suma ponderada de cuadrados del peso en PLS, que indica la importancia de
la variable en el modelo), considerando solo las variables con valores VIP
superiores a 1, indicativos de diferencias significativas entre grupos. Cabe
destacar que la clasificacién de grupos CP y controles teniendo en cuenta la
concentracion de metales también se realiz6 mediante el analisis estadistico

PLS-DA.

5.3.2. Andlisis univariante.

El andlisis univariante se empledé tanto en los resultados
metabolomicos como en los metalomicos. Asi pues, para determinar la
existencia de diferencias significativas en los metabolitos con VIP>1
determinados en el analisis multivariante, los datos se sometieron a analisis
univariante ANOVA de una via seguida de una correccion multiple con el
test de Tukey (las variables mostraron una distribuciéon Gaussiana) con el
software STATISTICA 8.0 sotfware, StatSoft, Tulsa, EE. UU. Se utilizé un
nivel de probabilidad de 0.05 como criterio de significacion. Este andlisis
también se empled para comprobar la existencia de diferencias significativas
entre concentraciones de diferentes selenoproteinas de grupos de pacientes

CP y controles.

El andlisis univariante realizado para comprobar la existencia de

diferencias significativas en el estudio iondmico mediante ICP-QQQ-MS fue
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de tipo no paramétrico ya que la mayoria de las variables mostraron una
distribucion sesgada (verificada por graficas de probabilidad normal) y las
varianzas no fueron homogéneas (comprobado por la prueba de Levene). Asi,
se aplicd la comparaciéon de grupos utilizando el anadlisis de varianza de una
via de Krustal-Wallis, y cuando se observaron efectos significativos, se aplicd

la prueba U de Mann Whitney de comparaciones por parejas.

5.3.3. Analisis de especificidad y sensibilidad de biomarcadores. Curvas

ROC.

Para determinar la especificidad y sensibilidad de los metabolitos,
metales y metalobiomoléculas alteradas determinadas en esta Tesis Doctoral
se empled el analisis de curvas ROC (Receiver Operator Characteristic) cuyo
valor de area bajo la curva, (AUC, Area Under the Curve) es indicativo de la
calidad de la variable como biomarcador de diagnostico. Asi pues, un
biomarcador puede considerarse excelente cuando el valor AUC es mayor a
0.9, muy bueno si se encuentra entre 0.9-0.8, bueno 0.8-0.7, moderado 0.7-0.6
y pobre si es menor a 0.6. Estos valores se determinaron con ayuda de por la

herramienta web Metaboanalyst 4.0 (http://www.metaboanalyst.ca/).

5.3.4. Analisis de rutas metabdlicas.

Se realizo un analisis de rutas metabdlicas para identificar las vias
afectadas a partir de los metabolitos alterados mediante la herramienta web
Metaboanalyst 4.0 (http://www.metaboanalyst.ca/). Este andlisis consiste en
la combinacién del analisis de enriquecimiento y del topologico de las rutas,
para los que se seleccionaron las opciones de la biblioteca “Homo sapiens” y
los algoritmos predeterminados de “Hypergeometric test” y “Relative-

Betweenness Centrality”. Para identificar las rutas mas relevantes, el umbral
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de valor de impacto calculado a partir del analisis de la topologia de la ruta se

establecié en 0.1.

5.3.5. Andlisis de correlacion.

Se realizaron andlisis de correlaciéon mediante el calculo de los
coeficientes de correlacion de Spearman utilizando el software STATISTICA

8.0. (StatSoft, Tulsa, USA).

5.4. Identificacion de metabolitos alterados.

La identicacién de metabolitos se llevo a cabo de diferentes formas
dependiendo de la metodologia empleada. En el caso de los resultados de DI-
ESI-QTOE-MS, la identificacion se basd principalmente en la realizacion de
experimentos MS/MS y la busqueda de fragmentos caracteristicos en bases de
datos como METLIN (http://metlin.scripss.edu), MassBank
(http://massbank.eu) y Human Metabolome DataBase (http://hmdb.ca)
disponibles de forma gratuita en la web. Los metabolitos alterados
determinados por GC-MS se identificaron con la ayuda de la base de datos
NIST, integrada en el propio sotfware del instrumento, teniendo en cuenta

una probabilidad de coincidencia del espectro de masas del 80%.
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CAPITULO 1

Capitulo 1. Estudio metabolémico en muestras de suero, orina y lavado
broncoalveolar de pacientes con cancer de pulmdon mediante el analisis
por GC-MS.

Articulo 1. B. Callejon-Leblic, T. Garcia-Barrera, A. Pereira-Vega, J.L.
Gomez-Ariza, Metabolomic study of serum, urine and bronchoalveolar
lavage fluid based on gas chromatography mass spectrometry to delve
into the pathology of lung cancer, Journal of Pharmaceuthical and
Biomedical Analysis 163 (2019) 122-129.

Articulo 2. B. Callejon-Leblic, T. Garcia-Barrera, J. Gravalos-Guzman, A.
Pereira-Vega, J.L. Gomez-Ariza, Metabolic profiling of potential lung
cancer biomarkers using bronchoalveolar lavage fluid and the integrated
direct infusion/gas chromatography mass spectrometry platform, Journal
of Proteomics. 145 (2016) 197-206.
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Capitulo 1.

Los articulos “Metabolomic study of serum, urine and bronchoalveolar
lavage fluid based on gas chromatography mass spectrometry to delve into the
pathology of lung cancer” y “Metabolic profiling of potential lung cancer biomarkers
using bronchoalveolar lavage fluid and the integrated direct infusion/gas
chromatography mass spectrometry platform” han sido retirados de la Tesis
Doctoral debido a restricciones relativas a los derechos de autor. Estas
publicaciones han sido sustituidas por su referencia bibliografica, enlace al

articulo, DOI y resumen.

Articulo 1:

B. Callejon-Leblic, T. Garcia-Barrera, A. Pereira-Vega, J.L. Gomez-Ariza,
Metabolomic study of serum, urine and bronchoalveolar lavage fluid based
on gas chromatography mass spectrometry to delve into the pathology of
lung cancer, Journal of Pharmaceuthical and Biomedical Analysis 163 (2019)

122-129.

Enlace a la publicacion: https://doi.org/10.1016/j.jpba.2018.09.055

DOI: 10.1016/j.jpba.2018.09.055

RESUMEN:

This study explores for the first time the combination of serum, urine
and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) to deep insight into the pathology of
lung cancer (LC) using a metabolomic platform based on gas chromatography
mass spectrometry (GC-MS). The study includes LC patients, healthy control

group (HC) and a group of patients with noncancerous lung diseases (NCC)
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used as a control group respect to BALF because of the invasive nature this

fluid collection.

The metabolomic platform was applied to serum, urine and BALF
samples in order to compare the metabolomic profiles of these biological
fluids and establish metabolic similarities and differences between them. The
application of PLS-DA presented a clear classification of groups for all types
of samples, indicating the existence of altered metabolites in LC. Twenty six
and thirty one perturbed metabolites in the LC were annotated in the
comparison of serum and urine samples. On the other hand, sixteen
metabolites were altered in BALF of LC patients compared to NCC. The
pathway analysis indicated that several amino acid metabolic routes were the
most affected in LC. Finally, ROC curves were applied to the dataset and
metabolites with an AUC value higher than 0.75 were considered as relevant

in the progression of LC.

Articulo 2:

B. Callejon-Leblic, T. Garcia-Barrera, J. Gravalos-Guzman, A. Pereira-Vega,
J.L. GOmez-Ariza, Metabolic profiling of potential lung cancer biomarkers
using bronchoalveolar lavage fluid and the integrated direct infusion/gas
chromatography mass spectrometry platform, Journal of Proteomics. 145

(2016) 197-206.

Enlace a la publicacion: https://doi.org/10.1016/j.jpba.2018.09.055

DOI: 10.1016/j.,jpba.2018.09.055
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RESUMEN:

Lung cancer is one of the ten most common causes of death
worldwide, so that the search for early diagnosis biomarkers is a very
challenging task. Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) provides information
on cellular and biochemical epithelial surface of the lower respiratory tract
constituents and no previous metabolomics studies have been performed
with BALF samples from patients with lung cancer. Therefore, this fluid has
been explored looking for new contributions in lung cancer metabolism. In
this way, two complementary metabolomics techniques based on direct
infusion high resolution mass spectrometry (DI-ESI-QTOF-MS) and gas
chromatography mass spectrometry (GC-MS) have been applied to compare
statistically differences between lung cancer (LC) and control (C) BALF
samples, using partial least square discriminant analysis (PLS-DA) in order to
find and identify potential biomarkers of the disease. A total of 42 altered
metabolites were found in BALF from LC. The metabolic pathway analysis
showed that glutamate and glutamine metabolism pathway was mainly
altered by this disease. In addition, we assessed the biomarker specificity and
sensitivity according to the area under the receiver operator characteristic
(ROC) curves, indicating that glycerol and phosphoric acid were potential

sensitive and specific biomarkers for lung cancer diagnosis and prognosis.
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Este capitulo describe la aplicacién de una plataforma metabolémica
basada en GC-MS a muestras de suero, orina y LBA de pacientes con CP. La
principal novedad de este estudio fue el andlisis metaboléomico de LBA de
pacientes con CP por primera vez, y el estudio comparativo de estos
resultados con los de otros fluidos bioldgicos (suero y orina) de los mismos
pacientes. El propdsito de relacionar los metabolitos alterados en diferentes
fluidos fue obtener un conjunto de biomarcadores que faciliten el diagnostico
de CP. La metodologia por GC-MS permitié analizar los tres fluidos, con la
particularidad del uso de ureasa en orina, necesario para eliminar una banda

producida en el cromatograma debido a la saturacion por urea (Figura 24).
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Figura 24. Cromatogramas correspondiente a una muestra de orina de un paciente

con CP a) sin tratamiento con ureasa, b) con tratamiento de ureasa.
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Los resultados estadisticos mostraron el cambio de un gran niimero
de aminoacidos en CP (L-glicina, L-alanina, L-valina, L-prolina, L-serina, L-
asparagina, L-glutamato, L-aspartato, L-treonina, L-ornitina, L-cisteina y L-
glutamina). Los niveles de acido palmitico, margarico, araquidoénico, oleico y
estedrico también se encontraron alterados en los fluidos de pacientes con CP,
asociados a la proliferacion de células tumorales que utilizan cadenas largas
de acidos grasos para formacion de la membrana celular, modificaciones
lipidicas de proteinas y produccién de energia. Solo las alteraciones de acido
palmitico y estedrico fueron comunes en los tres fluidos, pero el
comportamiento fue diferente entre ellos, aumentando en LBA y orina y
disminuyendo en suero. En la Tabla 11 se resumen los metabolitos alterados

comunes en suero, orina y LBA determinados en CP por GC-MS.

Tabla 11. Metabolitos alterados en suero, orina y LBA de pacientes con CP.

Metabolitos SUERO ORINA LBA
Acido palmitico L(FC=0.94) N FC=1.85) T FC=1.37)
Acido fosférico L(FC=0.82) L(FC=0.39) L(FC=0.42)

Acido isocitrico L(FC=0.77) W(FC=041) L(FC=0.53)
L-Serina W(FC=0.67) T(FC=2.71) -
L-Prolina L(FC=0.64) - L(FC=0.68)

Inositol L(FC=0.56) L(FC=0.17) L(FC=0.63)

Acido estearico L(FC=0.41) N FC=2.79) T(FC=1.36)
Acido trico L(FC=0.38) T1( FC =4.25) -

L-Glicina | (FC=0.91) L(FC=0.29) L(FC=0.60)

L- Treonina N FC=1.54) 1( FC =4.07) -
Acido malénico N FC=1.02) T FC=3.31) -

L-Aspartato - T(FC=241) L(FC=0.48)

Otros acidos organicos como 4acido acético, lactico, fosfdrico,
maldnico, isocitrico, trico, butanoico, ribénico, hexanodioico, hipurico y
aconitico también se mostraron alterados en CP. Sin embargo, solo los acidos

fosféricos e isocitrico mostraron cambios similares en suero, orina y LBA. El
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acido isocitrico esta relacionado con la formacién de cetoglutarato
involucrado en el ciclo de Krebs, y el acido fosfdérico participa en la
fosforilacion oxidativa, via metabdlica relacionada con la producciéon de ATP.
La disminucion de glicerol en LBA en pacientes CP podria relacionarse con la
rapida conversién a glucosa, aumentada en CP, para sostener el crecimiento
del cancer [217]. Ademas, se encontraron niveles reducidos de inositol en los
tres fluidos. Este metabolito es un componente fundamental de la membrana
celular y nutriente esencial requerido para el crecimiento y supervivencia de
las células humanas. Hay estudios que concluyen que existe una disminucién
del inositol en pacientes con CP, proponiendo que el inositol se reduce en los
tumores, posiblemente como consecuencia de cambios locales en la regulacion

osmotica [115].

El analisis de rutas metabdlicas de los metabolitos alterados en cada
biofluido mostr6 un total de 22, 34 y 40 rutas metabdlicas en CP en suero, la
orina y el LBA, respectivamente. La Figura 25 representa los diagramas
correspondientes a estos analisis, donde cada punto representa una ruta
metabolica y su tamafio indica el impacto de las mismas. Los resultados
destacaron la perturbacion comun del metabolismo de la glicina, serina y
treonina en los tres fluidos de pacientes con CP entre otras rutas no comunes,
como el metabolismo de la arginina y la prolina, el del inositol y el fosfato, el
de la alanina, el aspartato y el glutamato o el metabolismo del piruvato. La
Figura 26 muestra un cuadro resumen de las rutas metabdlicas relacionadas

con los metabolitos alterados en CP.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

METABOLOMIC STUDY OF SERUM, URINE AND BRONCHOALVEOLAR
LAVAGE FLUID BASED ON GAS CHROMATOGRAPHY MASS
SPECTROMETRY TO DELVE INTO THE PATHOLOGY OF LUNG CANCER

Belén Callejon-Leblic*b<, Tamara Garcia-Barrera™P<, Antonio Pereira-Vegad, José Luis
Gémez-Ariza™abe

aDepartment of Chemistry, Faculty of Experimental Sciences. University of Huelva.
Campus de El Carmen. 21007, Huelva. SPAIN; *International Agrofood Campus of
Excellence International ceiA3. University of Huelva. SPAIN; <Research Center of
Natural Resources, Health and Environment (RENSMA). University of Huelva.
Campus de El Carmen. 21007, Huelva. SPAIN; 4Pneumonology Area of Juan Ramoén
Jiménez Hospital, Huelva, Spain.

Table 1. Clinical characteristics of patients (serum and urine)

Serum and urine samples LC (n=32) HC(n=29)
Sex (M/W) 22/8 18/11
Age (years) 66 +12 56+ 13
BMI 25+3 -
Histology
NSCLC (AD/SCC/UNSCLC) 26 (9/9/8) -
SCLC 6 -
Smoking Habits
Smokers 7 0
Ex smokers 20 16
Non smokers 3 13
Commorbities
HT (%)/ ACE(%)* 59/33* 48/40*
Asthma (%) 6 0
DM (%) 25 28

NSCLC: Non-small cell lung cancer, AD: Adenocarcinoma, SCC: Squamous cell
cancer, UNSCLC: Undifferentiated non small cell lung cancer, SCLC: Small cell lung
cancer, BMI: Body Mass Index, HT: Hypertension, DM: Diabetes Mellitus, M: Men, W:
Women, LC: Lung cancer, HC: Healthy control, *Percentage of patient taking ACE:

angiotensin-converting-enzyme inhibitor.
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Table 2. Clinical characteristics of patients (BALF)

BALF samples LC (n=24) NCC(n=30)
Sex (M/W) 16/8 25/5
Age (years) 65+ 12 55+15
BMI 25+3 26+4
Histology
NSCLC (AD/SCC/UNSCLC) 21(8/7/6) -
SCLC 3 -
DILD - 17
Hemoptisis - 9
Bronchiectasis - 4
Smoking Habits
Smokers 4 11
Ex smokers 20 16
Non smokers - 3
Comorbidities
HTA (%) / ACE (%)* 79/44* 33/41*
Asthma (%) 8 3
DM (%) 33 17

NSCLC: Non-small cell lung cancer, NSCLC: Non-small cell lung cancer, AD:
Adenocarcinoma, SCC: Squamous cell cancer, UNSCLC: Undifferentiated non small
cell lung cancer, SCLC: Small cell lung cancer, DILD: Diffuse Interstitial Lung Disease,
BMI: Body Mass Index, HT: Hypertension, DM: Diabetes Mellitus, M: Men, W:
Women, LC: Lung cancer, NCC: Non-cancerous control. *Percentage of patient taking
ACE: angiotensin-converting-enzyme inhibitor

a)

c)

b) -

Figure 1.PCA score plot of a) serum, b) urine and c) BALF from LC patients (red

points), control patients (black points) and quality controls (blue points).
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Capitulo 2. Estudio metaboléomico de la evolucion por estadios del
cancer de pulmon y la relacion con la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica mediante DI-ESI-QqQ-TOF-MS.

