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RESUMEN 
 

El cáncer es una de las enfermedades de mayor relevancia en el mundo por su 

incidencia, prevalencia y mortalidad. De todos los tipos de tumores, el cáncer de pulmón 

(CP) representa el 15-20% de todas las neoplasias, por lo que se ha convertido en un 

problema sanitario de gran magnitud. Es una de las 10 causas más comunes de muerte 

por neoplasia en nuestro medio (1), siendo la primera causa de muerte por tumores en 

hombres y la tercera en mujeres (2). El número de casos de cáncer de pulmón y muertes 

relacionadas con él han ido aumentando de forma proporcional, debido principalmente al 

incremento de las tasas de tabaquismo, ya que según datos aportados por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), el consumo de tabaco es el factor de riesgo que 

por sí solo provoca un mayor número de casos. Desafortunadamente, un 75% de los 

pacientes con este tipo de patología son diagnosticados en un estadio avanzado por la 

ausencia de síntomas en el inicio de la enfermedad, lo que ensombrece el pronóstico en 

gran medida (3), mientras que en aquellos en los que se alcanza el diagnóstico en 

estadios iniciales, el pronóstico mejora de forma sustancial. Por tanto, la prevención 

basada en el diagnóstico precoz y disminución de los factores de riesgo que predispongan 

al CP son a día de hoy la estrategia más útil para reducir la mortalidad por esta patología. 

En cuanto a los métodos de cribaje actuales, la publicación de la National Lung 

Screening Trial (NLST) en la que demuestra el descenso en la mortalidad en pacientes de 

alto riesgo para padecer cáncer de pulmón sometidos a cribado con Tomografía 

computarizada (TC) con dosis bajas de radiación (con una reducción del riesgo relativo del 

20%) (4), ha abierto una importante vía para el diagnóstico precoz de esta enfermedad. 
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En la actualidad se están diseñando diversos protocolos enfocados a valorar los diferentes 

factores que intervienen en el uso de esta técnica de forma rutinaria (5), (6).   

Una alternativa al uso de técnicas de imagen, es el estudio de los cambios 

metabólicos que se producen en el organismo con la aparición de procesos oncológicos. 

Ello conduce a la identificación de biomarcadores útiles en la detección precoz de 

determinados procesos, e incluso el seguimiento posterior tras inicio de una terapia 

dirigida. No obstante, los resultados obtenidos hasta la fecha no son concluyentes y, por 

tanto, no permiten de forma segura la detección precoz del CP (7). 

En el presente estudio, se ha optimizado y aplicado un procedimiento 

metabolómico basado en la infusión directa de extractos obtenidos a partir de la muestra 

en un espectrómetro de masas de triple cuadrupolo tiempo de vuelo con fuente de 

electrospray (DI-ESI-QqQ-TOF-MS). El procedimiento se basa en el análisis de muestras de 

suero sanguíneo de pacientes diagnosticados de cáncer de pulmón y sujetos sanos (CS), 

con objeto de clasificar en base a sus patrones metabolómicos los dos grupos de estudio. 

En un segundo paso, se determinan los metabolitos causantes de esta discriminación, que 

pueden usarse como posibles biomarcadores en el cáncer de pulmón. Para ello se ha 

realizado un estudio observacional prospectivo, con la inclusión de 60 muestras de suero 

(30 de pacientes con CP y 30 de sujetos sanos) basado en las técnicas metabolómicas 

descritas previamente y posterior análisis discriminante por mínimos cuadrados parciales 

(PLS-DA), con el fin de clasificar los grupos a estudio y encontrar las variables 

(metabolitos) que determinen dicha clasificación. 

En los resultados obtenidos inicialmente se detectaron sesgos provocados por el 

alto índice de hemolisis de algunas muestras, el cual actúa como factor perturbador de 
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los resultados, reduciéndose la capacidad de discriminación entre grupos con el aumento 

de las concentraciones de hemoglobina. 

Por ello se ha realizado un nuevo análisis con muestras con índice hemolítico 

inferior a 20 g/dl, incluyendo en este estudio 15 muestras en el grupo de CP, 16 en CS, y 

15 de pacientes con enfermedades respiratorias diferentes a cáncer. Los resultados 

obtenidos mostraron una clara diferenciación entre los tres grupos a estudio, 

consiguiendo también la identificación de los siguientes metabolitos: con niveles 

sobreexpresados en muestras de pacientes con CP con respecto a CS, los fosfolípidos, 

componentes fundamentales de las membranas celulares; la glutamina y treonina, 

implicados en el metabolismo energético celular; y con niveles disminuidos, L-ornitina y 

urea, ambos con papel fundamental en el Ciclo de la Urea; lisofosfolípidos, implicados en 

un número creciente de trastornos tales como la inflamación, enfermedades 

autoinmunes, dolor neuropático, la aterosclerosis, el cáncer y la obesidad (8); y por 

último los triacilglicéridos, macromoléculas lipídicas encargadas del almacenamiento de 

los ácidos grasos para su posterior utilización como fuente de energía mediante una serie 

de reacciones conocidas como -oxidación. Todos estos metabolitos han sido 

relacionados con vías metabólicas conocidas en la patología del cáncer.  

Por otro lado, se ha realizado un estudio para valorar la influencia de la carga 

tabáquica en los perfiles metabólicos de pacientes con cáncer de pulmón, en 

comparación con sujetos sanos. Se han detectado diferencias en los metabolitos 

presentes en los dos grupos, acentuándose en pacientes con una carga tabáquica 

elevada, lo que sugiere la influencia de este parámetro en la aparición de los procesos 

metabólicos relacionados con el CP.  
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Estos resultados confirman la validez de técnicas metabolómicas de alta resolución 

para la detección de metabolitos relacionados con el cáncer de pulmón, los cuales 

pueden ser potenciales biomarcadores para el diagnóstico precoz de esta enfermedad.  
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1. JUSTIFICACIÓN 

El cáncer de pulmón es una de las 10 causas más comunes de muerte por neoplasia 

en nuestra sociedad (1), siendo la primera causa de muerte por tumores en hombres y la 

tercera en mujeres (2). Este hecho ligado al aumento de su incidencia y mortalidad en los 

últimos años (9), acentúan la magnitud de esta patología. Una de las principales causas de 

la alta mortalidad atribuida a esta enfermedad es su diagnóstico en estadios avanzados, 

lo que limita las opciones quirúrgicas, ofreciendo sólo como alternativa la quimioterapia 

y/o radioterapia con una menor supervivencia a medio-corto plazo. 

Para minimizar el impacto del cáncer de pulmón y mejorar la supervivencia, es 

importante la detección de aquellos factores de riesgo que contribuyan a su desarrollo, 

principalmente el tabaco (10), así como el desarrollo de estrategias dirigidas a un 

diagnóstico precoz de la enfermedad. En este sentido el estudio mediante técnicas de 

imagen con TC a bajas dosis (4) o el desarrollo de técnicas endoscópicas (11), son vías con 

resultados prometedores. También se ha aplicado este enfoque a la detección de 

biomarcadores en cáncer de pulmón, con escasa sensibilidad y especificidad de todos los 

encontrados hasta el momento (12),(13).  

Por tanto, el desarrollo de nuevos procedimientos para la detección precoz de esta 

patología haciendo uso de las nuevas herramientas analíticas que las metodologías 

ómicas nos ofrecen para ello, es de gran interés. En este sentido la metabolómica 

constituye un buen recurso ya que, a diferencia de otras ómicas más establecidas, como 

la genómica o la proteómica, representa el nivel de la cascada funcional que mejor refleja 

el estado fisiológico, siendo no sólo el más sensible a cualquier cambio, sea interno o 

externo, sino que constituye la expresión última de éstos, en tanto que los metabolitos 
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son los auténticos agentes activos reguladores de la homeostasis. En el presente trabajo 

se ha optimizado y aplicado un estudio metabolómico en muestras de suero de pacientes 

con cáncer de pulmón y sujetos sanos con el fin de identificar aquellos metabolitos 

diferenciadores entre ambos grupos, e identificar posibles biomarcadores precoces de 

esta enfermedad.  
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2.1. EL CÁNCER DE PULMÓN 

2.1.1. Epidemiología 

El cáncer es una de las enfermedades de mayor relevancia en el mundo por su 

incidencia, prevalencia y mortalidad. En el 2012 presentó una incidencia de 14,1 millones 

de enfermos (figura 1) y fue la causa de 8,2 millones de defunciones según la 

International Agency for Research on Cancer y la World Health Organization (WHO). Se 

prevé que los casos anuales de cáncer aumentarán de 14 millones en 2012 a 22 en las 

próximas dos décadas. 

 
Figura 1. Mapa de incidencia mundial del cáncer. 

De todos los tipos de cáncer, el cáncer de pulmón (CP) representa el 15-20% de 

todas las neoplasias, por lo que se ha convertido en un problema sanitario de gran 

magnitud. Es una de las 10 causas más comunes de muerte por neoplasia en nuestro 

medio (1), siendo la primera causa de muerte por tumores en hombres y la tercera en 

mujeres (20.755 hombres y 3.452 mujeres en 2010, según datos del INE) (2). Su incidencia 

global y su mortalidad han aumentado drásticamente en los últimos 30 años, así, durante 

el 2006, el cáncer de pulmón constituía aproximadamente el 12% de los nuevos casos de 
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cáncer en Europa, produciendo el 19,7% de las muertes relacionadas con éste (9). Este 

aumento en la incidencia, junto con el hecho de que la supervivencia a 5 años es menor 

del 15%, acentúa la problemática vinculada a esta enfermedad. En el año 2013, la 

Sociedad Americana del Cáncer informó que el número de casos diagnosticados de CP 

ascendió a 230.000, y el número de muertes atribuidos a esta enfermedad en torno a las 

150.000 (14), con una mortalidad al año del diagnóstico cercana al 60%; un 75% a los dos 

años y un 94% a los 5 años. Se estima, que en ese país los gastos en sanidad atribuidos al 

proceso de CP ascienden a un 2% del global (15). Según una revisión reciente, el CP 

ocasionó a nivel mundial 1.527.000 fallecimientos en 2010 (1), lo que representa un 

incremento en más de un millón de muertes con respecto al registro de 2008 (16). 

El número de casos de cáncer de pulmón y muertes relacionadas con él han ido 

aumentando de forma proporcional debido principalmente al incremento de las tasas de 

tabaquismo, ya que según datos aportados por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), el tabaquismo es el factor de riesgo que por sí solo provoca un mayor número de 

casos. A nivel mundial causa aproximadamente un 22% de las muertes por cáncer, de las 

cuales el 71% están relacionadas con el cáncer de pulmón (10). Esta tendencia, parece 

que va en retroceso en países del mundo occidental, incluido España, de forma que se 

está registrando una disminución de las tasas específicas de mortalidad por CP en 

hombres (figura 2). En cuanto a las mujeres, la tendencia es justo a la inversa, con un 

aumento significativo del hábito tabáquico, sobre todo en países en vías de desarrollo 

(17). A pesar de esto, el CP continúa siendo la primera causa de muerte por tumores en 

hombres y la tercera en mujeres en España (18).  
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Figura 2. Descenso en la mortalidad por diferentes tipos de cáncer, entre ellos el 
CP en los últimos años (19). 

