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Resumen:

Fundamento y objetivos: ¢l cancer de pulmén (CP) es el
que provoca mayor mortalidad, especialmente por su frecuente
diagnéstico tardio, con menos posibilidades de curacion. En el
inicio del proceso catcinogénico, previo al diagnéstico clinico,
los oligoelementos (metales o metaloides), desempefian un
papel importante al activar o inhibir las reacciones enzimaticas
y las metaloproteinas. El objetivo de nuestro estudio es analizar
la utilidad de diversos metales como biomarcadores (BM)
precoces de CP, obtenidos en muestras de suero, orina, y lavado
broncoalveolar (LBA)

Material y métodos: hemos analizado las concentraciones
totales, incluyendo fracciones de alto y bajo peso molecular,
de 11 metales en muestras de suero, otina y LBA de pacientes
CP, controles sanos (CS) y pacientes con patologfa respiratotia
no cancer (NCP) empleando una técnica de analisis basada en
un plasma de acoplamiento inductivo-espectrometrfa de masas
(ICP-QQQ-MS)

Resultados: obtuvimos una clara disctiminacién entre
los grupos en las tres muestras analizadas. Hemos obtenido
metales sobreexpresados o reducidos en el CP que podrian
utilizarse como BM. La concentracién de vanadio (V) y cromo
(Cr) en suero es claramente mayor en pacientes con CP. Hemos
demostrado que varios metales (V, Cry cobre), relacionados con
procesos metabolicos alterados en CP como estrés oxidativo y
homeostasis, y/o sus relaciones podtian set buenos BM de CP.

Conclusiones: diversos metales, y sus relaciones y
correlaciones, en la poblacion estudiada diferencian claramente
a los pacientes con cancer de pulmén de los CS y NCP y
patecen ser buenos biomarcadores en el diagndstico precoz del
cancer de pulmén.

Palabras clave: cincer de pulmoén, metales, biomarcadores,
diagnéstico precoz, espectromettia de masas.

DIFFERENT METALS CAN
BIOMARKERS FOR LUNG CANCER X

Abstract: Background and objectives: Lung cancer (LC)
has the highest mortality rate, especially due to its late diagnosis,

BE  EARLY

with a lower chance of recovery. At the start of the carcinogenic
process, before a clinical diagnosis, trace elements (metals or
metalloids) play an important role by activating or inhibiting
enzymatic reactions and metalloproteins. The objective of
our study is to analyze the utility of different metals as eatly
biomarkers (BM) for L.C which are obtained in serum, utine
and bronchoalveolar lavage (BAL) samples.

Material and methods: We analyzed the total
concentrations, including fractions of high and low molecular
weight, of 11 metals in serum, urine and BAL samples
from patients with LC, healthy controls (HC) and patients
with non-cancerous respiratory pathology (NCP) using an
analysis technique based on inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-QQQ-MS).

Results: We obtained a clear discrimination between groups
for the three samples analyzed. We obtained overexpressed
or reduced metals in LC that could be used as BM. The
concentration of vanadium (V) and chromium (Ct) in serum is
clearly higher in patients with L.C. We have shown that several
metals (V, Cr and copper) related to the altered metabolic
processes in LC such as oxidative stress and homeostasis and/
ot their connections could be good BM for LC.

Conclusions: in the population studied, several metals and
their connections and correlations wete clearly differentiated in
the patients with lung cancer compared to the HC and NCP
groups and they appear to be good biomarkers for the early
diagnosis of lung cancer.

Keywords: lung cancer, metals, biomarkers, eatly diagnosis,
mass spectrometry.
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INTRODUCCION

El cancer de pulmon es el que provoca mayor
mortalidad a nivel mundial'. Una de las causas de
su elevada mortalidad es su frecuente diagnéstico
tardio, en etapas avanzadas de la enfermedad, donde
la posibilidad de curacién se reduce drasticamente.
La supervivencia a los 5 afios® es del 65% en los
estadios precoces (I y II) y del 5% en estadios
avanzados (III y IV)

En la historia natural del cancer de pulmoén
(Figura 1) el tiempo de latencia sigue este camino:
tras su inicio biolégico (células sin control con
capacidad de inhibicion de la muerte celular,
alteracion inmunolégica y de la capacidad de
la angiogénesis), existe una fase no detectable
clinicamente en las que se producen en las células
cancerosas una serie de alteraciones en las vias
metabdlicas  habituales. Como  consecuencia
de ello, se producen una serie de sustancias
(proteinas, metabolitos u oligoelementos) que
hipotéticamente podrian diferenciar, de forma
cualitativa o cuantitativa, a los pacientes con cancer
pulmonar de las personas sanas o pacientes con
otras patologias pulmonares diferentes al CP.
Estas sustancias, podrian ser biomarcadores (BM)
precoces del cancer de pulmén.