Articulo 3. B. Callejon-Leblic, A. Pereira-Vega, E. Vazquez-Gandullo, J.L.
Sanchez-Ramos, J.L. Gdémez-Ariza, T. Garcia-Barrera, Study of the
metabolomic relationship between lung cancer and chronic obstructive
pulmonary disease based on direct infusion mass spectrometry,
Biochimie. 157 (2019) 111-122.
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Capitulo 2.

El articulo “Study of the metabolomic relationship between lung cancer and
chronic obstructive pulmonary disease based on direct infusion mass spectrometry”
ha sido retirado de la Tesis Doctoral debido a restricciones relativas a los
derechos de autor. Estas publicaciones han sido sustituidas por su referencia

bibliografica, enlace al articulo, DOI y resumen.

Articulo 3:

B. Callejon-Leblic, A. Pereira-Vega, E. Vazquez-Gandullo, J.L. Sanchez-
Ramos, J.L. GOomez-Ariza, T. Garcia-Barrera. Study of the metabolomic
relationship between lung cancer and chronic obstructive pulmonary disease

based on direct infusion mass spectrometry, Biochimie. 157 (2019) 111-122.

Enlace a la publicacion: https://doi.org/10.1016/j.biochi.2018.11.007

DOI: 10.1016/j.biochi.2018.11.007

RESUMEN:

The high prevalence of lung cancer (LC) has triggered the search of
biomarkers for early diagnosis of this disease. For this purpose the study of
metabolic changes related to the development of lung cancer could provide
interesting information about its early diagnosis. In this sense, chronic
obstructive pulmonary disease (COPD), a disease associated with tumor
development, is a comorbidity that increases the risk of onset and progression
of lung neoplasia and has also to be considered in the study of pathology

related to lung cancer.
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This work develop a metabolomic approach based on direct infusion mass
spectrometry using a hybrid triple quadrupole-time of flight mass
spectrometer (DI-ESI-QqQ-TOF-MS) in order to identify altered metabolites
from serum of LC and COPD patients and evaluate its relationship and
implication in the progression of LC. This methodology has been applied to
30 serum samples from LC, 30 healthy patients used as controls (HC) and 30
serum samples from COPD to found altered metabolites from both LC and
COPD diseases. In addition, some metabolic differences and similarities were
found in Pulmonary Emphysema and Chronic Bronchitis patients. On the
other hand, altered metabolites were studied in different stages of LC (II, III
and IV) to evaluate the perturbation of them throughout the progression of
disease. The sample treatment consisted of the extraction of polar and non-
polar metabolites from serum that was later infused into the mass
spectrometer using an electrospray ionization source in positive and negative
mode. Partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) allowed a

classification between LC, HC and COPD groups in all acquisition modes.

A total of 35 altered and common metabolites between LC and COPD,
including amino acids, fatty acids, lysophospholipids, phospholipids and
tryacylglicerides were identified, being alanine, aspartate and glutamate
metabolism the most altered route. Finally, ROC curves were applied to the
dataset and metabolites with AUC values higher than 0.7 were considered as

relevant in the progression of LC.
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La alta prevalencia de cancer de pulmoén ha estimulado la busqueda
de biomarcadores para el diagnéstico temprano de esta enfermedad. Para este
propdsito, el estudio de los cambios metabolicos relacionados con el
desarrollo del cancer de pulmoén podria proporcionar informacién interesante
sobre su diagndstico temprano. En este sentido, la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), una enfermedad asociada con el desarrollo
tumoral, es una comorbilidad que aumenta el riesgo de aparicién y
progresion de la neoplasia pulmonar, por lo que debe considerarse en el

estudio de la patologia relacionada con el cancer de pulmoén.

Este capitulo describe el andlisis metabolémico de muestras de
suero de pacientes con CP basado en la metodologia DI-ESI-QqQ-TOF-MS. El
objetivo principal de este estudio fue investigar la alteracion de metabolitos
durante la progresion del CP en diferentes estadios de la enfermedad (IL IIl y
IV), asi como la posible relacién metabolica con enfermedades asociadas al
riesgo de desarrollar CP, como es la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, EPOC. Esta asociacion radica en que a menudo los pacientes con
cancer experimentan los sintomas de la EPOC, indicando que la inflamacién

cronica es un factor potencial asociado con el desarrollo del tumor [16,17].

La primera parte del estudio se centr6 en la determinacion de
perfiles metaboléomicos de pacientes CP, EPOC y sanos mediante DI-ESI-
QTOF-MS, en modo positivo y negativo, con el objetivo de encontrar
metabolitos diferentes entre los grupos. Ademas, el analisis de los extractos
acuosos y organicos del suero permitié abarcar un mayor ntimero de

determinaciones.

Los resultados generales obtenidos por infusiéon directa fueron

complementados por los obtenidos mediante GC-MS, ya que la infusién
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directa permite analizar moléculas de caracter no volatil y de mayor masa
molecular, como son los lisofosfolipidos, fosfolipidos, diacilglicéridos y
triacilglicéridos, mientras que la aplicacion de GC-MS proporciona
informacion sobre metabolitos mas volatiles de menor masa molecular. Asi
pues, se comprobd que los metabolitos alterados en CP respecto al grupo
control (AUC > 0.7) fueron treonina, fosfoetanolamina, glutamato, carnitina,
fosfocolina,  tirosina,  LPC(16:0), PC(16:0/16:1),  PC(16:0/20:5) 'y
TAG(16:0/16:0/18:1). Como se coment6 en el capitulo anterior los aminoacidos
juegan un papel importante en la carcinogénesis, aunque es dificil establecer
si los cambios de los aminodcidos estan relacionados directamente con la
deteccion del CP o si son marcadores del estado nutricional, ya que la
malnutriciéon y la caquexia son también factores que afectan los perfiles de
aminoacidos en los pacientes con cancer [81]. El aumento de carnitina y
acilcarnitinas en pacientes con CP sugiere un incremento en la demanda de
energia, que se reproduce en el aumento de la transferencia de acetil

coenzima A al ciclo de Krebs.

Entre los metabolitos alterados en EPOC respecto al grupo control,
destacaron el piroglutamato, involucrado en el ciclo del glutatién, en el cual
se convierte en glutamato por la 5-oxoprolinasa, y glutation, cuya
perturbacion esta asociada al aumento del estrés oxidativo, involucrado en la
patogénesis de muchas enfermedades como el CP o la EPOC. Por otro lado, la
disminucion del acido aspartico en pacientes con EPOC podria estar asociada
a la inhibicién de la actividad de la aspartato aminotransferasa, que cataliza la
reaccion de transferencia de un grupo amino de L-aspartato a 2-oxoglutarato,
formando L-glutamato y oxaloacetato. Cepelak et al, han descrito una
disminucion de esta enzima en el suero de pacientes con EPOC en

comparacion con un grupo de personas sanas [218]. Finalmente, algunos
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autores han descrito la importancia de los lipidos en la patogénesis de la
EPOC debido a la acumulacion de lisolipidos en sangre, indicativo de un
predominio del catabolismo lipidico [219]. Nuestros resultados mostraron el
aumento de LPC (20:4) en la EPOC, lo que esta relacionado con el uso de
compuestos lipidicos de tipo eicosanoide derivados de acido graso
poliinsaturado, particularmente acido araquidoénico (C20:4), en regulaciones
inflamatorias e inmunitarias [219]. Ademas, la disminucion de DAGs seguida
del aumento de TAG en la EPOC podria estar relacionada con la
hiperlipidemia, factor de riesgo importante para las enfermedades
cardiovasculares, que son comorbilidades comunes en los pacientes de EPOC

[220].

Por otra parte, se realizé un estudio comparativo entre diferentes
tipos de EPOC para determinar posibles diferencias metabolicas entre
pacientes con bronquitis crénica y con enfisema pulmonar. Los resultados
mostraron alteraciones en piroglutamato, tirosina, acetilcarnitina, acido
miristoleico y diferentes PCs (PC(16:0/16:1), PC(16:0/18:0), PC(18:2/18:2),
PC(16:0/22:6) y PC(18:1/20:4) aumentando en suero de pacientes con
bronquitis crénica. Por el contrario, adenina, fenilalanina, glucosa e
hidroxihexanoil-carnitina incrementaron en suero de pacientes con enfisema

pulmonar.

Varios metabolitos aparecieron alterados tanto en pacientes con CP
como EPOC en comparacién con el grupo control. El acido acético, la
propionilcarnitina y la adenosina aumentaron en ambas enfermedades,
siendo el aumento mayor en CP que en los pacientes con EPOC. Varios
autores han descrito altos niveles de acido acético en CP [67,78,221]. El acetato

es el producto final del metabolismo de los lipidos y su aumento refleja la
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alteracion del mismo. La adenosina es un nucleétido formado por la base
nitrogenada de adenina, y la alteracién de la adenosina y la adenina podrian
indicar perturbaciones en el metabolismo energético debido a que el ATP es la
principal fuente de energia celular. Por otro lado, el glutation fue el tnico
metabolito que disminuyo6 en ambas enfermedades, siendo la disminucién en
la CP mayor que en EPOC. El glutation (GSH) desempefia un papel
importante en muchos procesos celulares, incluida la diferenciacion celular, la
proliferaciéon y la apoptosis. Se conoce que alteraciones en la homeostasis del
GSH estan implicadas en la progresion de varias enfermedades humanas

como CP y la EPOC [222].

El aumento de los acidos grasos oleico y palmitoleico en CP y
EPOC sugirieron alteraciones en la (3-oxidacién, que desempefa un papel
fundamental en la proliferacién, migracién e invasion de células cancerosas.
La desregulacion del metabolismo de los acidos grasos se reconoce como una

transformacion maligna en muchos canceres diferentes [223].

Finalmente, este estudio reveld la alteracién de LPCs, PCs y TAGs
en CP y EPOC con respecto al grupo control. Sin embargo no se apreciaron
cambios de estos metabolitos en la comparacién de ambas enfermedades
sugiriendo la ausencia de diferencias en el metabolismo de los
glicerofosfolipidos. La Tabla 12 resume los metabolitos alterados en CP,
EPOC con respecto al grupo control, asi como los alterados entre

enfermedades.
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Tabla

respecto al control. *Fold Change calculado.

12. Fold change de los metabolitos alterados en CP y EPOC con

Fold Change

Metabolitos CP/C EPOC/C CP/EPOC
Acido acético 1 (FC=1.33) 1 (FC=1.3) 1 (FC=1.15)
Treonina 1 (FC=1.43) - 1 (FC=1.51)
Acido aspartico T (FC=1.32) |[(FC=0.7) 1 (FC=1.88)
Creatina 1 (FC=1.33) |(FC=0.7) 1 (FC=1.85)
Adenina T (FC=1.1) 1 (FC=1.54) |[(FC=0.68)
Ornitina - WFC=0.8) 1 (FC=1.42)
Glutamato 1 (FC=1.35) - 1 (FC=1.43)
Carnitina 1 (FC=1.44) - 1 (FC=1.44)
Fenilalanina LW(FC=0.56) 1 (FC=1.48) 1 (FC=0.41)
Tirosina L(FC=0.66) 1 (FC=1.47) | (FC=0.51)
Arginina - 1T (FC=1.41) 1 (FC=1.31)
Fosfocholina 1t (FC=14) 1 (FC=1.52) [|(FC=0.92%)
Glucosa 1 (FC=1.62) 1t (FC=1.67) |(FC=0.97%)
Acetilcarnitina - 1 (FC=141) 1 (FC=1.29)
Propionilcarnitina 1T (FC=2.55) 1 (FC=1.36) 1 (FC=1.82)
Butirilcarnitina T (FC=2.28) - 1 (FC=1.46)
Pentoilcarnitina 1 (FC=1.81) - 1 (FC=2.55)
Acido palmitoleico 1T (FC=1.97) 1 (FC=2.27) |(FC=0.87%)
Adenosina 1 (FC=2.86) 1 (FC=1.45) 1 (FC=1.97%)
Acido oleico T (FC=1.68) 1t (FC=2.22) |(FC=0.76%)
Glutatién L(FC=0.48) |(FC=0.56) [(FC=0.71)
Glicerofosfocolina - 1 (FC=1.22) 1 (FC=1.24)
Acido docohexaenoico  |[(FC=0.72) |(FC=0.55) 1 (FC=1.34)
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(Continuacion de Tabla 12).

Fold Change
Metabolitos CP/C EPOC/C CP/C
LPC(16:0) 1 (FC=1.66) 1 (FC=1.46) 1 (FC=1.14%)
LPC(18:0) 1 (FC=1.38) 1 (FC=1.52) |(FC=0.91%)
LPC(18:1) - 1 (FC=1.65)  |(FC=0.69)
LPC(20:4) - 1 (FC=1.94)  |(FC=0.65)
PC(16:0/16:1) 1 (FC=143) 1 (FC=1.37) 1 (FC=1.04%)
PC(16:0/18:0) 1 (FC=1.67) |[(FC=0.53) 1 (FC=3.15%
PC(16:0/20:5) 1 (FC=1.5) 1 (FC=155) |(FC=0.97*)
PC(18:2/18:2) 1 (FC=1.52) 1 (FC=1.46) 1 (FC=1.04%)
TAG(16:0/16:0/18:2) 1 (FC=1.67) - 1 (FC=1.4)
TAG(16:0/16:0/18:1) 1 (FC=1.43) 1 (FC=1.32) 1 (FC=1.08%)
TAG(16:0/18:1/18:1) 1 (FC=1.43) 1 (FC=143) 1 (FC=1.00%)
TAG(18:3/18:2/18:2) 1 (FC=1.4) - 1 (FC=1.43)

Por otro lado, se realizé un estudio metabdlico de la estadificacion del
CP para comprobar la alteracion de los metabolitos durante el desarrollo de la
enfermedad. La Figura 27 representa los diagramas PLS-DA de los diferentes
anadlisis realizados sobre los extractos de suero mostrando una clasificacion de

los estadios del CP.

Asi, el analisis metabolomico mostré la alteracion de
fosfoetanolamina y glucosa en las tres etapas de la enfermedad (estadios II, III
y IV) sugiriendo que las diferentes rutas del metabolismo energético como el
ciclo de Krebs, la B-oxidacion y la glucodlisis estan afectadas en la progresion
del CP. Se observd el aumento de glucosa en todas las etapas del CP siendo

mayor en el estadio II, indicando una mayor alteraciéon al inicio de la
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enfermedad. Esta conclusion concuerda con la de otros autores que
describieron una disminucién de glucosa en la etapa avanzada del CP en
comparacion con el estadio precoz de la enfermedad [224]. Por el contrario, la
presencia de fosfoetanolamina fue menor en estadios tempranos que en el
avanzado. De manera similar, la pentanoil-carnitina en CP fue mayor en la
etapa IV que en la etapa II y III. Por otra parte, la presencia de glutatién fue
significativa en los estadios III y IV de CP aumentando en el estadio mas
avanzado. Finalmente cabe destacar que los lipidos (LPC, PC, DAG y TAG)
mostraron alteracion solo en los estadios avanzados, sin embargo los acidos

grasos revelaron perturbacion en la etapa temprana de la enfermedad.

AQUEOUS EXTRACT AQUEOUS EXTRACT
ESI(+)

ESI(-) ®

ORGANIC EXTRACT we
R ESI(+)

Fiqura 27. PLS-DA de los diferentes extractos de suero de pacientes con CP en
distintos estadios. HC: grupo control, SII: estadio 11, SII: estadio 111, SIV: estadio IV.

(+) Modo de ionizacidn positiva, (-) Modo de ionizacion negativa (-).
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Supplementary Material

Study of the metabolomic relationship between lung cancer and chronic

obstructive pulmonary disease based on direct infusion mass spectrometry

B. Callején-Leblic?, A. Pereira-Vega®', E. Vazquez-Gandullob, ].L. Sanchez-Ramos¢, J.L.
GoOmez-Ariza?, T. Garcia-Barrera®

2 Department of Chemistry, Faculty of Experimental Sciences, University of Huelva,
Campus de El Carmen, 21007-Huelva, Spain. Research Center on Health and
Environment (RENSMA)

® Pneumonology Area of Juan Ramoén Jiménez Hospital, Huelva, Spain

¢Nursing Department, University of Huelva

Supplementary Material Figure 1. PCA of aqueous and organic extract of serum

samples from LC, COPD and HC patients. QC: quality control
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Supplementary Material, Table 1. Statistical performances and predictive parameters of PLS-

DA of all acquisition modes. LC: Lung cancer, HC: Healthy

control, COPD: Chronic

Obstructive Pulmonary Disease, CB: Chronic Bronchitis, PE: Pulmonary Emphysema.