 

En nuestro país, la proporción de CP en mujeres con respecto al total de casos está 

aumentando de forma rápida (20),(21). En el registro del Grupo Cooperativo de 

Carcinoma Broncogénico (GCCB) de SEPAR (Sociedad Española de Patología del Aparato 

Respiratorio), de los años 1993-1997 había un 7% de mujeres diagnosticadas de CP (22). 

En un estudio publicado a finales del 2013 por este mismo grupo (2), el porcentaje 

asciende hasta un 16,2%, atribuible principalmente al aumento en el consumo de tabaco 

en este sector de la población. A pesar de esto, el porcentaje de no fumadoras entre las 

mujeres con CP es muy elevado (46,1%), y muy superior al de los hombres (4,1%). Si se 

tiene en cuenta la tendencia en el consumo de tabaco en España (32,5% de fumadores 

entre los hombres y 22,2% entre las mujeres, según la encuesta Nacional de Salud de 

2009), especialmente en lo que respecta al aumento de mujeres fumadoras, es previsible 

que continúe aumentando la incidencia de CP en los próximos años. 

En cuanto a las estirpes histológicas en el CP, el adenocarcinoma es la variedad más 

frecuente en la mayoría de países y su frecuencia parece aumentar en las cohortes más 

jóvenes (23),(24). En España quizás en relación con la menor proporción de mujeres con 

CP en comparación a otros países (probablemente en relación a la incorporación más 

tardía al hábito tabáquico de éstas), el carcinoma epidermoide ha sido considerado hasta 

no hace mucho el más frecuente. Sin embargo, tras los datos aportados por Sánchez de 

Cos et al. (2) recientemente, existe un predominio del adenocarcinoma en el conjunto de 

todos los pacientes (influenciado sin duda por la creciente proporción de mujeres con 
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CP). En los resultados de este estudio se observa que entre los varones aún predomina el 

carcinoma epidermoide, pero cuando se examina el escaso grupo de no fumadores, el 

adenocarcinoma alcanza la mayoría, con el 51,2%.  

Desafortunadamente, un 75% de los pacientes con este tipo de patología son 

diagnosticados en un estadio avanzado por la ausencia de síntomas en el inicio de la 

enfermedad, lo que ensombrece el pronóstico en gran medida (3), mientras que en 

aquellos en los que se alcanza el diagnóstico en estadios iniciales, el pronóstico mejora de 

forma sustancial. A pesar de los recientes avances terapéuticos en este campo, las tasas 

de supervivencia a los cinco años no alcanzan el 16%, y sólo un 5% en estadios avanzados 

(25). Por tanto, la prevención basada en el diagnóstico precoz y disminución de los 

factores de riesgo que predispongan al CP son a día de hoy la estrategia más útil para 

reducir la mortalidad por esta patología,  por la relación directa entre tamaño del tumor y 

supervivencia en cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPNCP). Los datos en cuanto 

a cáncer de pulmón de células pequeñas (CPCP) son más limitados, pero igualmente 

indican que el diagnóstico en estadios iniciales mejora el pronóstico (26).   

2.1.2. Factores de riesgo 

La Los factores de riesgo asociados al cáncer de pulmón son los siguientes:  

 Factores genéticos y fisiopatológicos del cáncer. En base al conocimiento de que 

todos los tumores, entre ellos el CP, son causados por anormalidades en la secuencia o 

expresión del ADN, se han realizado múltiples estudios en este campo con el fin de  

anticipar el comportamiento futuro y la prevención de diferentes neoplasias. El 

carácter hereditario del CP ha sido claramente establecida en numerosos estudios, 

Czene et al. (27) estiman que se encuentra en torno al 8%. Yang et al. (28) continúan 
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esta línea desarrollando los llamados GWAS (Genome-wide Association Study), que 

utilizan un mapeo del genoma humano con técnicas de halotipado y genotipado. Ello 

permite establecer una estrecha relación entre determinadas regiones de cromosomas 

con el consumo de cigarrillos y la aparición de CP, y por otra parte, con la 

susceptibilidad genética propia de cada individuo de padecer CP. También permite 

relacionar la presencia de patologías respiratorias crónicas como la EPOC (Enfermedad 

Pulmonar Obstructiva Crónica) con el desarrollo de CP (28).  

Ya sea de forma esporádica o hereditaria, la mayoría de los tipos de cáncer 

derivan en última instancia de aquellas células individuales que han sido objeto de una 

reprogramación bioquímica irreversible. Los fenotipos adquiridos por los clones de 

células transformadas desarrollan unas características específicas que hacen que las 

vías intrínsecas encargadas del control de crecimiento celular se puedan ver alteradas 

o inhibidas. Para que esto ocurra, las necesidades energéticas aumentan en gran 

medida, acelerando la síntesis de ATP para todos los procesos relacionados con el 

crecimiento y la invasión por parte del tumor.  

La complejidad de la respuesta del sistema se incrementa por la distribución no 

homogénea de las alteraciones a nivel celular en el propio tumor. Las células situadas 

en el centro de la masa tumoral en condiciones de anoxia presentan una conducta 

diferente a aquellas que están en la periferia, de forma que su comportamiento, 

aeróbico o anaeróbico va a depender de su ubicación. Dentro de un tumor, la 

población celular mixta de células hipóxicas y normóxicas intercambian metabolitos 

entre sí estableciendo una red de vías complementarias (29). Es muy importante el 

estudio detallado del ciclo de Krebs y sus componentes metabólicos y enzimáticos con 
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el fin de encontrar la forma de frenar los procesos de obtención de energía en el 

cáncer. En la figura 3 aparece representado el ciclo de Krebs y las vías metabólicas 

implicadas en éste, así como los sustratos necesarios para la obtención de energía.  

Figura 3: Representación del ciclo de Krebs y las diferentes vías metabólicas 
involucradas en el mismo. 

Ya en 1942, Warburg, atendiendo a esto, se dedicó al estudio las vías energéticas 

asociadas a los procesos cancerosos. Debido a la elevada tasa de proliferación celular 

presente en el cáncer, es necesaria la activación de diferentes vías, las cuales no están 

activas en situaciones normales. Warburg (30) establece que las células cancerosas 

tienden a fermentar la glucosa a lactato a pesar de la presencia de oxígeno, es decir, no 
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realizan la fosforilación oxidativa mitocondrial como cabría esperar. Una de las 

explicaciones más probables es que las células cancerosas usan la forma menos eficiente 

de producción de ATP para la proliferación celular y evitan que la tasa de ATP/ADP sea 

alta y bloquee la producción de Acetyl CoA. Sabiendo que las dos principales fuentes de 

carbono y nitrógeno de las células son la glucosa y la glutamina, el llamado “Efecto 

Warburg” (31) establece que el 90% de la glucosa y el 60% de la glutamina fermenta a 

lactato en los procesos tumorales. Muchos oncogenes, entre los que se pueden citar el c-

MYC y el Ras, han sido identificados como promotores de enzimas implicadas en 

diferentes vías metabólicas, y reguladores de la glucolisis en la fosforilación mitocondrial 

(32). En estas dos vías también participan inhibidores de la histona deacetilasa (HDACIs), 

butirato de sodio y trichostatin. En un estudio realizado en 2011, se demuestra el cambio 

en el metabolismo de la energía originado por la activación de los sistemas 

mitocondriales y el metabolismo oxidativo en células tumorales de pulmón (H460) (33).  

A pesar del gran incremento de la glucólisis en muchas células cancerosas, este 

proceso por sí solo no es suficiente para proporcionar los precursores necesarios para el 

metabolismo anabólico, los cuales deben ser suministrados por procesos metabólicos 

adicionales. Varios de los metabolitos intermediarios del ciclo de Krebs, citrato, 

oxalacetato, y α-cetoglutarato son precursores en la biosíntesis de ácidos grasos, ácidos 

nucleicos, proteínas (34), y en último lugar para los requerimientos energéticos celulares. 

Como algunos de estos metabolitos (por ejemplo, oxalacetato y α-cetoglutarato) se 

mantienen en concentraciones celulares bajas, deben ser repuestos a través de las 

llamadas reacciones anapleróticas, lo que permite el mantenimiento constante de las 

reacciones que se producen en el ciclo de Krebs. Las dos principales vías anapleróticas 
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implican carboxilación de piruvato y glutaminolisis (35). Un aumento de la glucolisis 

conlleva un incremento de la formación de piruvato que será transformado en lactato por 

la acción de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), o introducido en el citosol 

mitocondrial para la síntesis de acetil-CoA por la acción de la piruvato deshidrogenasa 

(PDH). En ambientes hipóxicos, y con la mediación de oncogenes como el Ras o HER2, que 

permiten la sobre-regulación de la piruvato-deshidrogenasa-Kinasa-1 (PDK-1), se inactiva 

la acción de la PDH evitando de este modo la conversión de piruvato a acetil-CoA y 

fomentando su paso a lactato (32). Por otro lado, en la glutaminolisis, el paso de la 

glutamina a glutamato (sustrato para el ciclo de Krebs) por la acción de la glutaminasa 

juega un papel importante en el crecimiento tumoral en diferentes tipos de cáncer, 

favorecida también por la acción de determinados oncogenes (36). En la figura 4 aparece 

de forma simplificada las dos vías de mayor relevancia implicadas en la producción de 

energía en los procesos tumorales. Se observa de forma gráfica como la glucosa y la 

glutamina son transportadas a través de la membrana celular.  

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 4: Vía metabólica de la glucosa y glutamina en las células cancerosas. 
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La detección de metabolitos alterados en relación con algunas de las vías implicadas en 

el proceso del cáncer de pulmón es lo que cabría esperar inicialmente en nuestro estudio, 

y en un futuro detectar cuál de ellos es útil como biomarcador precoz del CP. 

 Factores ambientales. Entre los factores ambientales que predisponen al 

desarrollo de CP cabe destacar el hábito tabáquico, al que se atribuye del 85 al 90% de 

todos los casos (37). Existe información ampliamente detallada en la literatura a cerca 

del tabaco como factor de riesgo para la aparición de CP (38), considerándose el 

consumo de éste como la principal causa evitable de cáncer. De los más de 7.000 

compuestos en el humo del cigarrillo, al menos 60 son carcinógenos conocidos (39). 