Desde hace afos se han intentado buscar BM
que puedan detectar precozmente el CP. Los BM
clasicos habitualmente son protefnas sanguineas
que se producen a mayor nivel en las células
cancerosas que en las células sanas. Estos BM,
por separado tienen actualmente un valor limitado
para el diagnéstico precoz del CP, aunque parecen
ser utiles como factor prondstico o de respuesta a
un tratamiento especifico. Sin embargo, recientes
trabajos’ utilizando un panel de 6 BM (CEA,
NSE, Ca 15.3, Cyfra 21.1, Ag asociado al tumor
de células escamosas y el péptido relacionado con
la progastrina) parecen tener mayor utilidad para el
diagnostico precoz de CP que cada BM utilizado
individualmente, aumentando claramente su
sensibilidad y especificidad.

Las ciencias 6émicas han permitido iniciar un
campo muy atractivo en la busqueda de nuevos
BM de utilidad en el diagnéstico precoz de CP. De
esta forma, mediante técnicas analiticas avanzadas,
la metabolémica ha permitido obtener metabolitos
que en un futuro inminente podran ser BM precoces
de CP*°. En este sentido, queremos resaltar que
la metabolémica se relaciona claramente con el
fenotipo (consecuencia de la interacciéon entre
la genética y el ambiente) y, en el caso del cancer
de pulmén, como todos sabemos, la influencia
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del ambiente (fundamentalmente el tabaco) en su
patogenia es crucial®.

Los oligoelementos (metales y metaloides que
se encuentran en el cuerpo en dosis infinitesimales)
son esenciales para la homeostasis humana regular
y juegan “roles” significativos en los sistemas
biolégicos que participan en muchos procesos
celulares. Estos metales esenciales (Co, Mo, Se, Fe
y Zn), son cruciales para la funcién de numerosas
enzimas requeridas para procesos bioquimicos
fundamentales’”. T.a deficiencia o el exceso de
cualquiera de ellos pueden provocar enfermedades,
efectos téxicos nocivos, inflamacién y cancer®.
Es importante destacar que un exceso de metales
esenciales, como hierro y cobre, a menudo se asocia
con carcinogénesis y enfermedad metastasica. Como
consecuencia, sus niveles deben ser cuidadosamente
equilibrados para mantener un estado homeostatico
dentro del cuerpo’. Por otro lado, ciertos elementos
no esenciales también pueden tener implicaciones
importantes en la salud humana. De esta manera,
la exposicion ambiental a arsénico, cadmio,
plomo y niquel tiene consecuencias cancerigenas®
debido a la activacion de las vias de sefializacion
oncogénica'’, el estrés oxidativo o la inhibicién del
sistema de reparacion del ADN por Ni. Muchos de
estos metales no esenciales también pueden alterar
la funcién de algunas enzimas, como es el caso de
la interacciéon competitiva de zinc y cadmio debido
a su similar estructura atomica. Esto puede tener
efectos dramaticos en enzimas que contienen zinc
y que estan involucradas en importantes procesos
biolégicos que conducen a la apariciéon del
cancer. Muchos metales también contribuyen a la
progresion del cancer y las metastasis'!. Por tanto,
el estudio de los niveles de los metales en diversos
biofluidos (suero, orina y LBA) y tejidos humanos,
puede proporcionar informacion interesante sobre
los cambios que ocurren durante los procesos
biolégicos involucrados en el inicio y la progresion
de enfermedades como el cancer de pulmon.

Por otro lado, aunque rara vez se informa en los
estudios, también se ha demostrado la relevancia de
las relaciones entre los metales y su homeostasis.
La relacién Cu/Zn fue claramente diferente en
los pacientes con CP, respecto a sujetos sanos, en
suero' y derrame pleural”. Diversos autores han
analizado las concentraciones de oligoelementos
esenciales y no esenciales en muestras biologicas
humanas de pacientes con cancer de pulmon,
como suero'?, plasma'®, orina', derrame pleural®
o cabello’. Ademas, hay vatios articulos que
describen el analisis de metales en el fluido de
LBA", pero no estan relacionados con pacientes
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con cancer de pulmén. Al respecto, queremos
resaltar que no hay estudios previos que analicen
metales en el LBA de pacientes con CP, muestra
en estrecha interacciéon con el tejido pulmonar y
mas representativa del estado pulmonar que otros
biofluidos periféricos como la sangre o la orina.

Por dultimo, queremos resaltar dos aspectos
relevantes:

1.- La novedosa técnica analitica aplicada en
nuestro estudio: la precipitacion de proteinas
mediante un método no desnaturalizante (NDPP),
que diferencia las fracciones de alta (HMM) y baja
(LMM) masa molecular, seguida del analisis por
plasma de acoplamiento inductivo-espectrometria
de masas equipado con triple cuadrupolo (ICP-
QQQ-MS)

2.- El analisis de la homeostasis de los metales
utilizando sus proporciones y correlaciones, un
hecho muy poco estudiado y que a nuestro criterio
tiene gran relevancia.

El objetivo de nuestro estudio es analizar la
utilidad de diversos metales como biomarcadores
precoces de CP, obtenidos en muestras de suero,

b

orina, y por primera vez, en LBA.