EXTRACT AQUEOUS ORGANIC
MODE POSITIVE NEGATIVE POSITIVE
GROUPS R2Y Q2 R2Y Q2 R2Y Q2
LC vs HC 0992 0.725 0.999 0.761 0.990 0.804
COPDvs HC 0998 0.745 0.99 0.743 0.999 0.737
LCvs COPD 0997 0.736 0.997 0.755 0.999 0.802
CB vs PE 0999 0.714 0.993 0.727 0999 0.708
LCvs PE 0996 0.774 0.999 0.664 0996 0.661
LC vs CE 0999 0.784 0991 0.701 0.990 0.665

Supplementary Material, Table 2. Altered metabolites in serum from BC compared to PE, with

VIP, FC: fold change, p-value (statistical pairwise comparisons by one-way ANOVA followed by

Tuckey test), AUC values, extract type, mode of analysis and adduct formed by metabolites.

PC: Phosphocholine.

Metabolite m/z VIP FC p_ANOVA AUC Extract Mode
Pyroglutamate 130.1 1.87 3.74 0.036 0.63  Aqueous ESI(+)
Adenine 136.05 135 0.8 0.033 056  Aqueous ESI(+)
Phenylalanine 166.09 164 056 0.0035 0.79  Aqueous ESI(+)
Tyrosine 182.04 1.63 1.34 0.001 0.72  Aqueous  ESI(+)
Glucose 203.05 1.1 082 0.039 071  Organic  ESI(+)
Acetylcarnitine 218.22 146 1.27 0.038 0.63 Organic  ESI(+)
Myristoleic acid 225.21 147 1.28 0.0035 0.64 Aqueous ESI(-)
Hydroxyhexanoylcarnitine  276.12 121 06 0.01 0.80  Organic  ESI(+)
Glycerophosphocholine 296.12 123 097 0.016 0.51  Organic  ESI(+)
PC(16:0/16:1) 754.59 11 176 0.011 0.67  Aqueous ESI(+)
PC(16:0/18:0) 782.61 1.85 1.54 0.019 0.64 Aqueous ESI(+)
PC(18:2/18:2) 804.59 201 1.83 0.0014 075 Aqueous ESI(+)
PC(16:0/22:6) 828.6 144 141 0.0002 0.71  Aqueous ESI(+)
PC(18:1/20:4) 830.62 1.87 1.52 0.014 075 Aqueous ESI(+)
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Supplemenraty Material, Table 3. Altered metabolites in serum from BC or PE

compared to LC, with VIP, FC: fold change, p-value (statistical pairwise comparisons

by one-way ANOVA followed by Tuckey test), AUC values, extract type, mode of

analysis and adduct formed by metabolites. LPC: Lysophosphocholine.

Metabolite m/z Groups VIP FC p_ANOVA AUC Mode
LCvsCB 115 122 0.04 0.72

Aspartic acid 132.015 ESI(-)
LCvsPE 114 123 0.03 0.69
LCvsCB 1.13 1.3 0.03 0.77

Creatine 132.104 ESI(+)
LCvsPE 126 1.19 0.01 0.68
LCvsCB 141 174 0.03 0.81

Ornithine 133.106 ESI(+)
LCvsPE 123 123 0.04 0.69
LCvsCB 175 0.62 0.001 0.72

Phenylalanine 166.09 ESI(+)
LCvsPE 163 0.64 0.001 0.72
LCvsCB 25 0.59 0.002 0.8

Tyrosine 182.036 ESI(+)
LCvsPE 15 0.78 0.001 0.78
LCvsCB 139 215 0.02 0.74

Acetylcarnitine 204.087 ESI(+)
LCvsPE 151 217 0.01 0.64
LCvsCB 121 1.1 0.02 0.7

Glycerophosphocholine  296.117 ESI(+)
LCvsPE 116 121 0.03 0.51
LCvsCB 117 0.68 0.02 0.69

Glutathione 308.151 ESI(+)
LCvsPE 127 073 0.03 0.6
LCvsCB 113 0.86 0.001 0.66

LPC(18:2) 520.352 ESI(+)
LCvsPE 1.03 0.86 0.02 0.61

131




CAPITULO 2

Supplementary Material, Tabla 4. Altered metabolites in serum from LC patients
compared to HC and COPD determined by GC-MS. with VIP, FC: fold change, p-
value (statistical pairwise comparisons by one-way ANOVA followed by Tuckey test),

AUC values, extract type, mode of analysis and adduct formed by metabolites.

Retention
Metabolite Groups Time AUC
(min)
LCvsHC 1.74 1.54 0.009 0.70
Threonine LCvs 5.48
1.38 1.69
COPD 0.016 0.70
LC vs HC 1.57 1.65 0.043 0.68
Glutamate LCvs 6.88
1.55 1.33 0.046 0.69
COPD
LC vs HC 1.57 0.61 0.022 0.73
Tyrosine LCvs 11.13
1.92 0.63 0.037 0.73
COPD
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Capitulo 3. Estudio de la dishomeostasis de metales en muestras de
suero, orina y lavado broncoalveolar de pacientes con cancer de pulmén
mediante ICP-QQQ-MS.

Articulo 4. B. Callejon-Leblic, J.L. Gémez-Ariza, A. Pereira-Vega, T.
Garcia-Barrera, Metal dyshomeostasis based biomarkers of lung cancer
using human biofluids, Metallomics. 10 (2018) 1444-1451.

Articulo 5. B. Callejon-Leblic, A. Arias-Borrego, A. Pereira-Vega, J.L.
Gomez-Ariza and T. Garcia-Barrera, The metallome of lung cancer and its
potential use as biomarker. International Journal of Molecular Sciences,
778 (2019) 1-16. Review
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Capitulo 3.

El articulo “Metal dyshomeostasis based biomarkers of lung cancer using
human biofluids” ha sido retirado de la Tesis Doctoral debido a restricciones
relativas a los derechos de autor. Estas publicaciones han sido sustituidas por

su referencia bibliografica, enlace al articulo, DOI y resumen.

Articulo 4:

B. Callejon-Leblic, J.L. Gomez-Ariza, A. Pereira-Vega, T. Garcia-Barrera, Metal
dyshomeostasis based biomarkers of lung cancer using human biofluids,
Metallomics. 10 (2018) 1444-1451.

Enlace a la publicacion:

https://pubs.rsc.org/en/Content/ArticleLanding/2018/MT/C8MT00139A#!divA

bstract

DOI: 10.1039/c8mt00139a

RESUMEN:

Lung cancer (LC) is one of the most common causes of cancer-related deaths in the
world and it is well known that trace elements play important roles in the
carcinogenic process activating and inhibiting enzymatic reactions and
metalloproteins, in which they usually participate as cofactors. A cross-sectional
study was conducted on 48 lung cancer patients and 39 controls (56 men and 31
women), aged 44-76 years between March 2011 and June 2012. Eleven elements
have been included in the study: V, Cr, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Se, Mo, Cd, and Pb,
some of them considered toxic (V, Cd, Cr and Pb), while others are essential (Co,
Mo, Se, Fe and Zn), and they have been analyzed by ICP-QQQ-MS in serum, urine

and for the first time in bronchoalveolar lavage fluid (BALF). In order to
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understand the involvement of metals in this process, an analytical metallomic
approach based on non-denaturing precipitation of proteins (NDPP) has been
optimized for the fractionation of high molecular mass (HMM) and low
molecular mass (LMM) metal species, in order to distinguish between metal
species that affect the biological activity and toxicological potential of the elements.
In this work, the NDPP followed by the analysis of metals by ICP-QQQ-MS has
been applied for the first time to serum, urine and BALF samples from lung cancer
patients and controls in order to get metal-size molecule profiles (MSMP), which
can be used as metal-based biomarkers of altered metabolic processes such as
oxidative stress and homeostasis. In this sense, we have demonstrated that several
metals are good biomarkers when they are related to labile complexes, complexed
with low molecular mass ligands, or in the form of metalloproteins (i.e. V and Cr
in HMM and Cu in LMM), which has been described for the first time. On the
other hand, metal dyshomeostasis biomarkers are proposed using metal ratios and
correlations. Finally, the ratios between elements were shown to be important
biomarkers for lung cancer in serum (V/Mn, V/Pb, V/Zn, Cr/Pb), urine (Cr/Cd,
Mn/Cd, V/Cd, Co/Cd, Cd/Pb) and BALF (V/Cu), which reflects the
dyshomeostasis of metals in lung cancer. In this sense, several metals are
correlated to others suggesting also the existence of an interconnected homeostasis

in lung cancer.
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El amplio estudio del papel de los metales en la apariciéon y
progresion del cancer, asi como en el proceso de metdstasis [146-148] ha
permitido establecer dos posibles hipdtesis generales. La primera relaciona la
presencia y la evolucién de la enfermedad con la perturbacion de los niveles
de los elementos esenciales del metabolismo, y la segunda asocia el proceso
carcinogénico con una alta exposiciéon a los metales. Por otra parte, los
oligoelementos juegan un papel muy importante en el proceso carcinogénico
activando e inhibiendo reacciones enzimaticas fundamentales en las que
suelen participar como cofactores, mientras que los elementos no esenciales o

toxicos pueden alterar estos procesos bioldgicos.

La exposicion a algunos elementos toxicos como As, Cd, Pb y Ni
pueden tener consecuencias carcinogénicas [124] debido a la activacion de las
rutas de sefializaciéon oncogénicas [142,225] y al estrés oxidativo
[124,142,225,226]. En este capitulo se presentan los resultados del desarrollo
de una metodologia de analisis multielemental basada en ICP-QQQ-MS y su
aplicacién a muestras bioldgicas de pacientes con CP. Concretamente, se
analizaron once elementos (V, Cr, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Se, Mo, Cd y Pb) en
muestras de suero, orina y, por primera vez, en LBA de pacientes con CP,
considerados elementos toxicos (V, Cd, Cr y Pb), o esenciales (Co, Mo, Se, Fe y
Zn). Ademas la optimizacion de un método de fraccionamiento basado en la
precipitaciéon de proteinas en condiciones no desnaturalizantes (NDPP)
permitio el andlisis de metales en la fraccion de HMM y LMM por ICP-QQQ-
MS en las muestras de suero. Tanto las concentraciones de elementos totales
en suero, orina y LBA, como las determinaciones en las fracciones de HMM y
LMM de pacientes CP y controles fueron sometidas a diferentes andlisis
estadisticos con el fin de encontrar las variables mas significativas en la

enfermedad. Ademas de las concentraciones totales, también se estudiaron los
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ratios de los elementos para comprobar la posible interrelaciéon entre los
mismos en CP y su posible uso como biomarcadores. Asi pues, se realizo el
analisis multivariante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) para
establecer una clasificaciéon de los grupos de estudio en base a las
concentraciones de los elementos en los distintos fluidos, teniendo en cuenta
el pardmetro VIP (variable importance in the projection) para determinar los
elementos mas influyentes en clasificacion de los grupos. La Figura 28
muestra la clasificacion de los grupos CP y control en base a su distribucion

elemental en suero y sus fracciones independientes.

13

A

Figura 28. Diagrama PLS-DA de los grupos CP y control empleando las
concentraciones a) total, b) fraccion HMM y c) fraccion LMM.

Por otra parte, se realizd el analisis univariantes basado en el test U

de Mann Whitney para determinar si existian diferencias significativas entre
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las concentraciones de los elementos en CP y pacientes control utilizando el
criterio p>0.05 como parametro significativo. Por ultimo, la evaluacién de las
curvas ROC y del valor de AUC de cada variable determinada, permiti6
clasificar cada elemento segtn la especificidad y la sensibilidad hacia el CP.
Es decir, aquellos elementos con AUC mayor a 0.75 fueron considerados
buenas variables de diagndstico. Por tanto, se seleccionaron aquellos
elementos que presentaron una relacion de cambio (fold change) menor a 0.5
o mayor a 2, VIP>1, p>0.05 (prueba U de Mann-Whitney) y valor AUC>0.75.
La Tabla 13 resume las concentraciones de los elementos y los ratios de los
mismos que cumplen los criterios mas significativos en los diferentes fluidos

estudiados.

Tabla 13. Concentraciones medias y desviacion estandar de la media de los
elementos que cumplen los criterios 0.5 < FC > 2, VIP>1, p>0.05 y AUC>0.75 en

suero, orina y LBA.

Concentraciones (ng g™)

CONTROL cp FC P
VIP AUC
Media SEM Media SEM CP/C value
SUERO

V-TOTAL 0.05 0.02 0.18 0.04 3.8 1.8 <0.00 0.76
V-HMM 0.04 0.02 0.19 0.05 5.1 1.7 <0.00 0.78
Cr-HMM 0.4 0.2 0.83 0.12 2.1 1.9 <0.00 0.78
Cu-LMM 33.3 2.8 76.3 2.58 2.3 21 <0.00 0.92
V/Mn 0.02 0.01 0.08 0.01 3.6 1.5 <0.00 0.77
V/Pb 0.03 0.01 0.14 0.02 4.3 1.5 <0.00 0.76
V/Zn 0.0001 0.0001 0.002  0.00004 4.1 1.5 <0.00 0.76
Cr/Pb 04 0.14 0.96 0.19 2.8 1.6 <0.00 0.76
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(Continuacion de Tabla 13).

Concentraciones (ng g1)

CONTROL cp FCon P oauc
Media SEM Media SEM CP/C value
ORINA
Cd 0.67 0.07 1.55 0.21 2.3 1.7 <0.00 0.79
Cr/Cd 6.38 1.47 2.33 0.47 0.4 1.8 <0.00 0.76
Mn/Cd 10.62 1.66 3.95 0.48 04 217 <0.00 0.77
V/Cd 3.83 0.73 1.6 1.43 0.4 1.5 <0.00 0.75
Co/Cd 1.56 0.24 0.42 0.05 0.3 1.9 <0.00 0.81
Cd/Pb 0.09 0.01 0.23 0.03 2.47 1.6 <0.00 0.75
LBA

Mn 0.46 0.06 0.69 0.09 1.51 1.3 <0.00 0.75
V/Cu 1.03 0.1 0.51 0.11 0.49 1.2 <0.00 0.76

La concentracion de vanadio fue de 3.8 y 5.1 veces mayor en
pacientes con CP en suero y en la fraccion de HMM, respectivamente. Hay
muy poca informacién sobre el papel este elemento en el metabolismo,
aunque varios autores han estudiado los niveles de V en procesos cancerosos,
como Lin et al, [156] que analizé V en plasma de mujeres con CP aunque no
encontraron diferencias significativas entre grupo cancer y el control. Otros
autores han estudiado el uso de complejos de V como tratamiento en varios
tipos de canceres incluyendo el CP demostrando posibles caracteristicas
anticarcinogénicas [130]. Otros estudios realizados sobre células especificas de
CP han demostrado la influencia de algunos compuestos de vanadio como

agente citotoxico [227].

El cromo esta asociado al metabolismo de los lipidos, a la sintesis
de proteinas y otras funciones fisioldgicas importantes. Se conoce que la
forma hexavalente del Cr y los compuestos que contienen esta forma quimica

en su estructura son carcindgenos pulmonares bien establecidos. Algunos
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estudios afirman que la exposicion cronica a cromo induce a la
transformacion de células epiteliales humanas normales a células malignas
[152]. En nuestro estudio la concentracién de Cr fue 2,11 veces mayor en la
fraccion HMM de suero de pacientes CP en pacientes con CP concordando

con los resultado de otros autores [154,156].

El Cu, Zn y Mn regulan los niveles y actividades de los
antioxidantes enzimaticos. Estos metales son cofactores o iones que
estabilizan la estructura de la superéxido dismutasa (SOD), un antioxidante

enddgeno [228].

Los niveles de Cu suelen ser mayores en pacientes con CP
comparado con personas sanas y su concentracion esta relacionada con el
estado y la localizacién del cancer [154,156,164,165,175,229,230]. En este
estudio, la concentracion de Cu en la fraccion LMM de suero fue 2,29 veces
mayor que en el grupo control. El cobre es un elemento ultra traza esencial en
la dieta, y juega un papel muy importante en el metabolismo oxidativo ya que
es necesario para la interconversion de iones cupricos y cuprosos, aunque
también contribuye a la liberacién de radicales libres [231]. Altos niveles de
Cu en suero de pacientes con CP estan relacionados con la progresion del
tumor por angiogénesis (formaciéon de nuevos capilares a partir de los vasos
sanguineos) para soportar los requerimientos nutricionales por el crecimiento
del tumor [131,132]. Bajos niveles de Zn estan relacionados con alteracién en
el ciclo celular y la apoptosis, y pueden afectar a la sintesis de proteinas y a la

funcion de los linfocitos [137].

Los niveles de Cd se encontraron alterados en la orina de pacientes
con CP. El cadmio es conocido como un carcinogénico en humanos, una

clasificacién basada principalmente en estudios ocupacionales de CP [232].
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Los niveles de cadmio en orina, suero y sangre de personas
fumadoras fueron propuestos como un marcador del desarrollo y progresion
de enfermedades pulmonares [233] y también se ha encontrado un aumento

en la orina de pacientes con CP [158,159].