Muchos aspectos del consumo de tabaco influyen en el riesgo de cáncer de pulmón: 

duración del hábito, intensidad, profundidad de la inhalación o tipo de tabaco 

consumido (40). Sabemos que la duración del hábito tiene mayor influencia que la 

intensidad (41); así pues, una persona que haya fumado un paquete diario durante 20 

años tendrá menos riesgo de padecer CP que una persona que haya fumado medio 

paquete durante 40 años, habiendo fumado ambos 20 paquetes-año. Además de 

aumentar la predisposición a padecer diversos tipos de tumores, entre ellos el CP, 

varios estudios han demostrado que el tabaco disminuye la supervivencia, la calidad de 

vida, perjudica la cicatrización de heridas, aumenta la recurrencia y disminuye la 

supervivencia en pacientes con cánceres en los que existe una relación bien 

establecida con el tabaco (42). También se relaciona el tabaco con el diagnóstico de 

procesos cancerosos en estadios más avanzados y a edades más jóvenes, con una 

disminución en el cumplimiento terapéutico, disminución de la calidad de vida y mayor 

riesgo de desarrollar un segundo proceso oncológico (43),(44). 
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Comparando fumadores y no fumadores, los primeros presentan 23 veces más 

probabilidades de desarrollar patología cancerígena que los no fumadores: el 

porcentaje de muertes atribuidas al hábito tabáquico en pacientes con CP es del 90% 

para varones y 80% para mujeres (45). En un estudio publicado en 2007 por Bayant y 

Cerfolio a cerca de las características y supervivencia en pacientes con cáncer de 

pulmón de células no pequeñas (CPNCP) en fumadores con respecto a no fumadores, 

observaron que en estadios iniciales (I y II) el pronóstico es peor en fumadores que en 

no fumadores (46).  

Todo lo anterior lo sustentan las bases fisiopatológicas ya conocidas y relacionadas 

con el tabaco. Una vez se inicia el metabolismo de la nicotina, se producen varias vías 

de conversión química que originan diferentes productos intermedios, algunos de los 

cuales presentan un importante papel en la carcinogénesis (entendiendo esta como la 

acumulación progresiva de alteraciones genéticas y epigenéticas que ocasionan, en 

consecuencia alteraciones morfológicas, pre-invasivas e incluso invasivas). En el 

siguiente esquema se observan metabolitos de la nicotina que se relacionan con la 

producción de tumores (figura 5).  

 

 

 

 

 El 80% - 90% de todos los CP se pueden relacionar con el consumo de 

cigarrillos. 

  Sólo el 10% - 15% de los fumadores desarrollan cáncer de pulmón.  

 El 10% -15% de todos los CP, se presenta entre los no fumadores (48). 
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Figura 5: Nicotina y metabolitos asociados con la producción de tumores.  
NNAL: 4(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol, NNK: 4 -

(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone, NNN: N'-nitrosonornicotine, NNO: 
Nicotine-N-oxide. 

Los efectos de la nicotina se producen a través de la activación de receptores 

nicotínicos y beta adrenérgicos (causada principalmente por el 4-(methylnitrosamino)-

1-(3-pyridyl)-1-butanone –NNK-) que conducen a la activación de diferentes vías que 

favorecen el incremento de la de angiogénesis y producción de factores de crecimiento 

tumoral, migración, proliferación e invasión de células tumorales entre otros efectos. 

La nicotina y sus metabolitos pueden promover la progresión del tumor a través de la 

modulación de señales oncogénicas en los tejidos tanto cancerosos como no 

cancerosos (47). Un ejemplo de ello es su acción sobre la actividad del citocromo P450-

isoenzima 1A1, que aumenta varias veces en el cáncer de pulmón debido al consumo 

de tabaco (48), e incluso se ha relacionado con el paso del Polycyclic aromatic 

Hidrocarbon phenanthrene (PAH) a metabolitos activos, lo que podría participar en la 

carcinogénesis directamente (49). En la actualidad se está potenciando la búsqueda de 

biomarcadores (BM) en diferentes muestras biológicas que puedan relacionarse con el 

CP en pacientes expuestos a los efectos de la nicotina, como veremos más adelante.  
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Además de lo anterior, el tabaco es una fuente de oxidantes exógena que conduce 

cuando el hábito es continuado, a una inflamación crónica de la vía aérea con 

acumulación y activación de leucocitos, que conllevan un aumento de los niveles de 

Metabolitos Reactivos del Oxígeno (ROMs) y de óxido nítrico. Un balance negativo 

entre los mecanismos antioxidantes encargados de la protección del tejido pulmonar 

(un ejemplo de ello, la sobreexpresión de la enzima superóxido dismutasa) y los ROMs 

puede conducir a un aumento del estrés oxidativo en el tejido pulmonar. Medir los 

ROMs puede resultar complicado debido a su corta vida media.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Componentes del tabaco y sus metabolitos (51). HBMA, 4-hydroxybut-2-
yl mercapturic acid; 3-HC, trans-3′-hydroxycotinine; HEMA, 2-hydroxyethyl 

mercapturic acid; HPMA, 3-hydroxypropyl mercapturic acid; MHBMA, 
monohydroxybutyl mercapturic acid; SPMA, S-phenyl mercapturic acid; TSNA, tobacco-

specific nitrosamines; VOC, volatile organic compounds. 
 

En el estudio de Okur et al. (50), usando el método de quimioluminiscencia han 

conseguido determinar la concentración de algunos ROMs que podrían tener un papel 

en la carcinogénesis. Hacen referencia a que un aumento en tumores de la 

concentración de lucigenina conduce al incremento de radicales superóxido, 

aumentando la isquemia tisular. Por otro lado, el luminol, relacionado con la presencia 
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de inflamación, aumenta también significativamente en los tejidos cancerosos en 

comparación con tejido pulmonar sano. El mayor aumento de la concentración de 

lucigenina en comparación con luminol demuestra que la isquemia tisular podría ser 

más importante que la inflamación para el desarrollo de CP. En la figura 6 se 

representan los diferentes componentes del tabaco y sus metabolitos, considerados 

como posibles BM en procesos cancerosos (51). Más adelante trataremos sobre este 

punto de forma más detallada. 

 

2.1.3. Métodos de cribado actuales. 

 Con el objeto de minimizar al máximo el impacto del CP en nuestra sociedad, 

además de evitar todos aquellos agentes que puedan contribuir o potenciar su aparición 

(en particular el tabaco), se vienen realizando en los últimos cincuenta años diversos 

intentos de cribado de esta patología para conseguir un diagnóstico precoz, y por tanto 

mejorar la supervivencia. A día de hoy la única terapia potencialmente curativa en CP es 

la resección quirúrgica en un estadio temprano de la enfermedad, de ahí la importancia 

de un diagnóstico precoz. Las técnicas diagnósticas más utilizadas para el CP se comentan 

a continuación: 

 Técnicas de imagen. Algunos de estos intentos se han basado en la 

radiografía de tórax (RX), la tomografía computarizada (TC), la endoscopia de 

fluorescencia y la TC en espiral de baja dosis de radiación (siglas en ingles 

LDCT). No fue hasta la publicación por parte del National Lung Screening Trial 

(NLST), en la que mediante el uso del TC a baja dosis de radiación como método 

de cribado, observaron una reducción de la mortalidad. Se comentan a 

continuación las técnicas de imagen utilizadas con el fin de cribado del CP: 
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 Radiografía de tórax: EL primer ensayo realizado para screening de CP con RX 

fue realizado en el Reino Unido y publicado en 1968. El estudio superaba los 

25.000 pacientes. Los resultados en cuanto a reducción de mortalidad por CP 

no fueron significativos (7). Posteriormente el Prostate, Lung, Colorectal and 

Ovarian Cancer Screening Trial (52), tras un estudio en el que realizan un 

cribado con radiografía de tórax (4 rondas anuales), y comparan con un grupo 

control en el que no se realiza cribado, tampoco observaron reducción de la 

mortalidad por cáncer de pulmón en el grupo sometido a control por RX. 

 Tomografía computarizada (TC): En 1999 la Early Lung Cancer Action propuso 

un modelo de diagnóstico precoz basado en el cribado mediante LDCT, que 

generó en su momento interés y controversia por la diferencia poco clara entre 

el riesgo y el beneficio, aunque si hay que destacar que la sensibilidad era 

considerablemente mayor a la obtenida con radiografía de tórax simple 

(4),(53). En un estudio de seguimiento por LDCT, con más de 3.600 individuos 

fumadores de alto riesgo, el 2,2% fueron diagnosticados de CP primario en los 3 

primeros años del estudio. Sin embargo el 40,6% de los participantes tenían un 

nódulo pulmonar solitario (NPS) detectado por TC o PET, sin llegar finalmente al 

diagnóstico de CP en todos ellos. Posteriormente, y en base a este hallazgo, el 

NLST hizo público un informe inicial en el que se lograba una reducción de la 

mortalidad del 20% con el uso de LDCT como método de screening. Sin 

embargo, en sujetos con TC positivo para nódulo pulmonar, el 96,4% 

constituían falsos positivos (4). Estos resultados han sido los primeros en 

mostrar una mayor supervivencia de los pacientes cribados con LDCT frente a la 

radiografía de tórax (4), (52). Partiendo de estos datos, el American College of 



Estudio de los perfiles metabolómicos en muestras de suero para el diagnóstico del cáncer de 
pulmón 

 

 
41 

Chest Physicians y la Sociedad Americana de Oncología Clínica ha creado una 

guía de práctica clínica para el cáncer de pulmón en la que incluye la LDCT 

como método de cribado (tabla 1) (54). En la última revisión Cochrane 

publicada a cerca del cribaje del CP (55) hacen una exhaustiva recopilación de 

los avances en los últimos años, incluyendo neuve ensayos con un total de 

453.965 sujetos, entre fumadores, no fumadores y ex fumadores. En primer 

lugar, se observó que no hay reducción en el diagnóstico anual de casos de CP 

en aquellos pacientes sometidos a estudio con radiografía de tórax (RX). Sin 

embargo en un cribado con RX utilizando diferentes frecuencias de equipos de 

rayos X, y variaciones en el número de estudios realizados, se comprobó la 

existencia de un aumento relativo del 11% para CP en comparación con 

aquellos a los que se realizaba el cribado con menor frecuencia. Se detectó así 

mismo una menor mortalidad por CP en la combinación de RX y citología de 

esputo en comparación con RX solo, pero estos resultados no alcanzaron la 

significación estadística. Comparando el cribado anual TC de baja dosis con una 

evaluación anual de la radiografía de tórax, el riesgo relativo de muerte por 

cáncer de pulmón se redujo significativamente en el grupo de TC de baja dosis. 