MATERIAL Y METODOS

En este trabajo se determiné la concentracion
total y las concentraciones de las fracciones de
HMM y LMM de 11 metales (V, Cr, Mn, Fe, Co,
Cu, Zn, Se, Mo, Cd, y Pb) en 87 muestras de
suero y orina y 55 muestras de LBA de pacientes
con CP y controles (sanos -CS- o con patologia
respiratoria no cancer -NCP-) empleando un
plasma de acoplamiento inductivo y espectrometria
de masas equipada con un triple cuadrupolo (ICP-
QQQ-MS). El tratamiento de muestras empleados
para el analisis elemental se describe en el articulo
de Callejéon-Leblic e al' En resumen, para la
determinacién del contenido total de metal en
suero, orina y LBA, las muestras se diluyeron cinco
veces con agua ultrapura y se le adicioné 0,1 mg L™
de rodio como patrén interno.

El tratamiento para el fraccionamiento de las
muestras de suero se basé en una precipitacion
de proteinas, en condiciones no desnaturalizantes,
mediante la adicion de 600 ul de acetona a 300 pl
de suero, seguida de agitacion por vortex durante
5 minutos y centrifugaciéon a 10.000 rpm, a 4°C
durante 15 minutos, para la separaciéon de la
fraccion HMM (pellet) y LMM (sobrenadante)
El sobrenadante se llevd a sequedad bajo una
corriente de nitrogeno y se reconstituyé en 1 ml de
agua ultrapura con 0,1 mg L' de Rh como patrén
interno.
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Por otro lado, el precipitado fue sometido a
digestion 4acida asistida por microondas para la
determinacion de metales en la fraccion de HMM.
Para ello, el precipitado fue introducido en un
recipiente de microondas junto con 500 ml de un
mezcla que contiene acido nitrico y peréxido de
hidrégeno (4:1 v/v). La mineralizaciéon se llevéd
a cabo a 400 W] incrementando la temperatura a
150°C en 10 min. Finalmente, los extractos se
diluyeron hasta 3 mL con agua ultrapura, con 0,1
mg L' de Rh. Antes del analisis por ICP-QQQ-
MS todas las muestras fueron filtradas empleando
filtros de PTFE de 0,45 mm.

Para el analisis elemental, fue necesario el uso
de helio como gas de colisiéon para la mayoria de
metales a excepcion de selenio, que se empled
hidrégeno con 40 % de oxigeno.

Los resultados fueron sometidos a diferentes
andlisis estadisticos. Por un lado, se realizd el
test U de Mann Whitney de comparaciéon por
parejas para encontrar diferencias significativas
en las concentraciones de metales entre CP, NCP
y CS. Ademas, se aplicé el test de Spearman
para conocer las posibles correlaciones entre los
metales alterados en CP. Por otro lado, se utilizd
el andlisis discriminante de minimos cuadrados
parciales, (PLS-DA) para determinar, a través de
la variable VIP, qué metales eran mas influyentes
en la clasificacion de los grupos. Finalmente, el
area bajo la curva (AUC) de la caracteristica del
operador receptor (ROC) se usé para determinar
la especificidad y la sensibilidad de los metales
alterados en relacion con la enfermedad para
discriminar alos pacientes CP de los sujetos control.

El estudio se realizé en concordancia con los
principios contenidos en la Declaracion de Helsinki
y fue aprobado previamente por los Comités de
Etica e Investigacion del Hospital Universitarios
Juan Ramoén Jiménez y la Universidad de Huelva.
A todos los pacientes, antes de iniciar el estudio,
se les aport6 la hoja de informacién al paciente
y posteriormente firmaron el consentimiento
informado.

RESULTADOS

1.- Clasificacion de los grupos de estudio
utilizando las concentraciones de metales en suero
y fracciones de suero, orina y LBA.

Para establecer una clasificaciéon de los grupos
de estudio sobre la base de las concentraciones
de los metales obtenidos, se realizO un analisis
estadistico discriminante de minimos cuadrados
parciales (PLS-DA). Ademas, la importancia
de cada variable (concentraciones de metales y
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relaciones entre metales) de cada biofluido (suero
total, fracciones de HMM y LMM, orina y LBA)
en la clasificacién (valor VIP, importancia variable
en la proyeccién) se usé en conjunto con otros
criterios (ver la siguiente seccion) para la seleccion
de biomarcadores para el diagnéstico de cancer de
pulmon.

PLS-DA es un método supervisado que
proporciona modelos estadisticos que permiten
visualizar agrupaciones y tendencias entre diferentes
grupos de muestras a través de la representacion
de graficos de puntuaciéon. La Figura 2 muestra
una clara discriminacion entre los diferentes
grupos analizados (CP, CS y NCP) en cada una
de las diferentes muestras analizadas (suero total
y sus fracciones de HMM y LMM, orina y LBA)
Se observa una clara separacion de los grupos,
indicando que hay metales cuyas concentraciones
estan claramente alteradas en el CP, o bien que
cuando se excede una concentracion umbral, se
induce el cancer de pulmon.

2.- Determinacién de la concentracion de los
metales en las distintas comparaciones realizadas
entre los grupos de estudio.