Los pacientes con CP presentaron niveles mayores en LBA que en
el grupo control. La superoxido dismutasa de manganeso (Mn-SOD) posee un
papel importante como antioxidante y supresor tumoral [138]. La Mn-SOD es
de importancia para la defensa antioxidante en los pulmones [139]. Varios
estudios han descrito la asociacion entre el polimorfismo Alal6éVal de Mn-
SOD vy diferentes tipos de cancer [234-236]. Otros estudios encontraron
niveles mas altos de Mn en suero del grupo CP de acuerdo a nuestros
resultados. Por otro lado, Tan et al, han descrito una disminucién de este
elemento en orina de CP [159]. Algunos autores reportaron niveles
disminuidos de manganeso en LBA de pacientes con enfermedades
pulmonares difusas [163], pero no hay antecedente sobre la concentracién de
manganeso en muestras LBA de pacientes con CP, siendo nuestros resultados

los primeros que aparecen en bibliografia.

Con el fin de analizar las inter-relaciones entre elementos, se
estudiaron los ratios de las concentraciones de todos los elementos analizados
en cada fluido. Asi pues, los resultados obtenidos mostraron claras
interacciones de V con Mn, Pb y Zn, Cr con Pb en suero, Cd con Cr, Mn, V, Co
y Pb en orina y V con Cu en LBA. Varios articulos describen la interaccion
entre Cu y Zn, concluyendo que altos ratios de Cu/Zn son comunes en el
suero de pacientes con CP [160,172,174,178,229,230]. Sin embargo en nuestro
estudio no se encontré que esta interaccion fuera significativa utilizando los

criterios VIP, p-valor, AUC y FC.

142



CAPITULO 3

Otros autores han encontrado diferencias en el ratio Cd/Zn entre
personas fumadoras y no fumadoras, asi como entre fumadores con

numerosas enfermedades y procesos tumorales [233].

Finalmente, se estudiaron las posibles correlaciones de elementos
en los pacientes con CP. Para ello se calculd el coeficiente de correlacion de
Spearman para evaluar la interdependencia de metales en el organismo
sugiriendo la existencia de una homeostasis interconectada. Los coeficientes
de correlacién de V-Cr (r=0.62) en suero, Mn-Fe (r=0.7) en orina y Zn-Se
(r=0.68) en LBA fueron los mas préximos a uno, indicando una correlacién
fuerte entre elementos. Las alteraciones en los niveles de selenio en el

organismo estan relacionadas con el estrés oxidativo.

El selenio se correlaciona positivamente con el zinc en las muestras
de LBA implicado en los numerosos trastornos glucometabdlicos [237]. Se
conoce que niveles disminuidos de selenio en suero de pacientes CP pueden
ser consecuencia del incremento de absorcidn de este elemento por los tejidos
tumorales en respuesta al estrés oxidativo debido a los radicales libres, ya que
la GPX es requerida por el tumor para prevenir el dafio causado por los ROS.
Ademas el selenio esta involucrado en la inhibicién de la angiogénesis [125],
la mejora de la respuesta inmune [126], el control de la proliferacion
innecesaria de células [128] vy la inhibicidn de la activacién de ciertos factores

de transcripcion [129].
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Abstract: Carcinogenesis is a very complex process in which metals have been found to be critically
involved. In this sense, a disturbed redox status and metal dyshomeostasis take place during the onset
and progression of cancer, and it is well-known that trace elements participate in the activation or
inhibition of enzymatic reactions and metalloproteins, in which they usually participate as cofactors.
Until now, the role of metals in cancer have been studied as an effect, establishing that cancer onset
and progression affects the disturbance of the natural chemical form of the essential elements in the
metabolism. However, it has also been studied as a cause, giving insights related to the high exposure
of metals giving a place to the carcinogenic process. On the other hand, the chemical species of the
metal or metallobiomolecule is very important, since it finally affects the biological activity or the
toxicological potential of the element and their mobility across different biological compartments.
Moreover, the importance of metal homeostasis and metals interactions in biology has also been
demonstrated, and the ratios between some elements were found to be different in cancer patients;
however, the interplay of elements is rarely reported. This review focuses on the critical role of
metals in lung cancer, which is one of the most insidious forms of cancer, with special attention to
the analytical approaches and pitfalls to extract metals and their species from tissues and biofluids,
determining the ratios of metals, obtaining classification profiles, and finally defining the metallome
of lung cancer.

Keywords: lung cancer; metals; homeostasis; ICP-MS; elemental ratios; classification

1. Introduction

Cancer is a multifaceted disease and over time, metals, metabolites, and microbes, among others,
have been proven to be critically involved in the onset and progression of this disease. In particular,
lung cancer (LC) is the second most prominent type of cancer in the world, the first cancer death
cause [1], and the five-year survival rate is only 15% [2].

In relation to metals, there are two different points of view to explain their role in the organism
during the carcinogenic process, because they can be considered a cause or an effect. The first one
is based on the hypothesis that cancer onset and progression disturb the natural chemical form of
the essential element in the metabolism. The second one considers that elements are involved in the
carcinogenic process because they are a consequence of their high exposure. Moreover, metals also
contribute to cancer progression and metastasis [3-7]. On the other hand, the majority of works focus
on the estimation of a deficiency state or excess and into a lesser extent in the unbalance episodes in
which one element affects the function of others.

Int. ]. Mol. Sci. 2019, 20, 778; doi:10.3390/ijms20030778 www.mdpi.com/journal/ijms
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Approximately one-third of proteins need the presence of metals as cofactors to develop their
function (metalloproteins), and in general, more than 50% of the proteins are influenced by metals [8].
Likewise, metals are responsible for the structure or catalytic properties of proteins, and their link to a
molecule is usually determined by the genome [9]. Moreover, elements are essential to maintain human
homeostasis and play key roles in systems biology, participating in many cellular processes. Essential
metals, which are only required in trace amounts, are crucial for the function of numerous enzymes that
are required for fundamental biochemical processes, and non-essential metals can alter the function of
some enzymes as well [10]. However, metals are also involved in numerous biological processes such
as the transport of oxygen in the blood; this process is mediated by hemoglobin, which contains Fe [11].
The deficiency or excess of any of these elements can lead to disease (e.g., anemia) or deleterious toxic
effects, inflammation [12], and cancer [13]. For this reason, the levels of essential metals have to be
carefully balanced, and a homeostatic state has to be maintained within the body [12].

On the other hand, a number of non-essential elements can also have important implications on human
health. In this way, environmental exposure to As, Cd, Pb, and Ni has carcinogenic consequences [13] due to
the activation of oncogenic signaling pathways [14,15] and oxidative stress [13,16,17]. The concentration and
activity of enzymatic antioxidants are related to the concentration of elements [18]. Likewise, a disturbed
redox status in lung cancer patients has been proven to be related to alterations of Zn, Mn, and Cu, since
they regulate the levels and activities of antioxidants (mainly enzymatic ones), and the disturbed redox
status may be critical to lung carcinogenesis. In this sense, these metals are cofactors or ions stabilizing the
molecular structure of superoxide dismutase (SOD), which is an endogenous antioxidant [19]. Moreover,
the type of biological fluid influences both alterations in the metal profile and relationships with redox
status parameters [18].

Although the interaction of elements has not been extensively researched, it is known that metals
can influence the function of others through antagonistic or synergistic mechanisms, as is the case of the
competitive interaction of Zn and Cd for many enzymes due to their very similar atomic structure [20].
It has been pointed out that this interaction has dramatic effects on many zinc-containing enzymes
that are involved in important biological processes leading to cancer onset [21]. Another important
interaction between metals that has been described in the literature in connection with lung cancer
is that of Cu and Zn. Decreased Zn and elevated Cu concentrations (high Cu:Zn ratio) in serum are
the most successfully used predictor variables to distinguish between lung cancer (LC) and healthy
controls (HC) [18,22-24]. Cu is an essential trace element in the diet, and has a pivotal role in enzymes
related to oxidative metabolism, since it is needed for the interconversion of cupric and cuprous
ions [25], but also contributes to the generation of free radicals [25]. Zn is a constituent of over
300 enzymes that play vital roles in gene expression [26]. Increased levels of Cu in serum of LC have
been related to tumor progression through angiogenesis (the formation of new capillaries from existing
blood vessels) to meet the nutritional requirements of a growing tumor [27,28]. Decreased levels of
Zn have been related to alterations in the cell cycle and apoptosis [29,30], and the inability to block
the further absorption of Cu [31]. Low serum Zn concentrations may affect protein synthesis and
delay the repair processes of the body because of possible influences of depleting Zn-binding protein
and metalloenzymes [32]. Moreover, it seems to be correlated with lymphocyte dysfunction [33].
Moreover, Zn?* acts a cofactor for histone deacetylases (HDACs), which are a family of enzymes
that are responsible for protein acetylation and deacetylation. An anomalous histone acetylation,
and consequently an alteration in the expression of HDACs, is related to cancer [34-39] Likewise, an
overexpression of HDAC1 and HDAC2 has been found in LC [40], and HDACS8 knockdown leads
to the inhibition of cell proliferation in lung and other types of cancer [41]. Thus, an upregulation in
concentrations of Zn?* could be related to perturbation in the action of HDACs.

Synergistic interactions have also been described as in the case of Zn and Se, whose depressed
levels seem to be involved in carcinogenesis by increasing DNA damage and oxidative stress,
decreasing antioxidant defense capacity, inhibiting DNA repair mechanisms, and declining immune
function [42,43]. The chemopreventive character of Se for most cancers has been extensively reviewed,
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mostly in relation to its antioxidative role via glutathione peroxidase (GSH-Px) [44]. It seems that
the depressed levels of Se in serum from LC patients might be a consequence of increased uptake by
tumoral tissues in response to oxidative stress mediated by free radicals, since GSH-Px is required
by the tumor tissues to prevent the damage caused by free radicals. Se is also involved in inhibiting
angiogenesis [45] and enhancing the immune response [46], and is a well-documented antagonist
against toxic metals [47]. Se also controls the unnecessary proliferation of cells [48] and inhibits
the activation of certain transcription factors [49]. Mn superoxide dismutase (Mn-SOD), as a single
superoxide radical scavenger in mitochondria, may have a key role in preventing cells as an antioxidant
and tumor suppressor [50]. In the lungs, Mn-SOD is considered to be of critical importance for
antioxidant defense [51]. A number of studies have defined associations between the Mn-SOD Alal6Val
polymorphism and different cancer types [52-54]. It has been stated that there is a disruption in Mn
homeostasis during cancer development, resulting in mobility from one compartment to other [18].

Ni is a carcinogenic agent that has been implicated as a pulmonary carcinogen in tobacco
smoke [55]. Nickel causes oxidative DNA damage. [56]. Cr is associated with glucose and lipid
metabolism, protein synthesis, and other important physiological functions [57]. On the other hand,
the hexavalent form of chromium and its containing compounds are well-established lung carcinogens.
Chronic exposure of the normal human epithelial cells is able to induce malignant cell transformation,
which is the first stage of metal carcinogenesis [58]. Some authors have reported on the anticancer
properties of V, and showed that the complexes of these metals are the new metal-based drugs that are
used in the treatment of several cancers, such as lung cancer [59]. Other authors have demonstrated the
influence of vanadium compounds in the cytotoxicity of some ligands in human lung cancer-cultured
cells [60].

The “metallome” can be defined as the ensemble of all the biomolecules in a system, which bind
a given metal ion or an inorganic element, or are affected by that element. A number of subsets
of a metallome can then be defined based on the nature of the biomolecules interacting with the
metal ions and the inorganic elements in general [61]. Williams defined the “metallome” as the
distribution of elements, or concentration at equilibrium of free metallic ions or free elements in a
cellular compartment, cell, or organism [62]; the metallome is related to the identity and/or quantity
of metals/metalloids and their chemical species [8,63,64]. In this way, metallomics considers that
the identification of a metal cofactor in a protein is critical to finally assigning its function as well as
placing it in the context of known cellular pathways [65,66]. In metallomics, metal or metalloids are
used as tags or heteroatomic markers to measure metallomolecules in complex matrices, usually by
means of a chromatographic separation step coupled to inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS) [67-69]. On the other hand, considering that chemical species can be defined as “the
specific forms of an element defined to isotopic composition, electronic, or oxidation state and/or
complex or molecular structure” [70], metallomics, metal-metabolomics, and chemical speciation are
completely imbricated.

2. Metal Dyshomeostasis in Lung Cancer: Biofluids and Tissues

The relationship between metal exposure and lung cancer (LC) has been deeply studied, especially
in occupational medicine and environmental studies. The use of metals for diagnosis is more
scarce, but several authors have classified lung cancer patients and healthy people using metals
content in tumor tissues [71,72], serum, hair [24,73], urine [74], and bronchoalveolar lavage fluid
(BALF) [75], because they found statistically significant differences from the normal distribution of
elements for the diagnosis of LC. Then, in the literature, it is possible to find levels of essential
and non-essential elements in different biofluids and tissues of lung cancer (LC) patients, for
example in plasma [76,77], serum [18,24,42,75,78], urine [74,75,79], pleural effusion [80], or hair [24,73],
and recently in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) for the first time [75]. Table 1 has a collection
of the typical concentrations in tissues and biofluids of LC patients and HC that can be found in
the literature.
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Table 1. Typical concentrations of metals in biofluids and tissues of lung cancer (LC) patients.

Average Concentration (ug-L ")

Sample

Element P 7 5 nC o Fewcmo » Analytical Technique  Reference

Ag Pleural effusion  02+! - 018! - m NS* ICP-MS (80]

Hair 0547 069 0722 1416 076 p<0.05° ICP-MS 1731

Pleural effusion  91.1! - 19931 - 046 NS.* 1CP-MS [s0)

xi Hair 1879 2405 12820 4104 015 NSP. ICP-AES [24]

Hair 1646 1631 11366 12685 145 NS.® ICP-MS 73]

Urine 18911 5894 2208 1473 036 p<0.01® ICP-AES 1791

Pleural effusion 395! - 266! - 148 NS.* ICP-MS [#0]

As Plasma 249 135 274 191 091 Ns.b ICP-MS (76

Hair 0458 1269 0558 0742 082 NS.b ICP-MS 1731

Au Hair 2744 6471 0687 1218 399 p<0.05® ICP-MS 731

Hair 277 386 1896 953 015 NSP. ICP-AES [24]

B Plasma 6579 3806 7013 3581 094 NS.b ICP-MS (78]

Hair 1764 2058 1136 1915 155 Ns.® ICP-MS 731

Hair 96,780 117900 156,900 114,800 062 NSP. ICP-AES (24

Ba Plasma 7.78 598 642 5.07 121 NS.P 1CP-MS [76]

Hair 1461 1972 13% 1513 1.05 NS.b ICP-MS 731

Be Hair 0012 007 0038 0074 032 p<0.05® ICP-MS (73]

Bi Hair 0872 0916 0445 0718 196 p<0.05® ICP-MS 731

Serum 75620 11,140 93780 6851 0581 NSP. ICP-AES [24]

Ca Hair 969,300 944700 1215000 822,200 0.80 NSP. ICP-AES [24]

Hair 6825 6133 30812 18809 222 p<005® ICP-MS 731

Hair 51 48 245 501 021 NSP. ICP-AES [24]

Hair 0209 0176 0316 0426 0.66 p<0.05® 1CP-MS 731

cd Urine 10.06 266 669 511 150 p<001® ICP-AES 7]

Serum 018! 0.04 007! 0.00 250 NS.© ICP-QQQ-MS 175]

Urine 1581 021 055! 007 286 p<005¢ 1ICP-QQQ-MS 75]

BALF 014! 0.04 008! 0.02 182 NS.€ ICP-QQQ-MS 1751

Ce Hair 2724 811 0958 2886 284 p<0.05° ICP-MS 73]

Hair 51 48 245 501 021 NSP. ICP-AES [24)

Hair 0209 0176 0316 0426 066 p<005® 1CP-MS 731

cd Urine 10.06 266 669 511 150 p<0.01® ICP-AES 7]

Serum 018! 0.04 007! 0.00 250 NS. € ICP-QQQ-MS (751

Urine 1581 021 055! 0.07 286 p<005¢ ICP-QQQ-MS (75

BALF 014! 0.04 008! 0.02 182 NS.© ICP-QQQ-MS (751

Ce Hair 2724 811 0958 2886 284 p<0.05° ICP-MS 1731

Pleural effusion 024 - 017+ - 141 NS.* ICP-MS [s0)

Hair 3 36 57 47 058 NSP. ICP-AES [24]