A pesar de estos resultados, los autores de esta extensa revisión concluyen que 

no existe evidencia en cuanto al uso de RX o citología de esputo para la 

detección del cáncer de pulmón, mientras que el uso actual de LDCT como 

método de cribado se asocia con una reducción de la mortalidad en pacientes 

fumadores. Estos datos son insuficientes para establecer a día de hoy una 

relación coste beneficio (56),(57), y se continúan planteando estrategias 

globales y fases para desarrollo de programas de cribado, propuestas por el 
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American Collage of Chest Physicians/American Thoracic Society, que incluyen 

la fase de planificación, implementación y mantenimiento (5). En base a este 

protocolo, han sido valorado los costes personales e infraestructura necesaria, 

aunque sin enunciar de forma clara el coste global del procedimiento (6).  

       Tabla 1. Recomendaciones del American College of Chest Physicians y el American 
Society of Clinical Oncology sobre el papel del LDCT en el cribado del CP (54). 

Recomendación 1 Recomendación 2 

 Más de dos cribados anuales con 

radiografía de tórax en fumadores y 

ex fumadores desde hace 15 años o 

menos.  

 Edad entre 55 y 74 años que 

hayan fumado 30 paquetes-año o 

más.  

          

          (grado de recomendación: 2B)  

 

 El cribado con LDCT no debe 

realizarse en aquellos individuos con un 

consumo acumulado de tabaco de menos 

de 30 paquetes-año. 

 No realizar en  menores de 55 años 

o mayores de 74 años,  

 No para ex fumadores de más de 15 

años o individuos con comorbilidades 

graves que impidan un tratamiento 

potencialmente curativo.  

 

                    (grado de recomendación: 2C)  

 

 

En España, el estudio P-IELCAP (58) liderado por el equipo de la Clínica 

Universidad de Navarra, ha presentado los resultado del programa de cribado de 

cáncer de pulmón a nivel nacional con el uso de TBDR (TC a bajas dosis de radiación, en 

inglés LDCT). El estudio cuenta con un total de 2.989 sujetos, entre los que se 

detectaron 53 pacientes con CP, de ellos un 55% con diagnóstico definitivo de 

adenocarcinoma (más de un tercio de ellos presentaron un componente in situ), 

seguidos por un 22% de carcinoma epidermoide. El 82% se encontraban en una fase 

precoz de la enfermedad (estadio I y II) y el 7% en un estadio IV. A pesar de las 

limitaciones contempladas en este estudio (corresponde a un ensayo de cribado 
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monocéntrico y la adherencia en sucesivas rondas fue sólo de un 56%), los resultados 

obtenidos fueron comparables a los del resto de Europa. 

El grupo de Ruano-Ravina (59), al igual que otros autores como Bach (54), 

cuestionan algunos aspectos respecto a la validez de estos métodos y su generalización 

a toda la población. Plantean interrogantes en torno a si el cribado del CP ha 

demostrado una reducción de la estadificación tras una primera ronda en aquellos 

casos sometidos a pruebas de imagen (RX y LDCT). En esta línea el NLST detecta un 

ligero aumento en los estadios IA y IB en la segunda y tercera ronda, y un ligero 

descenso en los estadios III y IV en la tercera ronda si se compara con la ronda inicial 

(4). Estos resultados son superponibles a los de otros grupos como el de Wilson (60), 

que no encuentran el descenso esperado en la estadificación de los pacientes que 

acuden a rondas de cribado consecutivas. Esta observación es compatible con la 

hipótesis de Bach de un modelo bipartito para el cáncer de pulmón, en el que algunos 

tumores pulmonares crecen rápidamente y son muy agresivos, mientras que otros 

crecen a un ritmo más lento (61). Por otro lado Ruano-Ravina et al. (59) así como el 

grupo de Brodersen (62), evalúan en sus respectivas publicaciones otros componentes 

diferentes a los mencionados en el proceso de cribado del CP no menos importantes, 

como la repercusión de los falsos positivos en los pacientes; si el cribado con LDCT 

aumenta el riesgo de CP por radiación; y el impacto económico. Todos y cada uno de 

estos planteamientos ponen de manifiesto muchas limitaciones en cuanto al cribado 

(un valor predictivo positivo extremadamente bajo; exposición a tratamientos 

innecesarios y nocivos dado el elevado número de falsos positivos que pueden causar 

incluso la muerte, y por supuesto, las muertes evitadas deberían contraponerse con 

los efectos de la radiación, más la ansiedad, las cirugías innecesarias y los costes 
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directos e indirectos). Como conclusión, los autores de estas revisiones no 

recomiendan el cribado del CP con LDCT por el escaso beneficio existente a día de hoy 

siendo mayor el número de perjudicados que beneficiados en la actualidad (59). 

Recientemente se ha publicado un estudio en el Reino Unido que evalua la efectividad 

del cribado con TC a bajas dosis de radiación en una población seleccionada, así como 

el coste-efectividad de esta intervención. Los resultados de este trabajo ponen de 

manifiesto, una vez más, que es posible detectar el cáncer de pulmón en una etapa 

temprana, con la posibilida de un tratamiento potencialmente curativo en más de 80% 

de los casos. El análisis económico sugiere que la intervención sería rentable, aunque 

esto debe ser confirmado con datos sobre reducción de la mortalidad (63).  

 Técnicas endoscópicas. A nivel macroscópico se han realizado en el ámbito de la 

investigación avances recientes que permiten a los broncoscopistas la evaluación de la 

vía aérea con técnicas de imagen de alta resolución que hacen posible, en casos 

determinados (sobre todo en grandes fumadores) la detección de metaplasia o 

displasia escamosa que puede llevar a la aparición de carcinoma in situ e incluso, 

progresar a un cáncer invasivo. La detección precoz y tratamiento de estas lesiones es 

de vital importancia. Algunas de las técnicas desarrolladas son las siguientes:  

 EBUS (Endobronchial Ultrasonography): es una técnica que combina la 

fibrobroncoscopia tradicional con la ecografía (el broncoscopio flexible 

presenta un transductor ecográfico convexo en su punta), de forma que 

permite obtener imágenes ecográficas de las estructuras que se encuentran en 

contacto con la pared bronquial, especialmente ganglios linfáticos 
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mediastínicos, y realizar punción dirigida con la obtención de material para 

diagnóstico.  

 ECS; Olympus Medical System Corp: sistema de endocitoscopia. Técnica de 

imagen endoscópica a tiempo real que permite el diagnóstico in vivo de 

patrones celulares con crecimiento anómalo (64).  

 AFB (Autoflorescence bronchoscopy): aumenta la sensibilidad para la detección 

de lesiones pre-invasivas en la vía aérea central mediante el uso de una luz 

basada en autofluorescencia.  

 WLB (White-Light Bronchoscopy): sensible para la detección de lesiones a nivel 

de la mucosa, aunque con menor sensibilidad que el anterior. 

 OCT (Optical Coherence Tomography): es un método de imagen óptica que 

utiliza propiedades de las ondas de luz en lugar de ondas de sonido (65), 

poniendo de manifiesto lesiones en la mucosa bronquial que se muestran como 

irregularidades a nivel subepitelial. 

 LRS (Laser Raman Spectroscopy): basada en el uso del “efecto Raman”, que 

consiste en captar huellas moleculares específicas que podrían aportar 

información bioquímica a cerca de alteraciones tisulares. Un estudio piloto 

reciente ha mostrado que el análisis con LRS junto con broncoscopia de 

autofluorescencia reduce el número de falsos positivos y aumenta la 

sensibilidad y especificidad (65).  

 HMB (High-Magnification Bronchovideoscopy): sistema diseñado para mejorar 

la visión directa con luz blanca y detectar lesiones en la mucosa.  



Introducción 

 
46 

 NBI (Narrow-Band Imaging): tecnología óptica basada en el uso de diferentes 

ondas del luz entre verde y azul que permite la visualización de estructuras 

microvasculares a nivel de la mucosa y submucosa gracias a una absorción 

característica de la hemoglobina a esta longitud de onda específica.  

 La innovación que introducen estas técnicas unida a los cambios que se producen 

en un tejido por la invasión de células neoplásicas (mayor actividad metabólica e 

hipervascularización entre otros) hacen que el uso individual y en algunos casos 

combinado, de estas herramientas pueda llegar a ser de gran utilidad para el diagnóstico 

de lesiones pre-invasivas o invasivas en estadios tempranos de la enfermedad (11). 

2.1.4. Biomarcadores en el cáncer de pulmón.  

Una alternativa al uso de técnicas de imagen es el estudio de los cambios 

metabólicos que se producen en el organismo con la aparición de procesos oncológicos. 

Ello puede conducir al establecimiento de biomarcadores metabólicos que marquen la 

incidencia de estas patologías y de su estadiaje. La búsqueda de biomarcadores asociados 

a patologías en diferentes fluidos biológicos y tejidos es en la actualidad una de las líneas 

de trabajo de mayor interés en medicina, tanto para su uso como marcadores de cribado, 

como para valoración pronostica y de eficiencia de las medidas terapéuticas. 

Existen más de 2.000 fármacos aprobados para el tratamiento del cáncer por la 

Food and Droug Administration (FDA), pero no llegan a 30 los biomarcadores (BM) usados 

para el diagnóstico, seguimiento y pronóstico. Solo un limitado número de BM poco 

desarrollados que incluyen CA-125, CEA, TPA, KLKB1 y NSE entre otros (tabla 2) son 

considerados en estos momentos (66),(67).  
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Tabla 2. Biomarcadores en sangre (67). 

GRUPO NOMBRE FRECUENCIA ESPECICIFACIÓN MUESTRA REFERENCIA 

Oncogén sobre 
expresado

 Bcl-2 10-25% CPNCP 
Integrante de 
membrana celular: 
inhibe apoptosis 

Esputo, 
Tejido 
celular y 
BAL 

(70)  

Proteínas 
relacionadas 
con la 
respuesta 
inmune o 
inflamatoria

 

 

CEA 
CPNCP 

(AdenoCA) 
Proteína oncofetal Suero (71) 

Cyfra 21.1 23–70%   CPNCP 
Detección del 
fragmento 19 de 
citoqueratina 

Suero (72),(73) 

CA-125     CPNCP 
Producto del gen 
MUC16 

Suero (74) 

Pro-GRP 47–86% CPCP 
Neuropéptido con 
actividad hormonal 

Suero (75) 

NSE 74% CPCP Enzima glicolítica Suero (76),(77) 

Otros sobre 

expresados
 

 

KLKB1 87% en AdenoCA 

Glicoproteína que 
interviene en la 
coagulación. El 
fragmento 17kDa 
es una proteína 
específica 
encontrada en CP 

suero (78) 

hnRNP A2/B1 - Proteína de 31kDa Esputo, 
tejido y BAL 

(79) 

c-erbB-2 30 –40% CPNCP 

Receptor EGF: diana 
terapéutica de 
inhibidores de tirosin 
kinasa 

Tejido 
tumoral y 
suero 

(80),(81) 

CPNCP: Cáncer de pulmón de células no pequeñas. CPCP: Cáncer de pulmón de Células pequeñas. AdenoCA: 
Adenocarcinoma. BAL: Lavado broncoalveolar. CA-125: Antígeno cáncer 125. CEA: Antígeno 
carcinoembrionario. Cyfra 21.1: fragmento 19 de citoqueratina. hnRNP: Partícula de ribonucleoproteína 
heterogénea. KLKB1: calcreina plasmática. NSE: enolasa neuro específica. Pro-GRP: péptido liberador de 
progastrina. 