En la Figura 3 se muestra la comparacion de la
concentracion de los metales analizados (en suero y
sus fracciones de metales de HMM y LMM, orina y
LBA) al realizar las diferentes comparaciones entre
grupos de estudio (CP, CS y NCP).

Con estos graficos (Loading Plof) se puede
apreciar si la concentracion de un determinado
metal estd sobreexpresada o inhibida en un grupo
determinado. Por ejemplo: en la Figura 3.A se
compara la concentracién de los distintos metales
en la fraccion de HMM en suero en los pacientes
con CP y los CS. Los metales agrupados en el
lado izquierdo del grafico representan los metales
sobreexpresados en el CP mientras que los que
estan en el lado opuesto estan inhibidos. Por lo
tanto, la concentracion de vanadio y cromo en los
metales de HMM del suero es mayor en pacientes
con cancer de pulmon.

3.- Concentraciones de metales y propuesta de
biomarcadores de cancer de pulmon.

Las Tablas 2-4 muestran la concentraciéon de
los metales en el suero y fracciones séricas, orina
y LBA, respectivamente, asi como los valores VIP
(importancia de la variable en la proyeccién), valor
p (Prueba U de Mann-Whitney), Fold change
(relacion de CP/CS o CP/NCP) y AUC (valor
del “area debajo de la curva”, ROC “caracteristica
operativa del receptor”) Soélo los metales o
relaciones entre metales que tienen un valor VIP
mayor que 1, Fold change inferior a 0,5 o superior a
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2, valor de p <0,05 y AUC >0,75 se incluyen en las
tablas para seleccionar los biomarcadores de cancer
de pulmon.

La concentracién de metales y sus fracciones
(HMM y LMM) para pacientes con CP y CS en
muestras de suero se resumen en la Tabla 2. Los
niveles totales de vanadio en suero, vanadio y
cromo en la fraccibon HMM de suero y cobre en la
fracciéon de LMM de suero fueron estadisticamente
diferentes entre CP y CS y todos ellos aumentaron
en pacientes con CP de 2 a 5 veces (V-HMM)
En nuestro estudio, el principal metal alterado en
la orina de pacientes con CP es el cadmio (Tabla
3). Por otro lado, los pacientes con cancer de
pulmon tienen concentraciones 1,5 veces mas altas
de manganeso que los controles en el liquido de
lavado broncoalveolar (Tabla 4)

4.- Dishomeostasis de metales en el cancer de
pulmon.

La homeostasis es una propiedad de los
organismos que consiste en su capacidad
de mantener una condicién interna estable
compensando los cambios en su entorno mediante
el intercambio regulado de materia y energfa con
el exterior (metabolismo) Se trata de una forma de
equilibrio dinamico que se hace posible gracias a
una red de sistemas de control realimentados que
constituyen los mecanismos de autoregulacion de
los seres vivos. En el cancer de pulmén se produce
un desequilibrio (dishomeostasis) en los niveles de
diversos metales que se puede observar en suero,
orina y LBA (Tablas 2 - 4)

Ademas, las concentraciones de los metales se
analizaron mas a fondo para obtener relaciones
entre ellos con el fin de comprender sus
interrelaciones. Esos “ratios” muestran cambios
significativos entre los grupos estudiados (Tablas
2 - 4) en los tres tipos de muestras analizadas. Las
siguientes relaciones entre los metales resultaron
set BM importantes para el CP en suero (V / Mn,
V /Pb,V /Zn,Ct / Pb),otina (Cr / Cd, Mn / Cd,
V / Cd, Co / Cd, Cd / Pb) y LBA (V / Cu). Los
resultados obtenidos muestran 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.

5.- Correlaciones entre los metales en los
pacientes con cancer de pulmon.

La Tabla 5 muestra los coeficientes de
correlacion de Spearman calculados para evaluar la
interdependencia de los metales en el organismo
y la posible existencia de una homeostasis
interconectada. En este sentido, los niveles de
Cr, Mn, Fe, Pb, V, Zn, Co y Se en las diferentes
muestras analizadas presentan un coeficiente
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de correlacion entre ellos superior a 0,5, lo que
indica una posible ruta metabdlica comuin para
su regulacién bioldgica. Entre estos elementos,
Cr, Mn y V también muestran desequilibrios
significativos en el analisis (Tabla 2). Por otro

lado, las interrelaciones entre Cr y Pb (orina) y V
y Pb (LBA) también fueron importantes. Otros
elementos que estan interconectados solo por el
coeficiente de correlacion (>0,5) en el LBA son Zn
y Se.

Tabla 1: Caracteristicas clinicas de los pacientes (CP y NCP) y controles sanos.