- Hair 3131 11057 0392 0467 799 p<005® ICP-MS 1731

Serum 046 007 027 007 171 p<005¢ ICP-QQQ-MS 751

Urine 043 0.02 0,65 005 067 p<005¢ ICP-QQQ-MS 1751

BALF 0008 0003 0001 0.001 560 p<005¢ ICP-QQQ-MS 1751

Pleural effusion 137 ! - 098 +! - 140 NS ICP-MS [80]

Serum 1706 1326 m 164 1537 NSP. ICP-AES [24]

Hair ND - 814 401 - NSP. ICP-AES [24]

Plasma 334 764 3147 855 1.06 NS.P ICP-MS [76]

Cr Hair 2492 4021 093 1016 267 p<0.05® ICP-MS 731

Urine 4461 1444 2308 2052 193 p<0.01® ICP-AES 791

Serum 096 015 051 021 189 p<005¢ ICP-QQQ-MS 1751

Urine 190 017 191 027 09 NS. € ICP-QQQ-MS (751

BALF 030 0.07 019 0.04 158 NS.© ICP-QQQ-MS (73]

Cs Hair 0264 0284 0246 384 1.07 Ns.b ICP-MS (731

Pleural effusion 8502 *! - 9105+ - 093 NS.* 1CP-MS [s0]

Serum 1392 278 929 232 150 NSP. ICP-AES [24]

Hair 9827 1526 1150 1237 085 NSP. ICP-AES [24])

Plasma 12563 2147 1007 1974 125 p<001® ICP-MS [76]

Serum 15188 699 12647 572 120 NS.* AAS [s1]

Cu Hair 2445 1847 15783 1673 155 p<0.05® ICP-MS 731

Urine 7325 2404 2993 2187 245 p<001® ICP-AES (]

Serum 14553 39401 95325 95325 153 p<005® AAS (821

Serum 14287 515 12511 560 114 p<005¢ ICP-QQQ-MS 1731

Urine 205 20 152 18 135 NS.© ICP-QQQ-MS 1731

BALF 493 096 355 154 139 NS.€ ICP-QQQ-MS (7]

Pleural effusion  747.7 ! - 1049 - 071 Ns.* ICP-MS (0]

Serum 2168 938 1988 913 1.09 NSP. ICP-AES [24]

Hair 23,000 13350 16180 4619 143 NSP. ICP-AES [24]

Plasma 12082 6426 14691 5142 088 Ns.P ICP-MS [76]

Fe Hair 9.65 664 25052 2293 039 p<005® ICP-MS 1731

Urine 932 8505 3104 2421 100 NS.b ICP-AES 7]

Serum 615171 9813  20479' 4708 209 p<005¢ ICP-QQQ-MS 1751

Urine 5051 42 355! 36 142 p<005¢ ICP-QQQ-MS (751

BALF 217! 5.1 398! 201 055 NS.© ICP-QQQ-MS 1751

Ga Hair 0288 059 025 023 115 p<005® ICP-MS 73]

Hg Hair 1233 1367 0585 0713 211 p<0.05® ICP-MS 1731

K Hair 15.32 1866 10701 925 143 p<005® ICP-MS (731
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Table 1. Cont.
Sampl Average & gL FC (LC/HY Analytical Techni
Element ple c D HC D ( C) r ytical nique  Reference

La Hair 369 381 728 an 051 NSP. ICP-AES [24]
Li Hair 0595 0.67 571 0586 0.00 NS.P ICP-MS 1731
Serum 20,160 3770 24580 2655 082 NSP. ICP-AES [24]
Mg Hair 77330 93220 141,800 107,900 055 NSP. ICP-AES [24]
Hair 2892 24203 31921 21315 091 NS.® ICP-MS 73]
Pleural effusion 083! - 087+ - 095 NS.? ICP-MS 180]
Hair 2523 1898 1130 1714 223 NSP. ICP-AES [24]
Plasma 529 5.06 a2 2588 125 Ns.b ICP-MS 76
Mn Hair 182 216 1144 1119 159 NS.® 1CP-MS 73]
Urine 474 323 695 543 068 p<om® ICP-AES 7]
Serum 174} 0.08 114! 014 152 p<0.05¢ ICP-QQQ-MS 175]
Urine 348! 023 409! 058 085 NS.© ICP-QQQ-MS 1751
BALF 069! 0.09 046" 0.06 151 p<005¢ ICP-QQQ-MS 1751
Pleural effusion 123! - 105+ - 117 NS ICP-MS [80)
Hair 158 21 132 75 120 NSP. ICP-AES [24]
Mo Serum 073! 022 043" 0.06 167 p<005° ICP-QQQ-MS 1751
Urine 28! 29 258! 35 127 NS.© ICP-QQQ-MS 175
BALF on' 0.02 009! 0.02 114 NS.© 1CP-QQQ-MS 1751
Na Hair 23316 30458 21378 1579 1.09 NS.P ICP-MS 73]
Hair uz 168 454 907 026 NSP. ICP-AES [24]
N Plasma 1435 109 1336 943 107 Ns.b ICP-MS 1761
Hair 1126 08 058 0547 194 p<005® 1CP-MS 1731
Urine 59378 821 21 127 283 p<o0® ICP-AES 791
B Hair 176800 3891000 203,100 44,160 087 NSP. ICP-AES [24]
Serum 103700 17600 116100 32,760 089 NSP. ICP-AES [24]
Pleural effusion  0.63*! - 1041 - 061 NS.? ICP-MS [80]
Hair 2364 2302 476 7295 053 NSP. ICP-AES 124
Plasma 1061 563 931 594 114 Ns.b 1CP-MS 1761
rb Hair 8577 1988 5.09 6198 169 Ns.P ICP-MS 731
Serum 154! 0.18 ! 0.1 138 NS.€ 1CP-QQQ-MS 73]
Urine 237! 046 620! 048 119 NS.© 1CP-QQQ-MS 1751
BALF 047! 0.13 016" 0.02 298 p<0.05¢ 1CP-QQQ-MS 1751
Rb Hair 047 0753 0251 03 187 p<005® ICP-MS 173)
Rh Hair 0555 0614 0414 0486 134 p<005° ICP-MS 173)
& Plasma 48 336 593 355 081 p<005® ICP-MS 1761
Hair 0988 077 0235 034 420 p<005® ICP-MS 73]
Sc Hair 0134 0545 0027 0 496 p<005° ICP-MS 1731
Plasma 6988 1588 7795 1738 090 p<0.05® 1ICP-MS 1761
Hair 137 19784 20135 21082 068 NS P 1CP-MS 1731
Se Urine 1506 833 536 278 280 p<o01® ICP-AES [79]
Serum 19191 66 18781 59 102 NS.¢ ICP-QQQ-MS (7]
Urine 516" 64 365" 45 142 NS.© ICP-QQQ-MS 1751
BALF 3541 058 343! 052 1.03 NS.© ICP-QQQ-MS 1751
%o Pleural effusion 036 *! - 033" - 1.09 NS.? ICP-MS 180
Hair B9 472 21509 1948 158 NS.P ICP-MS 73]
Serum 753 209 762 253 099 NSP. ICP-AES [24]
2 Hair 3037 2663 4894 3889 0.62 NSP. ICP-AES [24]
2 Plasma 244 128 239 132 1.02 Ns.P ICP-MS 1761
Hair 191 1914 1455 168 131 NS.® ICP-MS (73]
i Plasma 485 245 45 301 109 NS.P ICP-MS 1761
' Hair 1264 19128 2079 446 608 p<005® ICP-MS (73]
Pleural effusion  022%! - 036! - 061 NS.2 1CP-MS [50]
Plasma 354 123 357 118 099 NS.P ICP-MS 1761
v Hair 1.83 229 1.047 174 175 p<005® ICP-MS 73]
Serum 017 0.04 0.05 0.02 a7 NS.¢ ICP-QQQ-MS 175]
Urine 134 0.09 131 0.09 102 NS.© 1CP-QQQ-MS 1751
BALF 138 0.03 124 0.04 1 p<005¢ 1CP-QQQ-MS 1751
Y Hair 10 33 ND - - NSP. ICP-AES 24]
Pleural effusion  351.7 % - 5457 %! - 0.64 p<0059 1CP-MS [80]
Hair 151380 37160 171,100 41,160 088 NSP. ICP-AES (24
Plasma 7024 1292 7722 1914 091 p<001® ICP-MS 176]
Serum 83687 4577 93493 8499 0.90 NS.* AAS 1811
Hair 5322 603 109763 9533 048 p<005® ICP-MS 73]
Zn Urine 15198 198 5689 5447 267 p<om® ICP-AES 1791
Serum 1364 670 975! 755 124 p<005¢ ICP-QQQ-MS 17
Urine 637.0 897 57231 1151 111 NS.© ICP-QQQ-MS 1751
BALF 351 134 150! 57 233 p<005.¢ 1CP-QQQ-MS 175]
Serum 29 12 33 14 088 NSP. ICP-AES [24]
Serum 78456 13036 90224 130.76 087 p<005® AAS 182

50f16

BALF: Bronchoalveolar Lavage Fluid; LC: Lung Cancer; HC: Healthy Control; ND: Not Detected; SD: Standard
Deviation; FC: Fold Change. N.S.: Non significant, N.SP:: Not specified. Average Concentration: Arithmetic Mean,

Gaussian Distribution, * Data expressed on the
Student T-test; ©: Mann-Whitey U-test; ** Statistical test not specified.
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It is well-known that the use of biomarkers such as metals in hair, nails, blood (serum, plasma,
or whole blood) or urine can be used to detect abnormal levels in the human body as a consequence
of acute (biofluids) or long-term exposure (hair and nails). The type of biosample used in the study
is also important, because metal profiles and their relationships with redox status parameters are
different [18]. Likewise, serum seems to be better for Cu and whole blood for Mn, while in the case
of Zn, it is not relevant. For the determination of the relationships between trace elements and redox
status parameters, authors have recommended the use of different samples [18]. On the other hand,
there are several papers describing the analysis of metals in bronchoalveolar lavage fluid [83,84],
but only one is related to lung cancer patients [75].

BALF is obtained during the exploratory study of patients with lung diseases, and provides
constituents’ information on the cellular and biochemical epithelial surface of the lower respiratory
tract through the instillation and later aspiration of liquid in one or more lung segments. It is estimated
that BALF samples take a million cells (1% of the lung surface) to yield about one ml of pulmonary
secretions in the actual total recovered liquid [85]. Since BALF is in close interaction with lung tissue,
it is a more representative sample of lung status than other biofluids such as blood or urine.

In serum, decreased Zn and elevated Cu concentrations (high Cu:Zn ratio) are the most common
biomarkers of LC [18,24,42,81,82,86,87]. The concentration of Cu [88] and the Cu:Zn ratio [22,77]
have also been demonstrated to be increased in the plasma of LC patients. The concentration of
copper is related to the cancer state and localization, and is primarily found in serum (95% as part of
the oxidative enzyme ceruloplasmin, and the remainder is loosely bound to albumin) [89]. On the
other hand, low serum levels of Zn are usually correlated with high levels of Zn in tumor autopsy,
which suggest that the metabolic requirements of this element by LC cells are taken from serum [90].
Ren et al. also found that Cu, Cr, P, and Zn were found to be significantly different between LC and
HC [24]. As can be seen in Table 1, there are some contradictory results regarding the decreased
concentration of Zn, which in some papers in the literature have been found to be increased in serum,
urine, and BALE. However, the most important fact is that the Cu:Zn ratio is increased.

Lin et al. [76] found higher levels of Mn in serum from the LC group, but there are contradictory
results [18,42]. Among other elements, increased concentrations of Ti, Ni, and Cu, but lowered
concentrations of V, Cr, Mn, Fe, Co, Zn, Se, and Br have been determined in the serum of LC
patients [42].

However, other studies revealed higher concentrations of V in the serum of LC patients [75].
Finally, Cr is another element that is usually increased in the serum of LC patients [24,75,76].

The determination of 11 elements in the BALF of LC patients demonstrated that increased levels
of Mn can be used as a biomarker, since it showed a VIP (Variable Importance on the Projection)
value of 1.29, a fold change of 1.5, a p-value of 0.003, and an AUC (Area Under the Curve) value of
0.75 [75]. Other authors also reported decreased levels of manganese in BALF from patients with
diffuse lung diseases [91] or calves with mycoplasma bronchopneumonia [92]. On the other hand, the
determinations of metals in the pleural effusion (PE) of smokers with lung cancer revealed lower Zn
concentrations [80]. On the other hand, an adequate Zn intake has been associated with a decreased
risk of smoking-associated obstructive lung disorders [93]. Moreover, low Zn levels may result in high
glucose levels in the PE of smokers with LC due to a decreased glucose metabolism [80].

In urine, Tan et al. demonstrated that Fe, Mn, and Al were significantly decreased in the urine
of LC patients, while Se, Ni, Cu, Zn, Cd, and Cr increased [74,79]. Voyatzoglou et al. [23] reported
that patients with lung cancer and hyperzincuria had more widespread disease and a shorter life
expectancy compared with patients with normal urinary zinc levels. On the other hand, a recent study
revealed that the concentration of Cd, which is a recognized carcinogen, was increased in the urine of
LC patients [75].

The concentration of elements has also been determined in the hair of LC patients versus HC,
showing that the levels of Zn, Mg, Fe, and Se were higher in LC patients, while Ca, Sn, and Na were
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lower [73]. Other authors also described that Al, B, Cr, P, and Sr were significant variables for the
classification between LC versus HC [24].

The study of metals in the tumor tissues of lung cancer patients showed decreased Fe and Mn
levels in malignant versus normal lung tissue giving the best classification. These two elements
correctly identified 10 of the 13 malignant tissues with an accuracy of 77%. The inclusion of other
elements, especially Cu, but also others such as Ca, V, Fe, Cu, Zn, Se, Br, Sr, Hg, As, and Mo resulted
in the correct grouping of 100% of samples [71]. Other authors found that the concentrations of P,
Ti, and Pb increased in LC patients versus HC, while the levels of Ca, Fe, Cu, and Zn decreased [72].
Other authors reported that the levels of studied elements showed a trend of accumulation in cancer
tissues [88]. Moreover, several authors found differences between concentrations of several metals
according to sex [72] and age [94] in the tumor tissues of LC patients.

In relation with the analytical techniques used in these studies, most elemental determinations
in biofluids have been performed by atomic absorption spectroscopy (AAS) [81-83,87,91],
particle-induced X-ray emission [95], energy-dispersive X-ray fluorescence [96], inductively coupled
plasma atomic emission spectroscopy (ICP-AES) [24,74,79], or inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS) [73,76,77,80,84]. The main advantage of using an ICP-MS equipped with a triple
quadrupole is the elimination of interferences by operating in either standard single quadrupole (SQ)
mode or triple quadrupole (ICP-QQQ-MS). For instance, in the case of selenium, great advantages can
be obtained with an ICP-QQQ-MS, because the signal of 8Se in oxygen mode (**SeO*) would overlap
with signals such as %71+, %Mo*, or 2°Ru* in a conventional ICP-MS, but with the ICP-QQQ-MS, this
drawback is overcome through eliminating these elements in the first quadrupole [75].

3. Inter-Element Ratios and Correlations as Biomarkers of Lung Cancer

The importance of metal homeostasis and metals interactions in biology has been extensively
investigated [47]. Regarding lung cancer disease, the majorities of works have focused on the estimation
of a deficiency state or excess, and have examined the unbalanced episodes in which the excess of
one element affects the function of other to a lesser extent. Although the interplay of elements is
rarely reported, it is possible to find two different ways to evaluate the interactions of metals based
on the metals’ ratios and correlation coefficients. As commented before, the Cu:Zn ratio has been
demonstrated to be increased in the serum [18,23,24,42,81,82,86,87], plasma [22,77], whole blood [18],
urine [23], hair [24], and pleural effusion [80] of lung cancer patients against healthy controls.

A recent study of our group demonstrated that the ratios between elements were important
biomarkers for lung cancer disease, including: V/Mn, V/Pb, V/Zn, Cr/Pb in serum, Cr/Cd, Mn/Cd,
V/Cd, Co/Cd, Cd/Pb in urine and V/Cu in BALF. These ratios reflect the dyshomeostasis of metals
that takes place. Taken into account that cancerous and normal tissues differ significantly in their
cell composition, other authors measured for each metal the ratio to K, since it is the most abundant
intracellular cation [88]. The results showed that the Zn/K ratio was reduced in LC and HC, whereas
Cu/K slightly increased [88]. The ratio between Cd and Zn has also been found to be different between
smokers and nonsmokers, and it is also different among smokers for several different diseases and
cancers [97].