 

Sin embargo, la sensibilidad de estos marcadores en suero no es demasiado alta: 

CEA (antígeno carcinoembrionario), perteneciente a la familia de las glicoproteínas de 

membrana celular e importante marcador tumoral en determinados tipos de tumores, 

que muestra expresión y funciones variables en tejido sano y tumoral (68), presenta una 

sensibilidad cercana al 33% en para adenocarcinoma; CYFRA 21.1 (fragmento de 

citoqueratina 19), citoqueratina perteneciente a una familia de proteínas del 
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citoesqueletico, liberado al citosol debido a la lisis celular o necrosis tumoral, presenta 

una sensibilidad del 72% en carcinoma epidermoide; En cuanto al NSE (Neuronal-Specific 

Enolase), forma neuronal de al enolasa intracioplasmática glucolítica, presente en células 

del tejido cerebral, células neuroendocrinas y de tumores neuroendocrinos incluyendo el 

CPCP. Para éste último la sensibilidad puede alcanzar hasta el 90% (12),(13), (69).  

 
El estudio de Bigbee et al. (15), sobre el uso conjunto de biomarcadores séricos 

conocidos en procesos cancerosos (Cyfra 21.1, Prolactina, Amyloide A, y otros), y  la 

realización de LCDT, demuestra que se pueden mejorar los resultados en la detección 

precoz del cáncer de pulmón y la interpretación de nódulos pulmonares indeterminados 

detectados en las pruebas de imagen. Este estudio marca una diferencia clara con 

respecto a lo publicado hasta el momento ya que plantea el uso conjunto de estos dos 

métodos de cribado como pruebas complementarias. Sobre esta base se ha retomado la 

idea de información global mediante el uso de las metodologías ómicas, y en particular la 

metabolómica. 

 
 Marcadores epigenéticos. Las alteraciones en las vías moleculares que 

conducen al cáncer de pulmón, (incluyendo las modificaciones epigenéticas), 

pueden proporcionar biomarcadores para ayudar a abordar esta importante 

necesidad clínica insatisfecha. Los cambios epigenéticos, que se definen como 

los cambios heredables en la expresión génica que no alteran la secuencia 

primaria del ADN, y entre los que encontramos la metilación del ADN genómico 

(principalmente en los dinucleótidos CpG) o las modificaciones post 

translacionales de las histonas, son uno de los distintivos del cáncer y se 

presentan con frecuencia en todos los tipos de neoplasias. Estas modificaciones 
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representan una rica fuente de biomarcadores que pueden aplicarse a la 

práctica clínica. En este sentido se describen los últimos avances en el 

descubrimiento de biomarcadores epigenéticos en el cáncer de pulmón, 

específicamente aquellos que resultan en la metilación del ADN en 

dinucleótidos CpG (82). El grupo de Sozzi (83) ha realizado un estudio basado 

en la medición de ADN circulante mediante PCR (Reacción en cadena de la 

polimerasa) y técnicas de imagen mediante LDCT en pacientes fumadores de 

más de 50 años, comprobando que los niveles de ADN circulante aumentan en 

aquellos pacientes con CP de mayor agresividad. Otros autores afirman que el 

aumento de ADN circulante no es específico del cáncer de pulmón (84).  

Según Xiang et al. (85), el CP en etapas tempranas estudiado mediante DCS 

(Differential Scanning Calorimetry), puede tener características térmicas a nivel de las 

proteínas plasmáticas que confieren un perfil que podría ser útil como BM para su 

diagnóstico.  

 MicroARN exosomal. Ratajczak et al. (86) mostraron que la transferencia 

horizontal de exosomas asociados a ARNm puede desempeñar un papel clave 

en la transducción de señales que conduce a la proliferación celular. Rabinowits 

et al. (87) diseñó un estudio de casos y controles con 27 pacientes en diferentes 

etapas con diagnóstico de adenocarcinoma de pulmón, y 9 controles sanos y 

evaluaron la concentración de los exosomas y microARN. La concentración 

media de microARN era 2,3 veces mayor en el grupo de adenocarcinoma de 

pulmón en comparación con el grupo de control. El estudio concluye que este 

podría ser un marcador útil para el diagnóstico precoz del CP. En esta misma 

línea, para el estudio de microARNs se han venido realizando múltiples estudios 
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con el fin de encontrar una herramienta diagnóstica que permita el uso del 

mismo en el algoritmo para la detección precoz del CP. El sistema miRview® 

mide la expresión del miRNA (microARNs) hsa-miR-205 usando técnicas de RT-

PCR cuantitativa que permitiría el diagnóstico diferencial entre CP epidermoide 

y no epidermoide con una sensibilidad mayor del 96% y una especificidad del 

90 al 100%. Esta técnica cuantifica la cantidad de ADN o ARN de un 

determinado gen, así como los miARNs, que son ARNs no codificantes de una 

longitud entre 21 y 25 nucleótidos que tienen la capacidad de regular la 

expresión de otros genes mediante diversos procesos. A su vez, también están 

implicados en la diferenciación tisular durante el desarrollo normal de la 

tumorogénesis (88),(89),(90).  

 Dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD). Además de las funciones descritas 

para el microARN, Hirota et al. (91) postula que se puede ayudar a prever la 

respuesta a ciertas terapias establecidas en la actualidad para el cáncer de 

pulmón. Según este autor, la expresión del gen de la DPD se correlaciona en los 

tumores con una mayor sensibilidad a 5-fluoracilo (5-FU), quimioterápico usado 

en CP. 

 Sensor nanospore. Es una técnica cuantitativa muy sensible para la detección y 

análisis de macromoléculas. La detección de microARN mediante la utilización 

de estas técnicas moleculares altamente sensibles, como la espectroscopia de 

fluorescencia y nanopartículas mostró gran potencial para el diagnóstico clínico 

en la detección temprana del cáncer y la vigilancia de respuesta al tratamiento 

(92).  
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 Isocitrato Deshidrogenasa 1 (IDH1). En un estudio publicado en 2012 se 

comprobó que la IDH1 está presente en niveles elevados en tejidos tumorales 

en comparación con tejidos normales (93). Esto sugiere que los niveles 

plasmáticos de esta proteína podrían ser útiles como BM diagnósticos en 

pacientes con CPNCP. Las hipótesis formuladas son, por un lado que IDH1 

podría ser secretada extracelularmente bajo circunstancias excepcionales, o 

liberada en la sangre por células dañadas o muertas. En un estudio posterior se 

comparó la eficacia diagnóstica de esta proteína con marcadores séricos 

previamente estudiados (CEA, Ca-125 y CYFRA 21.1), concluyendo que el IDH1 

podría ser usada como un BM plasmático para el diagnóstico de CPNCP, 

particularmente en adenocarcinoma con relativa alta sensibilidad y 

especificidad.  

 Telomerasa. Los niveles de actividad de la telomerasa se incrementan de forma 

gradual desde etapas tempranas de la tumorogénesis siendo detectables 

incluso antes que las manifestaciones clínicas del cáncer, lo que sugiere que 

podría ser un BM útil para su detección precoz (94). Miyazu et al. (95), evaluó la 

expresión de la telomerasa en el epitelio bronquial normal en 206 individuos 

con alto riesgo de desarrollar CP. Se observaron 15 lesiones en 12 pacientes. De 

estas 15 lesiones, en 11 de ellas la expresión de la telomerasa fue negativa, y 

no desarrollaron cáncer, mientras que en las cuatro restantes, en las que si fue 

significativa la expresión, la lesión progresó a CP.  

Existen otros BM séricos como el LungX (lung-specific X protein), gen específico 

pulmonar identificado en 2001 (96). Mitas et al. (97), observaron que el LungX mRNA 
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estaba sobreexpresado en 14 de 24 (58%) muestra sanguíneas de pacientes con CPNCP; 

CYFRA 21.1, como se ha mencionado anteriormente, es una molécula ampliamente 

estudiada, que se sobreexpresa según un estudio realizado por Sarwar en 1994, en el 86% 

de los casos de cáncer, especialmente en CP (98). Unos niveles elevados de bilirrubina 

cuantificada en suero por análisis de rutina parece estar asociada, según algunos autores 

(99), (100), con bajo riesgo de enfermedades respiratorias y cáncer de pulmón, debido 

principalmente a sus propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias. Posteriormente, 

sucesivos estudios han relacionado sus niveles en sangre con el riesgo de desarrollar CP 

en pacientes fumadores y no fumadores, estableciendo que con niveles bajos de este 

biomarcador, el riesgo de presentar CP aumenta (101). Esta idea sigue en desarrollo con 

resultados prometedores.  

Existen estudios enfocados a la revaloración de tratamientos oncológicos realizados 

en los últimos años en el ámbito genético y que han aportado grandes avances en cuanto 

al tratamiento de los pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas en estadio 

avanzado. Un ejemplo de ello es el uso de inhibidores de la tirosin quinasa en aquellos 

pacientes portadores de mutaciones del receptor del factor de crecimiento epidérmico 

(EGFR), presente en el 10-15% de pacientes con CPNCP. Esta subpoblación de pacientes 

presenta características clínicas y de respuesta al tratamiento diferente a los que no 

presentan dichas mutaciones. De igual forma los pacientes con reordenamientos del gen 

de la quinasa del linfoma anaplásico (ALK), pueden recibir un tratamiento específico 

(102). Estos avances suponen mayor calidad de vida y supervivencia libre de progresión 

que con la quimioterapia convencional (103). 
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Aunque en general los resultados son muy alentadores no se puede afirmar la 

validez de ninguno de los BM mencionados para la detección precoz del CP (7). 

2.2. APLICACIÓN DE LA METABOLÓMICA AL ESTUDIO DEL 

CÁNCER DE PULMÓN. 

2.2.1. Introducción a la metabolómica 

Como un paso más en la búsqueda de un biomarcador útil para el cribado del 

cáncer de pulmón se han venido potenciando las llamadas metodologías ómicas, entre las 

que se encuentra la metabolómica. 