Muestras Caracteristicas CP NCP CS
Numero de muestras n=48 - n=39
Edad (afios) 65t 11 - 58 + 14
Sexo (H/M) 39/9 - 17/22
Histologia
CPCG 42 . -
CPCP 6 - -
Habitos tabaquicos

SUERO y ORINA

Fumadotes 11 - 0
Exfumadores 32 - 22
No fumadores 5 - 17
Comorbilidades
HTA (%) 59 - 48
Asma (%) 6 - 0
DM (%) 25 - 28
Numero de muestras n=24 n=31
Edad (afios) 65t 13 54+ 14 -
Sexo (H/M) 20/04 27/04 -
Histologia
CPCG 22 - -
CPCP 2 - -
DILD - 11 -
Hemotipsis - 5 -
Bronquiestasis - 5 -

T.BA NPS - 3 -
Otros* - 7 -
Habitos tabaquicos
Fumadotes 4 11 -
Exfumadores 20 16 -
No fumadores - 3 -
Comorbilidades
HTA (%) 79 33 -
Asma (%) 8 3 -
DM (%) 33 17 -

CP: Cancer de pulmoén, NCP: Control no cancer, CS: Control sano, H: hombre, M: mujer, CPCG: Cancer de pulmén de células
grandes, CPCP: Cancer de pulmoén de células pequenias, NPS: Nédulo pulmonar solitario, HTA: Hipertension arterial, DM:

Diabetes Mellitus. * Contusion pulmonar.
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Tabla 2. Concentracion de los elementos (ug g-1) en muestras de sueros (TOTAL) y fracciones séricas (HMM y LMM).

% Y Cr Cu V/Mn V/Pb V/Zn Cr/Pb
(TOTAL) (HMM)  (HMM) (LMM)

Concentracion s 0,04 0,39 3333 0,02 0,03 0,00004 0,35
media en CS
aSEM en CS 0,02 0,02 0,17 2,78 0,01 0,01 0,00002 0,14
Concentracion g 0,19 0,83 76,29 0,08 0,14 0,00164 0,96
media en CP
bSEM en CP 0,04 0,05 0,12 2,58 0,01 0,02 0,00004 0,19
Fold  Change
CP/CS) 3,77 5,03 2,11 2,29 3,55 427 4,10 2,79
VIP 1,82 1,72 1,89 2,08 1,427 1,472 1,50 1,641
p (Mann 0,000039  0,000007  0,00003  0,00000 0,000033  0,000015 0000048  0,000026
Whitney )
AUC 0,76 0,78 0,78 0,92 0,77 0,76 0,76 0,76

a Error estandar de la media (n=39), a Error estandar de la media(n=48),
Fold changes (Cancer de pulmén vs Control sano), Importancia de la variable en la proyeccién (VIP), p (Comparacion
estadistica del test U de Whitney) y valores AUC de las curvas ROC.

Tabla 3. Concentracion de los elementos (ug g-1) en muestras de orina (TOTAL).

Cd Cr/Cd Mn/Cd V/Cd Co/Cd Cd/Pb

Concentracion media en CS 0,67 6,38 10,62 3,83 1,56 0,09
aSEM en CS 0,07 1,47 1,66 0,73 0,24 0,01
Concentracion media en CP - 1,55 2,33 3,95 1,6 0,42 0,23
bSEM en CP 0,21 0,47 0,48 1,43 0,05 0,03
Fold Change (CP/CS) 2,32 0,37 0,37 0,42 0,27 2,47
VIP 1,703 1,813 2,07 1,484 1,897 1,574

p Mann Whitney ) 0,000014 0,000006 0,000002  0,000021 0 0,000955
AUC 0,79 0,76 0,77 0,75 0,81 0,74

aBrror estandar de la media (n=39), aError estandar de la media(n=48),
Fold changes (Cancer de pulmén vs Control sano), Importancia de la variable en la proyeccion (VIP), p (Comparacion
estadistica del test U de Whitney) y valores AUC de las curvas ROC.

Tabla 4. Concentracion de los elementos (ug g-1) en muestras LBA (TOTAL)

Mn V/Cu
Concentracion media en NCP 0,46 1,03
aSEM en CNP 0,06 0,10
Concentracién media en CP 0,69 0,51
bSEM en CP 0,09 0,11
Fold Change (CP/NCP) 1,51 0,49
VIP 1,29 1,22
p Mann Whitney ) 0,003 0,02
AUC 0,75 0,76

aBError estandar de la media (n=31), aError estandar de la media(n=24),
Fold changes (Cancer de pulmén vs Control sano), Importancia de la variable en la proyeccion (VIP), p (Comparacion
estadistica del test U de Whitney) y valores AUC de las curvas ROC.
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Tabla 5. Correlaciones entre metales y fracciones en los diferentes biofluidos (p<0,05)

Test Spearman

Coeficiente de correlacion (r)

SUERO

V-total Cr-total (£=0,62), Ce-HMM (r=0,58)
V-HMM Cr-total (1=0,62), Cr-HMM (r=0,59)
Mn-total Zn-HMM (r=0,5), Zn-total (+=0,44)
Zn-total Mn-HMM (r=0,34)

ORINA

Cr Mn (r=0,58), Fe (+=0,58), Pb(0,63)
Mn Fe (r=0,7), Pb (+r=0,58)

Fe Pb (+=0,53)

LBA

V-total Pb(t=0,5)

Cr-total Zn(t=0,55), Se (+=0,52)

Mn-total Cu(r=0,56)

Co-total Cu(r=0,55), Mo(t=0,53)

Zn-total Cr(r=0,55), Se(r=0,68)

Se-total Zn(r=0,68)

Figura 2. PLS-DA de A) suero total, B) fraccion HMM, C)

Figura 1.- Historia natural del cancer de pulmén

fraccion LMM, D) orina, E) LBA. Puntos rojos: CP, puntos

negros: CS, puntos verdes: NCP.