On the other hand, several metals are correlated to others, suggesting also the existence of an
interconnected homeostasis in lung cancer [75], as can be seen in Table 2. In this way, selenium is
positively correlated with zinc in BALF samples of LC. The antioxidant properties of selenium are
well-known, and alterations of this element can be related to oxidative stress. In this work, selenium is
positively correlated with zinc in BALF samples, which is implicated in glucometabolic disorders [98].
Cobalt and copper are also positively correlated in BALF. The function of cobalt in the body is to be a
cofactor of vitamin B12, but in the form of labile ions, it is able to generate reactive oxygen species,
such as copper and iron [99].
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4. Selenometabolites and Selenoproteins and Their Role in Lung Cancer

One of the most known elements for its beneficial effects on health and antagonistic protective
action against many pollutants is selenium. However, selenium is essential only in a narrow
range of concentrations, and the chemical form also determines its essentiality /toxicity. The active
center of selenoproteins (with selenocysteinyl residues) such as glutathione peroxidase and other
selenoenzymes is (-SeH), but selenium can also be present in the living body as selenium-containing
proteins (with selenomethionyl residues, ie selenoalbumin), inorganic selenium, selenoamino acids,
and methylated selenium [100]. The selenium species that is most abundant in the bloodstream
is selenoprotein P (SeP), and its concentration is a good indicator of Se status in humans, while
extracellular glutathione peroxidase (eGPx) is a complementary marker of selenium status in several
clinical studies [101]. Moreover, Se-proteins are interrelated, because Se bound to albumin (SeAlb) is
assumed to be transported to the liver for the new synthesis of SeP and GPx, which are then released
into the bloodstream. The concentration of selenium in human serum is about 90 ng-g’!, and this
elements occurs as SeP > Selenoalbumin (SeAlb) > GPx > SeO3%~ [102]. As previously commented,
selenium is part of the enzyme glutathione peroxidase (GPx), which is considered the main agent
against free radicals, as an anticancer, and inhibits the toxicity of some xenobiotics [103]. Until now,
only 25 selenoproteins are known in humans, including four types of glutathione peroxidase (GPX1,
GPX2, GPX3, and GPX4) and two thioredoxin reductases (TXNRD1, TXNRD?2), but the function of
many others is still unknown [104].

Selenium has been studied previously in relation to cancer from several points of view. On the
one hand, it has been shown that there is a decrease in the risk of lung cancer in populations where
selenium levels are high [105]. To this end, selenium levels in plasma samples from 372 lung cancer
patients were determined by SeP determination using the ELISA method [105]. In another study,
serum selenium levels were determined in 95 patients with lung cancer and the genotypes of four
selenoprotein genes (GPX1, GPX4, TXNRD2, and SEP15) were determined, demonstrating that a
selenium level less than 60 pg-L~! is associated with a higher risk of lung cancer [106].

On the other hand, the chemopreventive character of selenium against cancer has been studied.
In this way, it has been shown that selenium supplements reduce the mortality caused by several
types of cancer, including lung cancer [107]. The molecular mechanism is not completely known,
although different biological and biochemical processes have been identified [108], demonstrating that
the effects observed at the molecular, cellular, and systemic levels include the expression of genes and
the direct alteration of proteins [109]. The effects of selenium depend on its concentration, since low
concentrations are absolutely necessary for cell growth, but moderate to high concentrations inhibit
it. This inhibition of growth is tumor-specific, and selenium induces apoptosis in malignant cells
at concentrations that do not affect the viability of normal cells [110]. Selenium species can affect
carcinogenesis in different stages depending on the chemical species of selenium that is administered.

Several studies have suggested that polymorphisms in the selenoprotein gene of 15 kDa (SEP15)
can alter the interaction of selenium with this protein, which is associated with an increase in
susceptibility to various types of cancer [111], including LC [112]. The 15-kDa selenoprotein (SEP15)
and other members of the thioredoxin family [113] are a type of catalytic agent that can regulate
cellular redox reaction and reduce accumulated oxidative stress, which correlates with cell death and
oncogenesis [114]. Finally, the relationship between the CASP8, MMP1, IL10, and SEPS1 genes and the
risk of non-small cell lung cancer have also been demonstrated [115].

5. Chemical Species, Metal-Metabolites, and Metalloproteins

It is well-known that the chemical form of an element determines its toxicity and biological
activity, as well as its mobility across different biological compartments. On the other hand,
metallobiomolecules play key roles in the onset and progression of several diseases, in particular in
lung cancer, and for this reason, they may be used as biomarkers of diagnosis and prognosis, as well
as in therapies. Likewise, the design of the therapies based on metalloproteins is a growing research
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area [116]. For instance, the targeting of the zinc finger proteins by miRNAs, which act as a tumor
suppressor by reducing cell proliferation, migration, and invasion as well as inducing apoptosis in
human glioblastoma cell lines and glioma stem cells [117].

In this sense, there are few works related with the determination of metallobiomolecules in cancer,
and even less in relation to lung cancer. In this context, the importance of metallothioneins (MT) in
tumor formation, progression, and drug resistance has been proven [118]. For this reason, MTs may
provide potential promising markers for cancer. MTs are high-content cysteine proteins, which play
critical roles in homeostasis and protection against heavy metals, DNA damage, and oxidative stress,
acting as antioxidants against free radicals and oxidative stress. Moreover, MTs control the homeostasis
of the Cu/Zn ratio, which is essential in cell proliferation and differentiation [118]. Different isoforms
of these metallothioneins (MTs) have been determined in the lung by studying related genes by means
of the analysis of the reaction in the polymerase chain with reverse transcriptase (RT-PCR) [119,120].
The down-expression of MTs isoforms (MT1A, MT2A, MT1E, and MT1G), which are related to gene
methylation, has been described in lung cancer [119].

On the other hand, the metalloprotein profiles in human plasma have also been described using
a flow fractionation system with asymmetric flow field coupled to inductive coupling plasma with
mass detector (AF4-ICP-MS). This study demonstrated that the profiles of Mn, Ni, Cu Zn, I, and Ba are
different in patients with lung cancer and controls, and several metalloproteins have been identified
by coupling nanochromatography and ion trap mass spectrometry with an electrospray ionization
source/mass spectrometry [77]. In particular, the Zn metallobiomolecules have been studied in
childhood brain tumors [117].

Under our knowledge, the speciation of elements should be performed in samples of LC patients.
As discussed before, elements can be mainly present as labile ions or complexed with low molecular
mass ligands, or in the form of metalloproteins. In a study of our group, an analytical metallomic
approach based on the non-denaturing precipitation of proteins (NDPP) was optimized for the
fractionation of high molecular mass (HMM) and low molecular mass (LMM) metal species, in order
to distinguish between metal species that affect the biological activity and toxicological potential of the
elements [75]. We concluded that several metals are good biomarkers when they are related to the labile
ions, complexed with low molecular mass ligands, or in the form of metalloproteins (i.e., V and Cr in
HMM and Cu in LMM), which were described for the first time. The analytical methodology was based
on the use of an inductively coupled plasma triple quadrupole mass spectrometry (ICP-QQQ-MS),
which has not been previously used in biofluids from LC patients [75].

6. Gaps and Future

Significant evidences can be found in the literature in relation to the key role of metals in the onset
and progression of cancer, particularly in lung cancer. This open the possibilities of using them as
biomarkers of early diagnosis, prognosis, or therapy. However, intense research should be performed
in connection with the differentiation between chemical species, metalloproteins, and the interplay of
elements on the basis of metals ratios and correlations. The Cu:Zn ratio has been demonstrated to be
the best inter-element biomarker for lung cancer diagnosis in the majority of the samples, but recent
studies have also demonstrated the importance of V/Mn, V/Pb, V/Zn, and Cr/Pb in serum; Cr/Cd,
Mn/Cd, V/Cd, Co/Cd, and Cd/Pb in urine; and V/Cu in BALF, which reflect the dyshomeostasis of
metals that takes place in LC. Important significant correlations can be found between elements in
LC patients, such as for example between selenium and zinc, which is implicated in glucometabolic
disorders, cobalt and copper, and copper and iron, among others. The influence of individual factors
(i.e., sex, age, diet, etc.) in the concentration of metals that can be found in biofluids may be the main
pitfall regarding the use of metals dyshomeostasis as biomarkers of lung cancer, and effort should be
made in this direction to correctly establish a direct cause—effect link.

Powerful analytical techniques can be used for metal identification and quantification, mainly
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) with single or preferably triple quadrupole
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mass spectrometer equipped with a collision/reaction cell for the elimination of interferences.
The selection of the biofluid to be analyzed is critical, as well as the sample preparation procedure to
isolate metal-containing fractions (high/low molecular mass fractions) or metallobiomolecules, for
instance metalloproteins, of which 50% are influenced by metals.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Metal dyshomeostasis based biomarkers of lung cancer using human biofluids
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Supplementary Figure 1. PLS-DA of A) urine and B) BALF samples. Red triangles:

cancer group, black triangles: healthy control group, green triangles: non-cancerous

control group.

AV

we[z]

1Co

Zn

ACd

o 4Cr

1Cu

iMo

Supplementary Figure 2. Loading plot from serum samples in LC vs HC comparison.
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Supplementary Figure 5. Loading plot from urine samples in LC vs HC comparison.
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Supplementary Figure 6. A) Loadings plot for comparison of inter-element ratios in
serum obtained from LC and HC. B) 3D score plot obtained by PLS-DA.
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Supplementary Figure 7. A) Loadings plot for comparison of inter-element ratios in

urine obtained from LC and HC. B) 3D score plot obtained by PLS-DA.
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Supplementary Table 1. Medium concentration and % RSD of ten replicates of serum

reference material.

Medium Concentration
(Re ferei]islhj/ll\z:[terial) . (};g=116’1) RSD (%) | Certified range (ug L)
\Y 8.16 3.94 6.47-9.71
Cr 5.37 3.17 4.53-6.79
Mn 6.04 2.68 4.83-7.24
Fe 1519.3 2.72 1190-1780
Co 5.47 442 4.59-6.89
Cu 1359.6 2.34 1150-1560
Zn 1532.8 222 1208-1740
Se 117.34 4.10 89.9-135
Mo 5.42 3.38 4.33-6.50
Cd 5.44 2.40 4.04-6.73
Pb - - Non certified

* Clinchek, Serum Control lyophilized for trace elements, level II, Recipe.

Supplementary Table 2.Medium concentration and % RSD of ten replicates of urine

reference material.

Medium Concentration
(Refere:iﬂs/[iterial)* (F;E%: i;l) RSD (%) | Certified range (pgL-1)
\Y% 53.69 3.03 40.7-61
Cr 20.36 4.25 15.9-23.9
Mn 18.59 3.79 15.9-23.9
Fe 240.1 3.97 178-266
Co 32.51 4.36 27.5-41.2
Cu 96.64 425 88.7-133
Zn 5424 4.18 425-638
Se 92.61 4.06 71.4-107
Mo 90.22 2.92 79.5-119
Cd 15.33 2.02 11.4-17.2
Pb 55.17 3.27 43.5-65.2

* Clinchek, Urine Control lyophilized for trace elements, level II, Recipe.
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CAPITULO 4

Capitulo 4. Analisis metalémico de selenoproteinas en muestras de
suero de pacientes con ciancer de pulmén mediante la técnica de

dilucién isotopica.

Articulo 6. B. Callejon-Leblic, G. Rodriguez-Moro, A. Arias-Borrego, A.
Pereira-Vega, ].L. Gomez-Ariza, T. Garcia-Barrera. Absolute quantification
of selenoproteins and selenometabolites in lung cancer human serum by
means of species unspecific isotopic dilution and size exclusion followed
by affinity chromatography coupled to triple quadrupole inductively
coupled plasma mass spectrometry. Journal of Chromatography A, 2019

(En revision).
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El selenio es uno de los elementos mas estudiados en el cancer
debido a su caracter quimiopreventivo, asociado a la funcién antioxidante que
desempefian las selenoproteinas [238]. Existen varios estudios que relacionan
la alteracion en la expresion de las selenoproteinas con el riesgo de padecer

cancer, como la eGPx [239] y la SELENOP [240].

En este capitulo se describe por primera vez la aplicaciéon de un
método metalémico basado IDA-SEC-AF-ICP-QQQ-MS para la cuantificacion
absoluta de selenoproteinas (eGPx, SELENOP, SeAlb), y el contenido total de
selenometabolitos, en muestras de suero de pacientes CP (n = 48) y controles
sanos (n = 39). El método de separacion de los analitos consistié en el
acoplamiento de dos tipos de cromatografia, la cromatografia de exclusion
por tamarfio y la cromatografia de afinidad, cuya descripcion se detalla en la
seccion de “Procedimientos Experimentales, apartado 5.2.3. Determinacion de

selenoproteinas en suero sanguineo mediante IDA-SEC-AF-ICP-QQQ-MS".

La cuantificacion absoluta de las selenoproteinas y de los
selenometabolitos se llevd a cabo empleando el andlisis de dilucién isotopica
inespecifica (SEC-AF-HPLC-SUID-ICP-QQQ-MS) utilizando 7#Se como patrén
enriquecido de selenio. Los cromatogramas de los picos en unidad de
intensidad (cps) fueron convertidos en cromatogramas masicos a través de la
ecuaciéon de la dilucién isotopica (Seccion 2.3.1. Fundamento matemidtico de la
dilucién isotdpica), y las areas resultantes se integraron y dividieron por la
cantidad de muestra total para determinar la concentracion final de selenio en
cada selenoproteina. La Tabla 14 muestra las concentraciones promedio del
contenido de selenio de cada selenoproteina en suero de pacientes con CP y

pacientes sanos (C).
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Las concentraciones de eGPx, SELENOP, SeAlb y del contenido
total de los selenometabolitos fueron mayores en el grupo CP, siendo
significativas las concentraciones de eGPx y SeAlb (p>0.05, ANOVA de una

cola).

Tabla 14. Concentraciones de selenio de las selenoproteinas determinadas por
el método de especiacion SEC-AF-ICP-QQQ-MS en muestras de suero de
pacientes con CP y grupo control. FC: Fold change, p-value (test ANOVA) y

valores AUC. Se-MB: Selenometabolitos.

Concentracion
eGPx Se-MB  SELENOP SeAlb TOTAL
(ng of Se g1)
Promedio C 8.96 1.71 66.74 28.33 105.74
SDc 3.44 0.83 2411 17.26 40.00
Promedio CP 11.24 2.12 72.08 39.56 124.91
SDcr 4.98 1.07 28.55 20.45 47.67
FC (CP/C) 1.25 1.24 1.08 1.40 1.18
p 0.03 0.08 0.4 0.02 0.07
AUC 0.64 0.63 0.55 0.67 0.63

Ademas, el balance de masas del contenido total de selenio
determinado por ICP-QQQ-MS y la suma de las concentraciones de las
diferentes selenoproteinas analizadas por IDA-SEC-AF-ICP-QQQ-MS de las
muestras de suero de los grupos CP y C mostré desviaciones inferiores al 5
%, indicando que las posibles pérdidas de analito en la separacion

cromatografica debidas a retencién en las columnas fueron minimas.
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El contenido de selenio total en suero de pacientes con CP (127.91 +
30.48 ng g') fue mayor que el promedio del grupo control (C=110.48 + 20.07

ng g1), aunque estas concentraciones no mostraron diferencias significativas.

Por otra parte, se calcularon los ratios de las concentraciones de las
selenoproteinas para determinar posibles relaciones y su uso potencial como
biomarcadores. La Tabla 15 muestra el promedio de estas proporciones para

los grupos de CPy C.

Tabla 15. Ratios entre selenoproteinas determinadas por el método de
especiacién SEC-AF-ICP-QQQ-MS en muestras de suero de pacientes con CP
y grupo control. FC: Fold change, p-value (test ANOVA) y valores AUC.

Se-MB: Selenometabolitos.

eGPx eGPx eGPx SeMB SeMB SELENOP
SeMB SELENOP SeAlb SELENOP SeAlb SeAlb

Prorgedlo 5.44 0.14 0.39 0.03 0.07 271
SDc 1.03 0.04 0.26 0.01 0.05 0.95

. .
rorcnlfdlo 5.49 0.16 0.33 0.03 0.06 2.07
SDcr 1.15 0.05 0.16 0.01 0.02 0.77
FC (CP/C)  1.01 1.16 0.84 1.13 0.8 0.68
p 0.84 0.04 0.26 0.24 0.13 0.04
AUC 0.51 0.67 0.61 0.66 0.60 0.72

El test ANOVA mostr6 que el ratio eGPx/SELENOP fue
significativamente diferente (p <0.05) entre los grupos CP (0.16 + 0.05) y
control (0.14 + 0.04). De la misma manera, las diferencias encontradas en el
ratio SELENOP/SeAlb también fueron significativas (CP=2.07 + 0.77, C =2.71
+ 0.95). Ademas, los valores de AUC para estas relaciones fueron los mas

altos, especialmente para la relacion SELENOP/SeAlb (AUC = 0.72).
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Finalmente, se realizaron estudios de correlaciones entre
selenoproteinas en los grupos CP y C. Para ello, se aplico el test de correlacion
de Pearson a los resultados, concluyendo una alta correlacion entre eGPx y
selenometabolitos en las muestras de suero de los grupos C (r=0.89) y CP (r =
0.86). Por otro lado, SELENOP y eGPx también mostraron una alta correlacion
entre personas sanas (r = 0.91), aunque esta correlacion disminuy6 para el
grupo CP (r = 0.69). De la misma manera, la correlacion para eGPx y SeAlb
fue mayor en el suero del grupo control (r = 0.77) que en suero de pacientes
con CP(r = 0.56), y la correlacién de SELENOP y SeAlb fue menor en el suero
del grupo CP (r = 0.54) que en el suero de C (r = 0.69). Finalmente, SeAlb y
selenometabolitos se correlacionaron de forma similar en ambos grupos C (r =

0.69) y CP (r = 0.68).