Nicholson et al. (104) en 1999 definen el término de “metabonómica”, 

diferenciándolo de metabolómica. Entienden metabonómica como la medida cuantitativa 

de la respuesta metabólica dinámica multiparamétrica de los sistemas vivos a un 

estímiulo patofisiológico o a una modificación genética, mientras que la metabolómica se 

define como la medida de todos los metabolitos en una muestra biológica. La figura 7 

muestra la cascada de ómicas: la transcriptómica y la genómica permiten la secuenciación 

eficiente de genomas completos. El estudio de polimorfismos es de gran importancia en 

toxicología y puede explicar susceptibilidades, pero las alteraciones en los genes no 

siempre producen efectos adversos en la salud. Por otro lado, las modificaciones post-

translacionales, como la fosforilación y glicosilación de proteínas, determinan su función y 

muchos factores ambientales o multigénicos (como la edad, enfermedad, etc.) no pueden 

explicarse con la genómica; La proteómica permite la identificación de importantes 

funciones de las proteínas en la homeostais celular y en su análisis cuantitativo, 

presentando a las proteínas como importantes biomarcadores, no obstante, es preciso 

conocer que existe una gran cantidad de proteínas y modificadores post-
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transduccionales, haciendo que no todas pueden ser identificadas en una muestra.  

Finalmente, la metabolómica, permite obtener una visión representativa del sistema 

biológico estudiado, proporcionando la medida de cientos de metabolitos en cultivos 

celulares in vitro, en tejidos in vivo e incluso en muestras no invasivas como la orina o la 

sangre.  

La metabolómica aporta tres enfoques complementarios: (I) la obtención de perfiles 

metabolómicos o “metabolic profiling”, mediante el análisis cuantitativo de un conjunto 

de metabolitos en una vía bioquímica concreta, lo que permite la construcción de bases 

de datos útiles que podrán ser integradas con otros mapas o vías ya conocidas en bases 

de datos globales; (II) las huellas metabolómicas o “metabolomic fingerprinting”, que 

cambian en respuesta a una enfermedad, alteraciones ambientales o genómicas, con el 

objetivo final de identificar metabolitos discriminantes entre individuos afectados por una 

enfermedad frente a controles sanos (105),(106); y (III) la exometabolómica o “metabolite 

footprinting”, que se encarga del estudio de metabolitos en fluidos extracelulares (107). 

 

 

 

  

 

           Figura 7: Cascada de las “Ómicas”.  
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Además de lo anteriormente expuesto, en metabolómica existen dos 

procedimientos: dirigido (targeted) y no dirigido (untargeted o global). El procedimiento 

dirigido se utiliza para determinar las abundancias relativas y concentraciones de 

metabolitos concretos, por lo que la información de la estructura exacta de estos 

metabolitos debe conocerse a priori. La principal desventaja es que este procedimiento 

depende de la disponibilidad del patrón puro del metabolito en cuestión y no permite la 

identificación de nuevos metabolitos. Por el contrario el procedimiento global no dirigido, 

utilizado en esta Tesis, permite el estudio de todos los metabolitos en una muestra 

biológica y hace posible obtener diferencias en la presencia o cantidad relativa de todos 

los picos cromatográficos o espectroscópicos. La desventaja de esta aproximación es que 

no pueden identificarse todos los metabolitos implicados (108). 

El metaboloma puede usarse para la monitorización de la respuesta del organismo 

ante una alteración del estatus de salud (109). En base a esto, son muchos los estudios 

publicados sobre metabolómica en diferentes estirpes tumorales, como el carcinoma 

hepatocelular (110), cáncer de mama (111) o cáncer de páncreas (112) entre otros.  

Los niveles de metabolitos dentro de un mismo individuo varían con el tiempo, esta 

variabilidad individual unido a la variabilidad metodológica reducen la eficacia a la hora 

de asociar patrones metabolómicos a enfermedades determinadas (113). Por otro lado, 

los resultados están unidos a diferencias de género, hábitos o dieta. En relación a las 

diferencias establecidas por el género, un estudio realizado con resonancia magnética 

nuclear sobre muestras de orina y plasma en sujetos sanos, demuestra que las mujeres 

sintetizan relativamente más lipoproteínas y lípidos insaturados que los hombres (114). 

En esta línea pero comparando suero de pacientes con CP y controles sanos, Guo et al. 
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(115) encontraron patrones metabolómicos que difieren en esta enfermedad entre 

hombres y mujeres. Además describen la relación entre estadios de CP y metabolitos 

encontrados. En cuanto a las variaciones en función de la dieta, en un estudio realizado 

por Stella et al. (116), observaron que tras administrar dietas diferentes (dieta 

vegetariana, dieta con alto contenido en carne y dieta con bajo contenido en carne) a una 

población sana sus perfiles metabólicos variaban. De igual forma, Spitale et al. (117) y 

Mondul et al. (118), observaron que los perfiles metabolómicos de sujetos fumadores y 

no fumadores se modificaban tras administrar de forma exógena determinadas 

sustancias. En el análisis encontraron que el grupo con aporte nutricional basado en 

antioxidantes, vitaminas y ácidos grasos 3, presentaron cambios a nivel de ácidos grasos 

de cadena larga, oleato y palmítico, y que estos niveles estaban disminuidos en pacientes 

fumadores. Sin embargo, en aquellos que recibieron aporte de  - carotenos, encontraron 

un aumento de la acción de CYP1A2 y CYP2E1 y desregulación del metabolismo glucídico. 

Todo lo anterior pone de manifiesto la complejidad a la hora del estudio del metaboloma 

humano por su constante variabilidad, influenciado de forma directa tanto por factores 

internos como externos. 

2.2.2. Técnicas analíticas en metabolómica y muestras objeto de 

estudio. 

1) Técnicas analizadas en metabolómica. 

En los últimos 10 años se han venido realizando múltiples estudios en el campo de 

la metabolómica, con el desarrollo de diferentes técnicas como: la Resonancia Magnética 

Nuclear (RMN) de alta resolución; cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y la de 

ultra resolución (UPLC) acoplada a detectores, fundamentalmente de masas (HPLC-MS), 

como el cuadrupolo tiempo de vuelo, y utilizando diferentes mecanismos de separación 
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como la fase reversa (RP-HPLC); y la modalidad de MS en tándem (MS/MS) para la 

elucidación estructural. Asimismo, también se ha utilizado ampliamente la cromatografía 

de gases con detector de masas (GC-MS) (119), y la electroforesis capilar (EC) (120). 

Una variante instrumental con grandes posibilidades en análisis metabolómico es el 

empleo de la infusión directa de la muestra (DI) a un espectrómetro de masas de alta 

resolución como el híbrido QqQTOF (121), (122), el de transformada de Fourier (123), o 

más recientemente el Orbitrap (124). La DIMS presenta algunas ventajas en 

metabolómica como la elevada capacidad de análisis en poco tiempo y la detección de un 

mayor número de metabolitos que al utilizar técnicas de separación como etapa previa a 

la MS, ya que no existe exclusión de compuestos habitualmente asociada a estas técnicas. 

No obstante, la supresión iónica en DIMS generalmente representa una importante 

desventaja ya que impide la detección de metabolitos que se encuentran a baja 

concentración o que no son eficientemente ionizados en presencia de otros, sin embargo, 

este inconveniente se supera utilizando espectrómetros de masa de alta resolución como 

el Q-TOF-MS o el Orbitrap. Como ventaja evidente, la DIMS constituye una buena 

alternativa para el diagnóstico rápido de las muestras en pocos segundos. 

El uso de estas técnicas ha variado a lo largo de los años, poniéndose de manifiesto 

ciertas limitaciones al utilizarse por separado para el estudio del metaboloma humano. En 

un estudio publicado en 2009 en el Journal of Proteome Research, tras el análisis 

mediante GC-MS como único método de análisis metabolómico, se recomienda el uso de 

varias técnicas para conseguir una información más genérica, dada la complejidad y 

variabilidad del metaboloma (125).  

En la determinación de metabolitos en suero sanguíneo, Psychogios et al. (119) 

publicaron en 2011 “The human serum metabolome”, que considera el uso de varias 
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técnicas metabolómicas, entre las mencionadas anteriormente, para determinar el 

espectro de metabolitos en suero. Los resultados muestran claras diferencias en el 

número y tipo de compuestos detectados con cada una de las técnicas, aunque la 

intención real del estudio estaba enfocada a explorar los límites y beneficios del uso de 

cada uno de los métodos existentes, y sobre todo para caracterizar el metaboloma en el 

suero humano. De hecho, este estudio sugiere que la caracterización exhaustiva de los 

metabolitos existentes en el suero requiere múltiples plataformas instrumentales y 

métodos que un solo sistema no puede ofrecer. En la figura 8 se observa la composición 

metabolómica que se obtiene en función de la técnica utilizada lo que hace aconsejable la 

integración de plataformas para incrementar la cobertura metabólica resultante.    

 

Figura 8: Diagrama que muestra la capacidad discrimínate en detección de 
metabolitos en suero por diferentes técnicas metabolómicas: RMN, GC-MS, LC/GC-FID, 

LC-ESI-MS/MS y MS/MS (119). 
 

Este trabajo se puede considerar como uno de los primeros enfocados al estudio 

tanto cualitativo como cuantitativo del metaboloma humano, y sirve como base de datos 

(Serum Human Metabolome Database) para estudios futuros. Previo a éste, Lawton y su 

equipo compararon el perfil metabolómico en sangre de sujetos sanos mediante 
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espectrometría de masa, combinado GC-MS y LC-MS. El interés de este estudio radica en 

el amplio número muestral (269 individuos). Ante el gran número de metabolitos 

identificados y las diferencias encontradas en relación a la edad, el sexo y la raza, 

concluyen que estos factores pueden suponer importantes factores de confusión en este 

tipo de estudios (126). 

Partiendo de los resultados expuestos en el trabajo de Psychogios, y compartiendo 

un enfoque análogo, en un trabajo posterior se comprueba que ninguna técnica analítica 

por sí sola cubre todo el espectro del metaboloma humano, siendo necesarias estrategias 

múltiples para ampliar la cobertura de los resultados (127). Para ello es preciso emplear 

técnicas como la resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometría de masas (MS) 

acopladas a técnicas de separación tales como la cromatografía de gases (GC), 

electroforesis capilar (EC) y cromatografía líquida (LC), herramientas con alta sensibilidad 

que amplían considerablemente el espectro global de metabolitos para una muestra 

biológica.  

2) Muestras objeto de estudio. 

Es necesario en primer lugar, disponer de un número poblacional adecuado para 

reducir al máximo la influencia de las variables biológicas. Sampson et al. (113) evaluaron 

la viabilidad e implicaciones de la metabolómica para el estudio de diferentes patologías, 

concluyendo que actualmente es factible el uso de estas técnicas en estudios de 

biomedicina, pero sería necesario el aumento de la muestra poblacional para aumentar la 

sensibilidad y evitar o minimizar los sesgos por diferentes factores como la edad, el sexo, 

la dieta o el Índice de Masa Corporal (IMC) entre otros. 
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Dentro del tipo de muestra biológica elegida, existen preferencias por aquellas de 

fácil obtención y que no requieran de técnicas invasivas para su obtención. En este 

sentido se han llevado a cabo estudios metabolómicos en muestras de orina 

(128),(129),(130),(131),(32),(133) lavado broncoalveolar (15),(33), aire exhalado, VOCs 

(compuestos orgánicos volátiles) en aire exhalado (34),(35), tejido pulmonar (36) y en 

sangre (17),(105),(138),(139),(37),(38), tanto en plasma como en suero (25).  