T T2 T3 T4

Inicio Bioldgico ~ Tumor detectable  Tumor detectade  Tumor detectado

por TACAR baja  por TACAR baja por clinica
dosis.... dosis...
Fase no Fase Preclinica Fase clinica
detectable
Tiempo de latencia
+BM? iBM? Ganancia

- Frecuente diagnéstico tardio

- Depende del fipo histologico Modificado de Feig ot a 1995

Biomarcadores y TACAR: Tomografia Computarizada de alta

resolucion

Figura 2.- PLS-DA de A) suero total, B) fraccion HMM, C) fraccion LMM, D) orina, E) LBA.
Puntos rojos: CP, puntos negros: CS, puntos verdes: NCP.

112

Rev Esp Patol Torac 2020; 32 (2) 106-117



A. Pereira-1ega

Diversos metales pueden ser biomarcadores precoces de cancer de pulmin

Figura 3. Loading Plots de A) Suero total, B) Fraccion de suero HMM, C) Fraccién de suero LMM, D) Orina y E) LBA.
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Los biomarcadores son sustancias (proteinas,
metabolitos, oligoelementos -metales-, particulas
ADN) producidas por el tejido tumoral y que se
pueden detectar en tejidos o fluidos corporales
(sangre, orina, sudor, aire exhalado, LBA...) Estas
sustancias “idealmente” podrian ser producidas
solo por el tumor, por lo que su deteccion tendria
valor diagnoéstico y su especificidad serfa maxima,
o se podrian producir, como es lo habitual, por
células tumorales y células normales. En este
ultimo caso, el distinto nivel de produccién es lo
que diferenciaria el origen de la muestra (tumoral

0 sano)
La utilidad de los BM es diversa:
a).- Pueden tener un wvalor diagnéstico,

especialmente dirigido a su diagndstico precoz,
y fundamentalmente analizados en poblaciones
de riesgo de padecer el cancer, con el objetivo de
realizar un screnning y/o seleccionar la realizacion
de determinadas pruebas (Por ejemplo, un TAC de
baja dosis en el caso del CP)

b).- Valor pronéstico.
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c).- Predecir la respuesta al tratamiento (Por
ejemplo, el hallazgo de la mutaciéon en el gen
EGFR)

d).- Valor en el seguimiento (especialmente en
pacientes con marcadores positivos pretratamiento)
para detectar recurrencias.

c).- Valor en el estudio de la fisiopatogenia del
cancer en su origen (Por ejemplo analizando las
vias metabolicas que se pueden alterar en el inicio
biolégico de la enfermedad tumoral).

Asi mismo, las caracteristicas de un BM
ideal (especialmente en el “screnning”) podrian
resumirse en las siguientes:

a).- Alta Sensibilidad y Especificidad.

b).- Buenos valores predictivos (VPP y VPN)

¢).- Prueba no cruenta.

d).- Reproducible.

e).- De bajo coste (costo/efectiva)

f).- Que esté avalada por estudios clinicos.

En nuestro estudio hemos analizado, mediante
técnicas analiticas de ultima generacién, diversos
metales en muestras de suero, orinay LBA. Nuestros
objetivos han sido, por una parte, valorar su utilidad
en el diagnostico precoz del CP (muestras de suero
y orina, ambas de facil obtencién) y por otra,
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aportar datos en el estudio de su fisiopatogenia en
la fase biologica del CP (Figura 1) Esto dltimo, se
realizarfa especialmente con las muestras de LBA,
muestra que a priori podria aportar informacion
relevante al estar en estrecha relacion con el tejido
pulmonar y ser mas representativa del estado inicial
en el proceso carcinogénico que otras muestras
periféricas como la sangre o la orina. Otro aspecto
que queremos reseflar es su coste/efectividad, una
vez que se disponen de los medios instrumentales
propios de un laboratorio de Quimica Analitica de
entidad.

Centrandonos en el papel de los metales como
posibles BM de CP, en la aparicion y el desarrollo
del cancer de pulmon, los cambios en la presencia
de algunos metales y el perfil de sus formas
quimicas en los fluidos y tejidos biolégicos pueden
reflejar el estado de la nutricién y el metabolismo
humano. Dichos metales pueden ayudar a conocer
los factores que contribuyen a su inicio y podran
utilizarse para su posible diagndstico precoz. Hay
dos puntos de vista diferentes para relacionar el
comportamiento de los metales en el organismo
durante el proceso carcinogénico: la alteracion de
la forma quimica natural del elemento esencial en
el metabolismo, debido a la aparicién y progresion
del cancer, y la consideraciéon de los elementos
involucrados en el proceso carcinogénico como
consecuencia de su alta exposicion.