Asi pues, las diferencias significativas encontradas en las
concentraciones de eGPx y SeAlb en las muestras de suero de pacientes con
CP y los ratios eGPx/SELENOP y SELENOP/SeAlb podrian indicar
alteraciones en estas proteinas como consecuencia de la enfermedad. Ademas,
la relacion SELENODP/SeAlb mostro un valor de AUC > 0.7, considerado como
buen valor en la clasificacion de los valores AUC para marcador de

diagnostico.
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Abstract: Due to the low life expentancy and high occurrence of lung
cancer, the search for early diagnosis biomarkers is of great interest.
Selenium (Se) is an essential element for the human body and a powerful
antioxidant capable of protecting against cancer being also an important
contituent of selenoproteins which play important roles.

In this work, the absolute quantification of selenoproteins and total
selenometabolites has been performed in serum of lung cancer (LC)
patients and healthy controls (HC) for the first time. To this end, a
method for the simultaneous speciation of selenoproteins and
selenometabolites in serum using size exclusion chromatography (SEC) and
affinity chromatography (AFC) with detection by inductively coupled
plasma triple quadrupole mass spectrometer (ICP-QQQ-MS) has been
developed. Absolute quantification was performed by isotopic dilution
(IDA) (2D/SEC-AF-HPLC-SUID-ICP-QQQ-MS) to determine the concentration of
three important selenoproteins in serum from LC patients, as well as the
total content of selenometabolites, in order to find alterations that may
serve as a diagnosis of this disease. The results showed that the mean
concentrations of eGPx and SeAlb were significantly higher in LC (eGPx:
11.24 + 4.98 ng g-1; SeAlb: 39.56 = 20.45 ng g-1) than in HC (eGPx: 8.96
+ 3.44 ng g-1; SeAlb: 28.33 * 17.26 ng g-1). Moreover, the ratios between
selenoproteins have been calculated for the first time in LC and HC to
study their potential use as LC biomarkers showing that eGPx/SELENOP and
SELENOP/SeAlb ratios are significantly different between the LC group and
the group of healthy people. Correlations coefficients between
selenoproteins have also been calculated in order to demonstrate the
interconnected homeostasis. Correlations between selenoproteins in both
LC and HC groups were determined using Pearson’s coefficients concluding
a high correlation between eGPx and selenometabolites (r=0.89),

SELENOP (r=0.91) and SeAlb(r=0.77) in control group. These correlations
diminished in the group of LC patients, with the exception of eGPx and
selenometabolites (r=0.86), but they are also present.
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Abstract

Due to the low life expentancy and high occurrence of lung cancer, the search for early
diagnosis biomarkers is of great interest. Selenium (Se) is an essential element for the
human body and a powerful antioxidant capable of protecting against cancer being also an

important contituent of selenoproteins which play important roles.

In this work, the absolute quantification of selenoproteins and total selenometabolites has
been performed in serum of lung cancer (LC) patients and healthy controls (HC) for the
first time. To this end, a method for the simultaneous speciation of selenoproteins and
selenometabolites in serum using size exclusion chromatography (SEC) and affinity
chromatography (AFC) with detection by inductively coupled plasma triple quadrupole
mass spectrometer (ICP-QQQ-MS) has been developed. Absolute quantification was
performed by isotopic dilution (IDA) (2D/SEC-AF-HPLC-SUID-ICP-QQQ-MS) to

172



32
33
34
35
36
37
38
39
40
a1
42
43
44
45

46

47

48

49

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

determine the concentration of three important selenoproteins in serum from LC patients,
as well as the total content of selenometabolites, in order to find alterations that may serve
as a diagnosis of this disease. The results showed that the mean concentrations of eGPx and
SeAlb were significantly higher in LC (eGPx: 11.24 +4.98 ng g!; SeAlb: 39.56 + 20.45 ng g')
than in HC (eGPx: 8.96 + 3.44 ng g; SeAlb: 28.33 + 17.26 ng g'). Moreover, the ratios
between selenoproteins have been calculated for the first time in LC and HC to study their
potential use as LC biomarkers showing that eGPx/SELENOP and SELENOP/SeAlb ratios
are significantly different between the LC group and the group of healthy people.
Correlations coefficients between selenoproteins have also been calculated in order to
demonstrate the interconnected homeostasis. Correlations between selenoproteins in both
LC and HC groups were determined using Pearson’s coefficients concluding a high
correlation between eGPx and selenometabolites (r=0.89), SELENOP(r=0.91) and
SeAlb(r=0.77) in control group. These correlations diminished in the group of LC patients,

with the exception of eGPx and selenometabolites (r=0.86), but they are also present.
Keywords:

Lung cancer, serum, isotopic dilution, selenoproteins, selenium, ICP-QQQ-MS.

1. Introduction

Lung cancer (LC) is one of the ten most common causes of death in the world [1] inducing
more than 1.3 million deaths per year [1,2]. Due to the majority of LC cases diagnosed are
in advanced stages, the 5-year survival period is only 15% [3-5], which highlight the need
for an early diagnosis to increase the rate [6-9]. Metabolic disturbances are associated to
cancer appearance and development, increasing oxidative stress [10]. Oxidative stress is an
imbalance between antioxidants and reactive oxygen species (ROS) including free radicals,
which can cause irreversible damage at high concentrations through oxidative changes in
lipids, proteins and DNA [10]. To limit the damage caused by ROS, an antioxidant system
formed by enzymatic and non-enzymatic system may interact with these species to
regulate their production. However, if this antioxidant system is surpassed by the
production of ROS or not sufficiently provided through diet or supplementation, oxidative

stress takes place [10].
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The role of metals in cancer onset and progression as well as in metastasis has been
extensively reviewed [11-14] and two general hypothesis has been stated, one of them is
that cancer onset and progression disturb the levels and natural chemical form of the
essential elements in the metabolism. The second one considers that carcinogenic process is
caused by a high exposure to metals. However, the majority of papers focus on the
estimation of a deficiency state or excess and into a lesser extent in the unbalance episodes

in which one element affects the function of others.

In this context, selenium has been claimed as one of the most important elements in cancer
research due to its chemopreventive character, related with its antioxidant role via the
glutathione peroxidase selenoprotein (GPx) [15]. It seems that the mechanism is based on
an increase of this selenoprotein in tissues from lung cancer patients to overcome the
oxidative stress caused by free radicals, with a correlative decrease of selenium in the
bloodstream. On the other hand, selenium also plays essential roles in inhibiting
angiogenesis [16], enhancement of immune response [17], control of unnecessary
proliferation of cells [18], inhibition of the activation of certain transcription factors [19] and
as antagonist against the toxic action of several toxic elements such as mercury [20].
Synergistic interactions of selenium have also been described as in the case of zinc, whose
depressed levels seem to be involved in carcinogenesis by increasing DNA damage and
oxidative stress, inhibiting DNA repair mechanisms, declining immune function and
decreasing antioxidant defense capacity [21]. Several studies have shown the key role of
selenium in cancer demonstrating that selenium supplements reduce the mortality of
several types of cancers, including lung cancer [22] and that there is a decrease in the risk of
lung cancer in populations with high levels of selenium [23]. The role of selenium depend
on its concentration as it has been evidenced in cell cultures that while low concentrations
are absolutely necessary for cell growth, moderate to high concentrations inhibit it. This
inhibiting action is tumor-specific and selenium induces apoptosis in malignant cells at

concentrations that do not affect the viability of normal cells [24].
The active center of selenoproteins (with selenocysteinyl residues incorporated by a

specific codon) like glutathione peroxidase (GPx), selenoprotein P (SeP) and other

selenoenzymes is -SeH, but selenium can also be present in living body as selenium
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containing proteins (with selenomethionyl residues, ie selenoalbumin (SeAlb)), inorganic
selenium, selenoamino acids and methylated selenium [25]. Some selenium species are
transformed into selenide, a common intermediate metabolite in the synthesis of
selenoproteins. Selenomethionine (SeMet) can be transformed into selenocysteine (SeCys)
through the trans-selenation pathway and then lysed by (-lyase or directly by vy-lyase to
selenide. At the same time, SeMet can be used for the synthesis of proteins by methionine-
RNAt [26]. The most abundant selenium specie in the bloodstream is selenoprotein P
(SELENOP), and its concentration is a good indicator of Se status in humans, while
extracellular glutathione peroxidase (eGPx) is a complementary marker in several clinical
studies. Although SeAlb is not a “real” selenoprotein because its synthesis is not
genetically encoded, it can also play the role of a potential bio-indicator of selenium status,
particularly correlated with nutrition [27]. Plasma GPx (eGPx) is the most important
selenoenzyme in the detoxification of ROS in human plasma and catalyzes the reduction of
extracellular hydrogen peroxide and lipid hydroperoxide and accepts both thioredoxin and
glutathione as a reduction co-substrate [28]. SELENOP is expressed in many tissues, but it
is produced primarily in the liver and secreted into the plasma. It is the largest form of
selenium in plasma and it is involved in its transport [29,30]. There are indication that
SELENOP also acts as an antioxidant in the extracellular space, and it is located in the
endothelium bound to heparin and associated with carbohydrates [30]. SELENOP reduced
phospholipid hydroperoxides using gluthathione or thioredoxin as a co-substrate and
protected plasma proteins against oxidation and nitration induced by peroxynitrite-
induced oxidation or peroxidation of low densitiy lipoproteins (LDL) [31]. In addition,
SELENOP was also shown to protect human astrocytes and endothelial cells from
oxidative damage [32]. Serum is the most accessible bio-indicator for selenium level as it
responds rapidly to changes in selenium status correlated with its dietary intake or
physiological disorders. The concentration of selenium in human serum is about 90 ng g

and the relative abundance of the species is: SeP>SeAlb>GPx>SeOs* [33].

There is a relationship between the altered expression of selenoproteins and cancer risk
have also been reviewed [34]. For example, Moscow et al found an allelic variant of GPx1
gene, caused by a single nucleotide polymoirphysm at codon 198 which is asociated to an
increase risk of lung cancer [35]. Several studies also suggest that polymorphisms in the

selenoprotein gene of 15 kDa (SELENOP15) can alter the interaction of selenium with this
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protein, which is associated with an increase in susceptibility of various types of cancer [36]
including LC [37]. Moreover, SELENOP has been determined in 372 lung cancer patients
using the ELISA method demonstrating that there is a decrease in the risk of lung cancer in
populations with high levels [23]. The genotypes of GPX1, GPX4, TXNRD2 and SEP15 as
well as total selenium were also determined in 95 patients with lung cancer, demonstrating
that a selenium level less than 60 ug L is associated with a higher risk of lung cancer [38].
Finally, the relationship between the CASP8, MMP1, IL10 and SEPS1 genes and the risk of

non-small cell lung cancer have also been demonstrated [39].

In spite of many authors have reported activities or concentrations of some selenoproteins
in several cancers such as, prostate [40-42], renal [40], breast [43], colorectal [44] and
laryngeal cancers [38], few studies are related with the determination of selenoproteins in
LC patients [23]. On the other hand, the most commonly used analytical techniques for the
determination of selenoproteins concentrations in cancer patients have been based on
immunoluminometric sandwich assay [40,41], radioinmmunoassay [43], colorimetric

enzyme-limled immonoassay [44] or Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) [23].

In this work, the concentration of selenoproteins (eGPx, SELENOP, SeAlb) and the total
content of selenometabolites have been determined for the first time in serum from lung
cancer (n=48) and healthy controls (n=39) using a column switching system based on two
size exclusion chromatography columns (SEC) and two affinity columns (AF). For the first
time an inductively coupling plasma mass spectrometer equipped with a triple quadrupole
(ICP-QQQ-MS) has been used for the detection of selenium in serum of lung cancer
patients. Finally, absolute quantification of selenoproteins was carried out using unspecific

isotopic dilution analysis (2D/SEC-AF-HPLC-SUID-ICP-QQQ-MS).

2. Materials and methods.

2.1. Study population.
Blood samples were collected from lung cancer patients (LC) and healthy people
used as control (HC) at the Pneumology Area of Juan Ramoén Jiménez Hospital
(Huelva, Spain). The blood samples were obtained by venipuncture of the
antecubital region, after 8 hours of fasting, and collected in BD Vacutainer SST II

tubes with gel separator and Advance vacuum system. The samples were
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immediately cooled and protected from light for 30 minutes to allow clot retraction.
After centrifugation (2000 g for 10 minutes) serum samples were frozen at -80°C
until analysis. A total of 87 serum samples (LC=48 and HC= 39) were collected for
the analysis. The study was performed in accordance with the principles contained
in the Declaration of Helsinki and approved by the Ethical Committee from Juan
Ramoén Jiménez Hospital and University of Huelva. In addition, all people gave
informed consent for the extraction of peripheral venous blood. Table 1 showed

clinical characteristics of patients (LC) and healthy controls (HC).

2.2. Standard solutions and reagents

Human serum certified reference material (CRM) BCR-637 was purchased from the
Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM, Geel, Belgium).
Enriched 7*Se was obtained from Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MA,
USA). Water was purified with a Milli-Q Gradient system (Millipore, Watford, UK).

Ammonium acetate was purchased from Sigma Aldrich, (Steinheim, Germany).

2.3.Instrumentation

The absolute quantification of selenoproteins and the total content of selenium were
performed by inductively coupled plasma mass spectrometry equipped with an triple
quadrupole using the Agilent 8800 Triple Quad (Agilent Technologies, Tokyo, Japan), with
oxygen of high-purity grade (>99.999%), and pure hydrogen gas (>95%) as reaction gases.
Instrumental conditions were optimized using a Tuning aqueous solution containing Li,
Co, Y and Tl at 1 ug L'. Nickel sampling and skimmer cones were employed, with a
sampling depth of 10 mm. The forward power was set at 1550 W, and the gas flow rates
were fixed at 15 L min'! and 1.08 L min"! for plasma and carrier gas, respectively. Selenium
was determined using a mixture of H2 (2 ml min') and Oz (40%). Isotopes monitored
were’4Se, 76Se, 7’Se, 78Se y #Se with a dwell time of 0.3 s per isotope. Chromatographic
separation was performed using an HPLC model 1260 Infinity Quaternary LC (Agilent
Technologies). Separation of selenoproteins was carried out by two 5 ml HiTrap ®
Desalting Columns (GE Healthcare, Uppsala, Sweden ) connected to two affinity columns,
with stationary phases of heparin-sepharose (HEP-HP) and blue-sepharose (BLU-HP), both
purchased from GE Healthcare, Uppsala, Sweden.
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2.4. Total selenium determination
Total Se content of serum was determined in diluted samples as previously described [45].
To this end, serum was five-fold diluted with ultrapure water and 0.1 pug L' of Rh was
added as internal standard. Samples were filtered using 0.45 um pore size filters of PTFE
before the analysis by ICP-QQQ-MS.

2.5. Selenoproteins speciation by size exclusion-affinity chromatography hyphenated
to species-unspecific isotope dilution ICP-QQQ-MS (SEC-AF-ICP-QQQ-MS).

The absolute quantification of selenoproteins has been performed by a previously
optimized method 2D/SE-AF-HPLC-SUID-ICP-MS [46], although in this using a triple
quadrupole ICP-QQQ-MS. The separation of analytes was carried out using two columns
of size exclusion (HiTrap® Desalting) connected to two affinity columns of heparine
sepharose (HEP-HP) and blue-sepharose (BLU-HP) interconnected by a six-way switching
column valve. The combination of two HiTrap Desalting columns increases the resolution
of the chromatographic separation and allows separating the peak of eGPx from
selenometabolites. On the other hand, the HEP-HP column is able to retain selectively SeP,
whereas BLUE-HP column retains both SELENOP and SeAlb [27]. The chromatography
based on SEC-AF-HPLC was connected to the nebulizer of ICP-QQQ-MS using a T piece.
In the same way, the T piece was also used for the introduction of 7#Se in post-column mode
to carry out the dilution analysis. Serum samples were centrifuged before the speciation
analysis and 100 ul were injected into the system SEC-AF-ICP-QQQ-MS directly.
Ammonium acetate was used as mobile phase using a gradient from 0.05 M (mobile phase
A) to 1.5 M (mobile phase B), at a flow rate of 1.3 ml min! and the acquisition time was
adjusted to 40 minutes.
In a first step (Position A), mobile phase A is pumped through the system during 12
minutes eluting eGPx and selenometabolites, which are not retained in the affinity
columns, at the time of 3 and 5 minutes respectively. Subsequently, the gradient change to
mobile phase B for the elution of SELENOP at 20 minutes and at this moment, the valve is
switch to Position B to isolate the BLUE-HP column, which contains SeAlb. In the following
step, the valve is switched on to the Position A again for the elution of SeAlb which elutes
at 25 minutes with mobile phase B. Finally, mobile phase A is passed through the system

for equilibration during 15 minutes before the next injection. Figure 1 illustrates the
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instrumentation and both positions used in the analysis. After that, the intensity of
selenium isotopes were converted to mass flow chromatograms for the quantification of
selenium species in serum samples, using mathematical equation of isotopic dilution and
the ratio 78Se/7*Se. Figure 2 shows a mass flow chromatogram corresponding to a serum
sample from a LC patient. Finally, the resulting areas of the mass flow chromatograms
were integrated using Origin 8.0, OriginLab Corporation software. The final concentrations

were calculated dividing the areas between the amounts of sample introduced.