 La muestra biológica más ampliamente estudiada con el fin de encontrar posibles 

biomarcadores en CP desde 1930 ha sido el esputo; sin embargo, a pesar de su alta 

especificidad (98% aproximadamente, variando en función de la localización de la 

lesión: central o periférica), su baja sensibilidad indica que el esputo no es un biofluido 

adecuado para nuestro fin. Este hecho parece estar cambiando según resultados 

publicados recientemente donde, en muestras de esputo y con el uso de diferentes 

técnicas moleculares, detectan marcadores de hipermetilación del ADN, miARNs y 

proteínas relacionadas con el tumor que podrían corresponder con marcadores de 

cáncer de pulmón, aunque con insuficiente validez para su aplicación en la práctica 

clínica en la actualidad (143). 

 Otra muestra biológica ampliamente estudiada hasta el momento ha sido la 

sangre (tanto a nivel de plasma como de suero). En el estudio publicado por Cho & 

Sung en 2009 para Express Review Proteomics, expresan la diferencia en el contenido y 

tipo de metabolitos que se espera obtener en cada tipo de muestra. En muestras 

sanguíneas existe un alto contenido proteico, y a la vez una baja cantidad de proteínas 

directamente relacionadas con el proceso canceroso (ya que éstas se concentran en su 

mayoría en el lecho tumoral). Esto podría dificultar el procesado y la obtención de 
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metabolitos. Un ejemplo de ello, en el cáncer de ovario el CA-125 (marcador sérico 

relacionado con éste tipo de tumor) se encuentra en mayor concentración en el líquido 

ascítico que en suero sanguíneo (67). Algunos de los biomarcadores encontrados en 

relación con CP han sido el CEA (Antígeno Carcinoembrionario), el CA.-125, el 

fragmento 19 de citoqueratina (CYFRA 21-1), pero en ningún caso se pueden 

considerar específicos de neoplasias pulmonares, ya que están presentes en otros 

tumores como el cáncer de ovario o colorrectal. En una publicación de 2011, Wedge et 

al. (142) realizaron un estudio comparando la efectividad para la obtención de 

metabolitos en  pacientes  con cáncer de pulmón de células pequeñas en muestras de 

suero con respecto a plasma, en base a la idea que expresan algunos autores de que 

existe mayor predisposición a la degradación de proteínas en el suero, lo que generaría 

un gran número de péptidos que podrían dificultar la tarea de extracción de la 

información necesaria. El estudio concluye que la distribución de péptidos en ambos 

tipos de muestras en cada sujeto es similar, con algunas diferencias en la distribución 

específica. Hori y su equipo (13), van un paso más allá al comparar los perfiles 

metabolómicos obtenidos tras el análisis en muestras de suero y tejido pulmonar en 

paciente con cáncer de pulmón con respecto a los marcadores séricos usados con 

anterioridad, encontrando por ejemplo que la sensibilidad del ácido 2-

hidoroxiisovalérico era mayor que el CEA para el adenocarcinoma. Igualmente Chen et 

al. (144) comparan la sensibilidad y especificidad de CEA y Cyfra 21.1 con los 

metabolitos obtenidos en su estudio sobre muestras de suero de pacientes con cáncer 

de pulmón y sujetos sanos, encontrando una superioridad para diagnóstico y como 

factor pronóstico de la esfingosina y el glicerofosfo-Naraquidonil-etanolamina, sobre 

los anteriores.  
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 En muestras de tejido pulmonar de pacientes con CP también se han realizado 

determinaciones de perfiles metabolómicos (145), (137), (146). Este sería, según Cho 

and Sun (67) el medio ideal para la detección de los mismos, al encontrarse a este nivel 

mayor concentración de metabolitos (figura 9). 

   

Figura 9: Las muestras de tejido pulmonar representan directamente el 
microambiente del cáncer. Sin embargo, una biopsia pulmonar implica un 

procedimiento invasivo y de alto riesgo. En sangre, sin embargo, la cantidad de 
proteínas es alta mientras que la de biomarcadores es escasa (67). 

 

 En cuanto al modo de procesado de muestras histológicas, Bronw et al. (137) han 

publicado un trabajo acerca de la forma de preservación correcta de las muestras 

tisulares de pacientes con cáncer de pulmón para la posterior determinación de 

metabolitos. Comprobaron que partiendo de una conservación inicial con metanol, 

tanto el estudio histológico como el bioquímico eran factibles. Además sugieren que 

en esta línea, con una cohorte mayor, se pueden determinar datos del grado y 

severidad de la enfermedad por los perfiles metabólicos obtenidos. También en 

relación al estudio de perfiles metabolómicos a nivel celular (cultivo celular), en los 
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últimos años se han venido desarrollando métodos para su análisis sin demasiados 

resultados (147).  

 El Lavado broncoalveolar (BAL), también se ha estudiado como posible fuente de 

información acerca de diferentes procesos a nivel pulmonar. Según la teoría de Cho y 

Sun (67), éste, junto con el tejido pulmonar serían la fuente de información más 

adecuada a nivel del metaboloma. Existen diferentes publicaciones acerca del uso de la 

metabolómica en el BAL en procesos infecciosos (neumonías asociadas a ventilación 

mecánica) (148), en fibrosis quística (149), Síndrome de Distrés respiratorio (150), 

(134) y en otros daños pulmonares agudos. Sin embargo, en relación a procesos 

tumorales, las reseñas bibliográficas son escasas, y en campos diferentes a la 

metabolómica (151).  

2.2.3. Antecedentes. 

Como se ha comentado previamente, el metaboloma se define como el conjunto 

de componentes de bajo peso molecular (< 1500 Da) que intervienen en el metabolismo 

celular. Estos componentes se conocen como metabolitos, y son considerados el 

producto último del genoma y por tanto, el reflejo más fiel de los diferentes estados de 

los sistemas biológicos. La identificación y cuantificación de los componentes de todo el 

metaboloma, los llamados perfiles metabolómicos, podrían ser aplicados para definir los 

cambios metabólicos relacionados con el genoma y ayudar en el proceso diagnóstico de 

diferentes patologías, entre ellas el cáncer de pulmón, como pretendemos en nuestro 

estudio.  

El uso de la metabolómica como herramienta de estudio en el ámbito de la salud no 

sólo ha sido enfocada al diagnóstico de determinadas enfermedades (entre ellas el CP), 
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sino también para conocer la respuesta del organismo tras una acción terapéutica (103), 

(152).  

En el campo del diagnóstico del CP existen múltiples publicaciones, que mediante el 

uso de técnicas metabolómicas en diferentes muestras biológicas parecen obtener 

resultados esperanzadores. Entre ellas cabe destacar en primer lugar, el trabajo realizado 

por Hori et al. (13), que compararon los perfiles metabolómicos en suero y tejido 

pulmonar de 33 pacientes con CP (12 adenocarcinoma; 11 epidermoide y 10 CPCP) en 

diferentes estadios, con los de 29 sujetos sanos, usando para la detección de los mismos 

técnicas de cromatografía de gas/espectrometría de masas. Hori y col. obtiene un total de 

58 metabolitos en suero y 71 en tejido, de los cuales, 23 y 48 respectivamente cambiaron 

de forma significativa en pacientes con CP comparado con sujetos sanos. Todos estos 

metabolitos fueron relacionados con rutas metabólicas conocidas en procesos 

neoplásicos (tabla 3). 

Tabla 3: metabolitos encontrados en pacientes con cáncer de pulmón, y según 
estadio precoz o avanzado (13).  

  Lung cancer 
Early stage 

Lung cancer  
Advanced stage 

Lung cancer 
    All 

 Metabolites p value      Fold 

induction 

p value    Fold 

induction 

p value     Fold 

induction 

1 lactic acid <0.001
 
 1.42 <0.0001  1.56 <0.0001  1.51 

2 2-
hydroxyisobutyric 
acid 

0.0012  1.29 <0.0001  1.39 <0.0001  1.35 

3 glycolic acid 0.846 0.98 0.471 0.94 0.506 0.95 

4 L-alanine 0.225 1.13 0.794 1.07 0.320 1.08 

5 L-glycine 0.645 1.08 0.013  1.40 0.052 1.29 

6 glyoxylic acid 0.164 1.27 0.620 1.15 0.187 1.19 

7 oxalic acid 0.254 1.18 0.755 1.02 0.595 1.07 
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8 2-
hydroxybutyric acid 

0.909 1.00 0.534 0.95 0.609 0.96 

9 sarcosine 0.866 1.02 0.0001  1.24 0.0027  1.17 

10 3-
hydroxypropionic 
acid 

0.377 1.11 0.795 1.06 0.374 1.08 

11 pyruvic acid 0.274 1.10 0.463 1.08 0.184 1.08 

12 3-
hydroxybutyric acid 

0.0038  2.41 0.104 2.09 0.0029 2.20 

13 3-
hydroxyisobutyric 
acid 

0.165 1.24 0.375 1.18 0.103 1.20 

14 2-
hydroxyisovaleric 
acid 

0.114 1.40 0.019  1.62 0.0091  1.47 

15 α-amino butyric 
acid 

0.145 1.22 0.794 1.04 0.358 1.10 

16 malonic acid 0.069 1.27 0.014 1.22 0.0036  1.31 

17 L-valine 0.581 1.06 0.807 1.04 0.553 1.05 

18 urea 0.366 0.98 0.916 1.00 0.546 0.99 

19 benzoic acid 0.012  1.21 <0.0001  1.48 <0.0001  1.39 

20 octanoic acid 0.039  1.23 <0.0001  1.74 <0.0001  1.58 

21 ethylmalonic 
acid 

0.951 1.00 0.881 0.99 0.882 0.99 

22 L-leucine 0.672 1.05 0.934 1.03 0.715 1.04 

23 glicerol 0.092 0.74 0.208 0.79 0.031  0.77 

24 phosphoric acid 0.068 0.86 0.106 0.87 0.013 0.87 

25 L-isoleucine 0.024 1.28 0.071 1.25 0.0042 1.26 

26 maleic acid 0.157 1.20 0.770 1.09 0.205 1.13 

27 L-proline 0.0042  1.41 0.101 1.35 0.0015  1.34 

28 succinic acid 0.081 0.88 0.595 0.94 0.134 0.92 

29 glyceric acid 0.0025  0.57 <0.0001  0.42 <0.0001  0.47 

30 fumaric acid <0.0001  1.61 <0.0001  1.84 <0.0001  1.76 

31 L-serine 0.328 0.91 0.248 0.89 0.132 0.90 

32 L-threonine 0.248 1.16 0.052 1.27 0.040 
a
 1.24 

33 decanoic acid 0.250 0.88 0.240 1.08 0.954 1.01 
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34 malic acid 0.0036  1.35 0.033  1.43 0.0002  1.40 