Por otro lado, los efectos de los metales en la
salud generalmente se evalian por su concentracion
y los diferentes estudios se centran en la estimacion
del estado de deficiencia, en el caso de elementos
esenciales, o en episodios no equilibrados, en los
que el exceso de un elemento afecta a la funcion
del otro. Sin embargo, la importancia de la forma
quimica de los metales en la biologia es bien
conocida. Los metales pueden estar presentes
principalmente como iones labiles o en complejos
con ligandos de baja masa molecular, o en forma
de metaloproteinas. Esta diferencia entre las
especies de baja y de alta masa molecular es muy
importante, ya que finalmente afecta a la actividad
biolégica o al potencial toxicolégico del elemento y
su movilidad a través de diferentes compartimentos
biolégicos. Las técnicas analiticas aplicadas en
nuestro estudio diferencian estas dos fracciones
(LMM y HMM) aportando un valor adicional a
nuestras conclusiones.

En nuestro estudio hemos utilizado una
novedosa técnica analitica, la precipitacion de
proteinas no desnaturalizante (NDPP), que
diferencia los metales en sus fracciones de alta y
baja masa molecular, seguida de la espectrometria
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de masas triple cuadruplo (ICP-QQQ-MS). Al
respecto, queremos resaltar su superioridad respecto
a las utilizadas previamente (la espectroscopia de
absorcion atémica (AAS)”, la emisién de rayos
X inducida por particulas®, la fluorescencia de
rayos X de dispersiéon de energifa de energfa, la
espectroscopia de emisién atémica de plasma
acoplado inductivo (AES)" o espectrometria de
masas de plasma acoplado inductivo (ICP-MS)™
141617 especialmente al disminuir las interferencias
entre metales y en la mayor capacidad de deteccion
del Selenio, un metal de importancia en la
carcinogénesis. No existen antecedentes sobre el
uso de ICP-QQQ-MS para el analisis de suero,
orina y LBA de pacientes con CP.

Al analizar los metales en las muestras de suero,
nuestros resultados muestran que la concentracion
de vanadio fue 3,77 y 5,03 veces mayor en pacientes
con CP, en suero y en la fraccion HMM de suero,
respectivamente. Hay muy poca informacion sobre
el papel del vanadio en el cuerpo. Lin et al. (2009)
analizaron el vanadio en plasma de mujeres con CP
y no se encontraron diferencias significativas entre
el cancer y los grupos control, hecho que también
se ha concluido por otros autores. Por otra parte,
algunos autores han reportado las propiedades
anticancerigenas del vanadio y demostraron que los
complejos de estos metales se han utilizado como
medicamentos en el tratamiento de varios canceres,
tales como cancer de pulmoén. Sin embargo, otros
autores han demostrado lainfluencia de compuestos
de vanadio en la citotoxicidad de algunos ligandos
en células cultivadas de cancer de pulmén humano™.
El cromo se asocia con la glucosa y el metabolismo
de los lipidos, sintesis de proteinas y otras funciones
fisiologicas importantes. La forma hexavalente
del cromo y sus compuestos son carcindégenos
pulmonares bien establecidos y su exposicion
cronica en células epiteliales humanas normales
son capaces de inducir la transformacion en células
malignas, primera etapa de la carcinogénesis®.
En nuestro trabajo el cromo es 2,11 veces mayor
en el HMM de suero de pacientes con CP. Se ha
reportado un incremento de la concentraciéon de
cobre en pacientes con CP y su concentracion se
relaciona con el estado y la localizacion del cancer'™
421 En este estudio, la concentraciéon de cobre en
la fraccion LMM de suero (complejos de cobre
labiles) es 2,29 veces mas alto que en el grupo
control.

Cobre, zinc y manganeso regulan los niveles
y actividades de los antioxidantes, especialmente
enzimaticos, y el estado redox perturbado puede
ser critico para la carcinogénesis pulmonar. Estos
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metales son cofactores o iones estabilizando la
estructura molecular de la superéxido dismutasa
(SOD), un antioxidante endégeno™.

En nuestro estudio, al analizar las muestras de
orina, el cadmio estaba claramente elevado en
los pacientes con CP. El cadmio es reconocido
como un carcinégeno humano, especialmente en
estudios ocupacionales de cancer de pulmén®. Se
han propuesto los niveles de cadmio en orina, suero
y sangre de los fumadores como un marcador para
el desarrollo y progresion de las enfermedades
pulmonares® y también se ha encontrado un
aumento en la orina de pacientes con cancer'.