2.6. Statistical Analysis.
Statistical calculations were made in STATISTICA 8.0 software (StatSoft, Tulsa,
USA). Parametric methods were used since most of the variables showed a skewed
distribution (checked by normal probability plots) and variances were not
homogeneous (checked by Levene’s test). One-way ANOVA followed by Tuckey
test was carried out for pairwise comparisons to find differences between groups.
Only p values below 0.05 were regarded as statistically significant. Finally, to
evaluate the specificity and sensitivity of metabolites altered by the disease, ROC
(receiver operator characteristic) curves were applied to the dataset and species with
“area under the curve” (AUC) higher than 0.70 were considered as relevant in the

progression of LC.

3. Results and discussion.

3.1. Absolute quantification of proteins by IDA-SEC-AF -ICP-QQQ-MS.
The speciation methodology has been validated using a CRM of human serum (BCR-637)
certified for total Se content (81+7ngml?’). In addition, a spike of 20ngg? of
selenomethione was added to the material to test the recovery and the resolution of IDA-
SEC-AF-ICP-QQQ-MS for selenometabolites. Moreover, the isotopic dilution equation was
used to calculate the concentration of selenoproteins in the BCR-637 and serum samples
from LC and HC patients. The concentration of different selenium species obtained in the
BCR-637 are in concordance with other results reported in literature [33,47], and the
recovery of selenomethione was close to 85 %, (n=5).
The analysis of LC and HC serum samples reveals that SELENOP accounts for the highest
content of selenium in both studied groups, followed by SeAlb, eGPx and finally,

selenometabolites. In addition, the percentage of SELENOP was lower in LC (58%) than in
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HC group (63%), while the percentage of SeAlb respect to the total (31%) was higher in
serum from LC than in HC group (27%). The content of eGPx and selenometabolites were
very similar in both groups. Figure 3 illustrates the percentages of each selenoprotein
against the total sum of species.

Table 2 shows the concentration of selenoproteins in the serum of HC and LC patients. The
sum of selenospecies in LC patients (129.91 + 47.67 ng g') was higher than that in HC
patients (105.74 + 40.00 ng g'). In addition, SELENOP was the protein with highest
concentration in both HC (66.74 + 24.11 ng g') and LC (72.08 + 28.55 ng g!) serum samples,
being higher in the cancer group, but one-way ANOVA test did not show significant
differences. On the contrary, SeAlb and eGPx showed significant differences in
concentration (p< 0.05) from LC (eGPx: 11.24 + 4.98 ng g!; SeAlb: 39.56 + 20.45 ng g') and
HC (eGPx: 8.96 + 3.44 ng g'!; SeAlb: 28.33 + 17.26 ng g') being also higher in serum from
LC patients (Table 2). Finally, the lowest concentration of selenium in both, LC and HC
serum samples, was in the form of selenometabolites and they also did not show significant
differences between groups. Areas under the curve (AUC) of the receiver operating
characteristic curves (ROC) are also showed in Table 2. The AUC value of SeAlb (AUC=
0.67) was higher than other selenoproteins (eGPx (AUC= 0.64), SELENOP (AUC= 0.55)), se-
metabolites (AUC= 0.63), and the total sum of species (AUC= 0.63)).

3.2. Total selenium in serum from LC and HC patients.
The concentrations of total selenium in serum samples from LC and HC were determined
by ICP-QQQ-MS with the conditions described previously. The selenium content in serum
from LC patients (127.91 + 30.48 ng g') was higher than the concentration of HC group
(110.48 + 20.07 ng g'). These concentrations were compared to the sum of selenium species
determined in the speciation analysis showed a standard deviation lower than 5 % in both

LC and HC groups.

3.3. Inter-selenoproteins ratios and correlations
It has been reported that selenoproteins are interrelated, because Se bound to albumin
(SeAlb) is assumed to be transported to the liver for new synthesis of SELENOP and GPx

that are then released into the bloodstream [33]. On the other hand, as previously reported,

the ratios between several elements have resulted to be important biomarkers of lung
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cancer, which reflect the existence of an interconnected homeostasis in lung cancer [48]. In
this case, the ratios between selenoproteins were calculated to determine their relationships
and their potential use as biomarkers. Table 3 reported the average of these ratios for HC

and LC group.

ANOVA test showed that the ratio of eGPx/SELENOP was significantly different (p<0.05)
between LC (0.16 + 0.05) and HC (0.14 + 0.04) groups. In the same way, the differences
found in the ratio of SELENOP/SeAlb were also significant (LC= 2.07 + 0.77, HC= 2.71 «
0.95). In addition, AUC values for these ratios were the highest (Table 3), especially that for
SELENOP/SeAlb ratio (AUC=0.72). Figure 4 shows graphically the calculated ratios above
commented.

Finally, Pearson’s test was carried out to determine correlations between selenoproteins
from HC and LC. This test was applied to the dataset of HC and LC independently and the

results are shown in Table 4.

There is a high correlation between eGPx and selenometabolites in both serum samples
from HC (r=0.89) and LC (r=0.86) groups. On the other hand, SELENOP and eGPx showed
a high correlation from HC people (r=0.91), although this correlation diminished for LC
people (r=0.69). In the same way, the correlation for eGPx and SeAlb was higher in serum
from HC group (r=0.77) than in serum from LC patients (r=0.56). Similarly, correlation of
SELENOP and SeAlb was lower in serum from LC group (r=0.54) than in serum from HC
people (r=0.69). Finally, correlation between SeAlb and selenometabolites was similar in

both groups HC (r=0.69) and LC (r=0.68).

4. Conclusions.
In this work, the absolute quantification of selenoproteins has been performed for the first
time in serum of lung cancer and healthy controls using an ICP-QQQ-MS. The
methodology was based on the separation of selenoproteins and selenometabolites by a
column switching system based on the use of size exclusion chromatography (SEC) and
affinity chromatography (AF) with detection by ICP-QQQ-MS and quantification by
species unspecific isotopic dilution analysis (SUID). The analysis of LC and HC serum
samples reveals that SELENOP accounts for the highest content of selenium in serum,

followed by SeAlb, eGPx and finally, selenometabolites. The selenoproteins eGPx and
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SeAlb showed significantly increased concentrations in the LC group. In addition, the
ratios: eGPx/SELENOP and SELENOP/SeAlb are significantly different in LC and HC,
showing the interconnected homeostasis between selenoproteins. Moreover, there is a high

correlation between eGPx and selenometabolites in both LC and HC groups.
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Figure caption:

Figure 1. Positions A and B for the elution of proteins by SEC-AF-ICP-QQQ-MS.

Figure 2. Mass Flow chromatogram from LC patients determined by IDA-SEC-AF-ICP-
QQQ-MS.

Figure 3.Percentages of selenoproteins against the total sum of species

186



494  Figure 4. Ratios between mean concentrations of selenoproteins and selenometabolites in

495  serum samples of LC and HC.
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Tables

Table 1. Clinical Characteristics of patients (LC) and healthy controls (HC).

Characteristics LE HC
Number of
n=48 n=39
samples

Age (years) 64+10 | 58 +13

Sex (M/W) 38/10 18/21
Histology
NSCLC 42 -
SCLC 6 -

Smoking habits

Smokers 12 0

Ex-smokers 31 23

Non smokers 5 16
Comorbidities

AHT (%) 58 49

Asthma (%) 5 0

DM (%) 23 27

NSCLC: Non-small cell lung cancer, SCLC: Small cell lung cancer, M: Men, W: Women, LC:
Lung Cancer, AHT: Arterial Hypertension and DM: Diabetes Mellitus.

Table 2. Concentrations of selenoproteins in HC and LC. SD, SEM, MAX and MIN values
for each group. FC: Fold change, p-value (statistical pairwise comparisons by one way

ANOVA test) and AUC values of ROC curves.

Concentrations (ng of Se g') eGPx Se-metabolites SEPP SeAlb TOTAL Sum

Average HC 89 171 66.74 2833 10574
SD HC 344 083 2411 17.26  40.00
SEM HC 053 0.13 3.72 2.66 6.17
MAX HC 17.60 5.37 116.20 80.45 186.74
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MIN HC
Average LC
SD LC

SEM LC
MAX LC
MIN LC

FC (LC/HC)

P
AUC

260 044
11.24 212
498 107
077 0.17
21.30 5.75
285 046
125 124
0.03  0.08
064 063

17.00
72.08
28.55
441
124.90
17.95
1.08
0.4
0.55

5.64
39.56
20.45
3.16
84.35
5.45
1.40
0.02
0.67

26.29
124.91
47.67
7.36
196.97
26.71
1.18
0.07
0.63

Table 3. Ratios between selenoproteins in HC and LC. SD,SEM, MAX and MIN values for
each group. FC: Fold change, p-value (statistical pairwise comparisons by one way

ANOVA test) and AUC values of ROC curves.

eGPx/Sel eGPx/SELE eGPx/Se SelMeb/SEL  SelMeb/S SELENOP/S

Meb NOP Alb ENOP eAlb eAlb
Average

5.44 0.14 0.39 0.03 0.07 271
HC
SDHC 1.03 0.04 0.26 0.01 0.05 0.95
SEM

0.16 0.01 0.04 0 0.01 0.15
HC
MAX

8.32 0.32 1.9 0.1 0.34 4.83
HC
MIN

3.28 0.09 0.14 0.02 0.02 0.69
HC
Average

5.49 0.16 0.33 0.03 0.06 2.07
LC
SDLC 115 0.05 0.16 0.01 0.02 0.77
SEMLC 0.18 0.01 0.02 0 0 0.12
MAX

9.38 0.33 0.96 0.09 0.1 3.79
LC
MINLC 325 0.07 0.14 0.02 0.02 0.76
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FC

1.16 0.84 143 0.8 0.68
(LC/HC)
p_ANO
0.84 0.04 0.26 0.24 0.13 0.04
VA
AUC 0.51 0.67 0.61 0.66 0.60 0.72
Table 4. Pearson’s Coefficient for selenoproteins from LC and HC groups.
Pearson’s Coefficients (r)
eGPx Se-metabolites SELENOP  SeAlb
Selenoproteins
HC TC HE LC HC LC HC LC
eGPx - - 0.89 086 091 069 077 0.56
Se-metabolites 0.89 0.86 - - 0.89 0.63 0.69 0.68
SELENOP 091 0.69 0.89 0.63 - - 0.69 0.54
SeAlb 0.77 0.56  0.69 068 069 054 - -
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CONCLUSIONES - CONCLUSIONS

CONCLUSIONES.

A pesar de que los estudios realizados presentan limitaciones en

relacion al tamafio muestral, debidas a la dificultad de captacidon de pacientes

y a la escasa aportacion voluntaria de muestras bioldgicas, el desarrollo de

metodologias analiticas y la aplicacién a fluidos bioldgicos han permitido

aportar nuevas contribuciones al estudio del cancer de pulmoén. Asi pues, las

conclusiones de esta Tesis Doctoral son las siguientes:

D)

2)

3)

4)

5)

El andlisis metabolémico basado en la infusién directa de muestras
acoplado a espectrometria de masas (DI-ESI-QTOF-MS) ha permitido
realizar un amplio screening metaboldmico de las muestras de suero
sanguineo de humanos. Esta técnica ha demostrado tener un gran
potencial, debido a su capacidad de abarcar una gran cobertura

metabolémica en poco tiempo de analisis.

El uso de la técnica de separacion basada en la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) ha permitido
determinar metabolitos de baja masa molecular en muestras de suero,
orina y lavado broncoalveolar. Ademas, la separacion cromatografica
mejora los problemas de supresidn idnica habituales de metodologias

de inyeccion directa.

La combinacién de las técnicas DI-ESI-QTOF-MS y GC-MS ha dado
lugar a una plataforma metaboldmica capaz de proporcionar
informacién metabdlica complementaria generando una mayor

cantidad de resultados.

El estudio de diferentes muestras bioldgicas de pacientes con cancer
de pulmoén ha permitido relacionar las alteraciones metabolicas entre
las mismas. En este sentido, la calidad de determinados metabolitos,
metales, ratios metalicos o selenoproteinas, como biomarcadores, esta

asociada al biofluido estudiado.

La optimizacién del analisis metabolémico de lavado broncoalveolar
de pacientes con CP ha sido una de las principales aportaciones de

esta Tesis Doctoral, ya que no existian antecedentes en la bibliografia.

195



CONCLUSIONES - CONCLUSIONS

6)

7)

8)

9)

La aplicacion de las técnicas DI-ESI-QTOF-MS y GC-MS a las
muestras ha permitido determinar un gran nimero de metabolitos
alterados en pacientes cancer de pulmoén, asi como evaluar la
perturbacion del avance de la enfermedad mediante su estudio por

estadios.

La comparacién metabolémica entre pacientes con cancer de pulmoén
y pacientes con EPOC ha permitido relacionar ambas enfermedades
ya que se han determinado metabolitos con comportamiento similar

entre las mismas.

El analisis multielemental en suero, orina, y por primera vez en
lavado broncoalveolar, de pacientes con cancer de pulmon, asi como
en las fracciones de HMM y LMM de suero ha permitido determinar
elementos alterados en la enfermedad, sugiriendo un desequilibro la
homeostasis de los elementos. Asimismo, los resultados ponen de
manifiesto que determinados metales y/o sus ratios pueden ser

buenos biomarcadores del CP.

La aplicacion de la técnica de dilucion isotdpica (IDA-SEC-AF-ICP-
QQQ-MS) por primera vez para la cuantificacion de selenoproteinas
en suero de pacientes con cancer de pulmoén ha permitido encontrar
diferencias significativas entre eGPx y SeAlb, poniendo de manifiesto

el importante papel del selenio en esta enfermedad.
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CONCLUSIONS.

Although the studies carried out have limitations in relation to the

sample size, due to the difficulty of capturing patients and the limited

voluntary contribution of biological samples, the development of analytical

methodologies and the application to biological fluids have allowed to

contribute new results to the study of lung cancer. Thus, the conclusions of

this Doctoral Thesis are listed below:

D)

2)

3)

4)

5)

6)

The metabolomic analysis based on the direct infusion of samples
coupled to mass spectrometry (DI-ESI-QTOF-MS) has allowed a
broad metabolomic screening of human biological samples. This
technique has shown great potential due to its ability to cover large

metabolomic coverage in a short time of analysis.

The use of the separation technique based on gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS) has allowed determining
metabolites of low molecular weight. In addition, the
chromatographic separation improves the problems of ion

suppression.

The combination of DI-ESI-QTOF-MS and GC-MS techniques has
given rise to a metabolomic platform capable of providing
complementary metabolic information generating a greater number

of results.

The study of different biological samples of patients with lung cancer

has allowed relating the metabolic alterations between them.

The optimization of the metabolomic analysis of bronchoalveolar
lavage of patients with PC was the main novelty of this Doctoral

Thesis, since there were no antecedents in the literature.

The application of the techniques DI-ESI-QTOF-MS and GC-MS to the
samples has allowed to determine a large number of altered
metabolites in patients with lung cancer, as well as to assess the

disturbance of the disease progression through its study by stadiums.

197



CONCLUSIONES - CONCLUSIONS

7)

8)

9)

The metabolomic comparison between patients with lung cancer and
patients with COPD has made it possible to relate both diseases since
metabolites with similar behavior among them have been

determined.

Multi-element analysis in serum, urine and bronchoalveolar lavage of
patients with lung cancer, as well as in the fractions of HMM and
LMM of serum have allowed to determine altered elements in the

disease, suggesting an imbalance in the homeostasis of the elements.

The application of the isotopic dilution technique (IDA-SEC-AF-ICP-
QQQ-MS) for the quantification of selenoproteins in serum of cancer
patients has allowed finding significant differences between eGPx
and SeAlb, suggesting that Selenium has an important role in this

disease.
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