Respecto al analisis de las muestras de lavado
broncoalveolar, los pacientes con CP mostraron
unas concentraciones 1,5 veces mayores de
manganeso (Mn) que los controles. La enzima
Manganeso Superoxido dismutasa (Mn-SOD),
como eliminador de radicales superdxido en las
mitocondrias, puede tener un papel importante
como antioxidante en la prevencion del desarrollo
del cancer pulmonar y se considera que la Mn-
SOD es de importancia critica para la defensa
antioxidante”’. Lin e a/”® encontraron, al igual que
en nuestro estudio, niveles mas altos de Mn en el
grupo CP pero su estudio se realiz6 en muestras
de suero. Algunos autores han reportado niveles
disminuidos de manganeso en LBA de pacientes
con enfermedades pulmonares difusas’ pero
no hay antecedentes sobre la concentracion de
manganeso en muestras LBA en pacientes con CP.

En nuestro estudio describimos el hallazgo de
diferentes niveles de metales en las muestras de
suero, orina y LBA en una poblaciéon de sujetos
sanos y pacientes con cancer de pulmoén. Estos
metales podrian participar en la génesis de dicho
CP. Sin embargo, para poder hacer tal afirmacion
debemos profundizar en la relaciéon causal entre
estos metales y la carcinogénesis mediante nuevos
estudios con un disefio diferente al actual.

Respecto alas relaciones entre los metales, los
resultados obtenidos en nuestro trabajo muestran
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 interacciones entre Cu y Zn, concluyendo que
un cociente Cu/Zn alto es comun en el suero de
pacientes con CP'™ 2" pero en nuestro estudio
no hemos encontrado que esta interacciéon sea
significativa utilizando VIP, valor de “p” ni el area
bajo la curva (AUC) La relaciéon entre Cd y Zn
también se ha encontrado que es diferente entre
fumadores y no fumadores y también es diferente
en fumadores para varias enfermedades y canceres.
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Por otro lado, las relaciones entre metales que se
muestran son significativamente diferentes en
pacientes con CP y controles sanos. Al respecto,
no se han descrito previamente estas relaciones en
el CP utilizando valores altos de VIP, area bajo la
curva (AUC) y valor de significacion (p).

Otros elementos que estan interconectados
solo por el coeficiente de correlacion (>0,5) en el
LBA son Zn y Se. .Las propiedades antioxidantes
del Selenio son bien conocidas y las alteraciones
en este metal se relacionan con el estrés oxidativo.
En nuestro trabajo, el Selenio tenfa una correlacion
positiva con el Zn en las muestras de LBA, el cual
esta implicado en desordenes glucometabdlicos™.
El cobalto y el cobre también tienen una correlacion
positiva en el LBA. La funcién del cobalto en el
cuerpo se relaciona con ser un cofactor de la
vitamina B12, pero en la forma de complejo labil
puede generar radicales de oxigeno, de igual forma
que el Cu y Fe. Estas correlaciones no se han
descrito previamente.

CONCLUSIONES

En el presente articulo hemos mostrado en la
poblacién estudiada que los contenidos de metales
en suero, orina y, por primera vez, en LBA pueden
usarse para distinguir personas sanas y pacientes con
cancer de pulmoén. De esta forma, se han descrito
por primera vez algunos metales que podrian servir
de biomarcadores en suero (V y Cr en la fraccion
de alta masa molecular y Cu en la fraccion de baja
masa molecular), orina (Cd) y LBA (Mn). Por otro
lado, teniendo en cuenta la complejidad de los
sistemas biologicos, algunos efectos importantes
pueden ser causados por la interaccion de mas de
dos elementos, pero tales interacciones rara vez se
han aportado en estudios previos. En relacion con
esto, diversas relaciones entre metales en suero (V /
Mn,V /Pb,V / Zn,Cr / Pb), orina (Cr / Cd, Mn /
Cd,V /Cd,Co / Cd,Cd / Pb)yLBA (V/ Cu) de
pacientes con CP, han demostrado ser potenciales
biomarcadores, reflejando la dishomeostasis de los
metales en las fases tempranas de la carcinogénesis.

Estos hallazgos han sido posibles por la
utilizacién de un potente método analitico descrito
por primera vez para el estudio de metales en
biofluidos  humanos comparando pacientes
con cancer y personas sanas, la precipitacion
de protefinas desnaturalizantes seguido de la
espectrometria de masas de triple cuadrupolo
ICP-MS. La metodologia se ha combinado con

un enfoque basado en el uso de valores VIP, valor
p <0,05 y drea bajo la curva ROC (AUC) >0,75
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para proponer los biomarcadores de metales mas
importantes de cancer de pulmon.

Aunque  nuestros  resultados  permiten
diferenciar ambas poblaciones segin los niveles de
determinados metales en suero, orina y LBA con
un area bajo la curva >0,75, lo que sugiere que
podrian ser inicialmente buenos biomarcadores,
son necesarios futuros estudios para poder
trasladar nuestros resultados a la practica clinica.
En estos nuevos estudios, entre otros aspectos, se
tienen que comprobar los resultados obtenidos en
una poblacién mas amplia para poder extrapolarlos
a la poblaciéon general, comprobar la validez de los
hallazgos en estudios longitudinales y finalmente,
desarrollar ensayos clinicos de validez diagnostica.
En este sentido, nuestro grupo de investigacion
esta desarrollando nuevos proyectos que analizan
de manera gradual estos aspectos.
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