35 isovalerylglycine 0.715 1.03 0.146 1.09 0.223 1.07 

36 2-hexenedioic 
acid 

0.975 1.01 0.0008  1.16 0.022  1.11 

37 aspartic acid 0.0032  0.58 0.051 0.68 0.0003 
a
 0.65 

38 L-methionine 0.212 1.24 0.677 1.13 0.209 1.17 

39 5-oxoproline 0.114 0.89 0.0062  0.83 0.0019  0.85 

40 4-
hydroxyproline 

0.056 1.68 0.414 1.31 0.029  1.43 

41 7-
hydroxyoctanoic 
acid 

0.372 1.07 0.471 0.98 0.946 1.01 

42 2-propyl-glutaric 
acid 

0.097 1.09 0.024  1.16 0.018  1.13 

43 L-glutamic acid 0.371 0.83 0.031  0.67 0.026  0.72 

44 L-phenylalanine 0.704 1.06 0.085 0.86 0.366 0.93 

45 lauric acid 0.0089  0.64 0.507 0.83 0.035  0.77 

46 aconitic acid 0.082  1.49 0.471 1.02 0.327 1.17 

47 isocitric acid 0.369 1.02 0.458 0.97 0.903 1.02 

48 citric acid 0.481 1.09 0.437 0.97 0.976 1.01 

49 glucuronic 
lactone 

0.412 1.09 0.835 1.05 0.511 1.06 

50 myristic acid 0.179 0.86 0.343 0.89 0.086 0.88 

51 glucuronic 
lactone 

0.101 1.29 0.691 1.14 0.150 1.19 

52 4-
hydroxyphenyllactic 
acid 

0.099 0.73 0.042  1.48 0.402 1.23 

53 indol-3-acetic 
acid 

0.434 1.12 0.015  0.80 0.301 0.91 

54 palmitoleic acid 0.304 1.33 0.384 1.35 0.229 1.34 

55 palmitic acid  0.214 0.90 0.161 0.88 0.070 0.89 

56 uric acid 0.0007  2.84 0.180 2.08 0.0007  2.33 

57 margaric acid 0.373 0.95 0.923  0.99 0.494 0.97 

58 stearic acid 0.119 0.93 0.490 1.02 0.539 0.99 
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Además de lo mencionado anteriormente, también distinguen los patrones 

metabolómicos expresados según estadio de la enfermedad y tipo histológico, de forma 

que en los resultados presentados, el adenocarcinoma se relaciona el ácido glicina-2-

hidroxivalérico, la meteonina y la fenilalanina con una mayor sensibilidad para este tipo 

de tumor en comparación con otros marcadores séricos conocidos, como el Antígeno 

Carcinoembrionario (CEA). Hori et al. han sido de los primeros en establecer una relación 

en los perfiles metabolómicos de pacientes con CP, estadio de la enfermedad y el tipo 

histológico. Posteriormente otros autores tratarán este tema.  

En relación a los distintos tipos histológicos, Jordan et al. (105) realizaron un estudio 

comparativo de los perfiles metabolómicos en muestras de suero y tejido pulmonar de 

pacientes con adenocarcinoma y carcinoma epidermoide de pulmón. Para ello usaron 

técnicas de espectrometría de masas basadas en análisis con resonancia magnética 

espectroscópica de alta resolución (HRMAS). A pesar de las limitaciones técnicas del bajo 

número de muestras, así como no contemplar los factores de confusión posibles, 

consiguieron diferencias significativas en los grupos de estudio al comparar sus perfiles 

metabolómicos. Posteriormente Wen et al. (153) realizaron un estudio enfocado a la 

búsqueda de perfiles metabolómicos en muestras de plasma de pacientes con 

adenocarcinoma de pulmón en estadios precoces específicamente. Mediante el uso de 

técnicas metabolómicas basadas en GC-MS y LC-MS obtuvieron perfiles metabolómicos 

diferentes en pacientes con adenocarcinoma y sujetos sanos (tabla 4). Detectaron a su 

vez alteraciones en el metabolismo de fosfolípidos, ácidos grasos y aminoácidos. También 

en este sentido Maeda et al. (154), con el uso de técnicas de LC-MS diferenciaron perfiles 

metabolómicos (alteraciones en el metabolismo de aminoácidos) en plasma de pacientes 

con CPNCP en comparación con sanos, y por tanto con potencial diagnóstico para este 
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tipo de tumores. Dong et al. (155), mediante técnicas de UPLC/Q-TOF-MS (Ultra-

performance Liquid chromatography Coupled/Quadrupole Time-of-flight Mass 

Spectrometry) identificaron cinco lisofosfatidilcolinas (lysoPC 16:0, isómero de lysoPC 

16.0, lysoPC 18:0, lyso 18:1 y lysoPC 18:2) como posibles biomarcadores en pacientes con 

CP. 

     Tabla 4: metabolitos encontrados en pacientes con Adenocarcinoma estadio I (153). 

ADENOCARCINOMA 

DE PULMÓN ESTADIO I 

 

   METABOLISMO  

       ALTERADO 
METABOLITOS ALTERADOS 

FOSFOLÍPIDOS 
Fosfolípidos de membrana: PC(34:4), 

PE(34:2),PE(36:1), PE(36:2), PE(36:4), PE(38:4), PE(38:6), 
PE(40:4), PE(40:5), PS(38:4); y  Ceramidas(42 : 0). 

AMINOÁCIDOS 
Alanina, Glutamina, Glicina, Desoxicólico ácido 

conjugado de glicina, Treonina, 5-hidroxitriptófano, L-
arginina, prolina, y N (6) -methyllysine 

ÁCIDOS GRASOS Ácido palmítico, Ácido linoleico y Ácido oleico 

OTROS  
3-hidroxibutírico, Ácido pipecólico, Ácido úrico, 

Ácido 3,4,5-trimetoxicinámico, N-Palmitoleoyl 
etanolamida, Bilirrubina, Ubiquinona, Ubiquinol. 

 

Li et al. (141), realizaron un estudio metabolómico en muestras de suero de 

pacientes con CP y sujetos sanos, usando UPLC/Q-TOF-MS. Detectaron 27 metabolitos 

diferentes, en ambos modos de análisis (positivo y negativo) que difieren entre los dos 

grupos de estudio (figura 10). 

 

Figura 10: Metabolitos alterados en pacientes con CP respecto a sanos (141).  
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Es interesante mencionar que este grupo, realizó en su estudio una validación de los 

resultados obtenidos. Para ello, con muestras de suero de 9 pacientes con CP y 9 sujetos 

sanos, obtuvieron niveles disminuidos de colina y el ácido linoleico en CP con respecto a 

sanos, considerando la combinación de estos metabolitos como potenciales 

biomarcadores (141). En esta línea, Castro et al. (156) encontraron que el ácido linoleico 

plaquetario podría ser un biomarcador con mayor sensibilidad a los ya existentes (ácido 

siálico y citokeratinas) para el cáncer de pulmón de células no pequeñas. 

En cuanto al estudio de los perfiles metabolómicos en los diferentes estadios del 

cáncer de pulmón, además de Hori (13), Puchades-Carrasco et al. (157) realizan un 

estudio con H-MNR, dirigido a la identificación de biomarcadores metabólicos asociados 

con el inicio y progresión de la enfermedad en pacientes con CPNCP. Detectan una 

disminución de lactato y metanol y un aumento de glutamina, colina y treonina en 

pacientes con CP con respecto a sujetos sanos, todos estos resultados estadísticamente 

significativos. 

Por otro lado, existen múltiples trabajos que mediante el estudio del metaboloma 

evalúan la efectividad de una acción terapéutica, como es el caso de un estudio realizado 

en pacientes con CP para la valoración de los efectos de la radioterapia en cada sujeto. En 

él, mediante el empleo de cromatografía HILIC (Analysis of Highly Polar Metabolities by 

Ultraperformance) y técnicas de masas de alta resolución (Q-TOF-MS), detectan 19 iones 

que difieren entre pacientes con CP y sujetos sanos. Los niveles de estos iones decrecen 

tras tratamiento radioterápico (158). En el estudio publicado por Brunelli et al. (159), 

aplicando también técnicas metabolómicas han conseguido responder al interrogante 

presentado en cuanto a si las diferentes mutaciones del gen KRAS en el codón-12 afectan 
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el metabolismo celular, con posibles implicaciones en la respuesta a los tratamientos 

actuales del cáncer. Otros estudios han sido enfocados específicamente para el estudio 

de efectos, resistencias o respuesta a determinados agentes quimioterápicos, como el 

erlotinib (160). 

Además de muestras sanguíneas, las técnicas metabolómicas también han sido 

aplicadas a otros fluidos de mayor o menor facilidad en su obtención, como la orina, el 

BAL, el aliento para estudio de los compuestos orgánicos volátiles (VOCs), y el sudor.   

 Orina. En el estudio publicado por Wu et al. (131), encuentran diferencias 

significativas en los niveles de carnitina y acil-carnitina en pacientes con CPNCP 

con respecto a sanos. Carrola et al. (128) mediante técnicas metabolómicas 

basadas en RMN, encuentran las siguientes diferencias en metabolitos: hipurato y 

trigonelina (niveles reducidos en pacientes con CP) y beta-hidroxiisovalerato, α-

hidroxiisobutirato, N-acetilglutamina y la creatinina (niveles elevados en CP). 

Además de discriminar estos metabolitos, describen el papel de posibles factores 

de confusión como son el género o la edad, sin encontrar una influencia relevante, 

aunque sería preciso ampliar el estudio y valorar otros factores de confusión como 

la dieta. Por otro lado, el ácido hipúrico es propuesto como potencial biomarcador 

por Yant et al. (130). En su estudio detectan 11 metabolitos entre los que se 

encuentran la carnitina, taurina y ácido hipúrico. También en muestras de orina, y 

mediante técnicas de microextracción en fase sólida, se han obtenido compuestos 

orgánicos volátiles, que difieren en sanos y pacientes con CP. En el estudio 

presentado por Hanai et al. en 2012 (161), expresan la mayor sensibilidad y 

especificidad de estos compuestos y detectan la 2-pentanona como compuesto 
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útil en la diferenciación entre adenocarcinoma y carcinoma epidermoide. También 

detectan un aumento del tetrahidrofurano y el 2- metilpiracina, relacionados con 

el hábito tabáquico. 

 Lavado broncoalveolar (BAL). También ha sido estudiado para la detección de 

posibles biomarcadores de CP. Es el caso del trabajo presentado por Uribarri en 

2014 (162), mediante el uso de espectrometría de masas, detectan proteínas 

implicadas con este proceso canceroso. Algunas de ellas son: AMBP, APOA1, 

CO4A, CRP, GSTP1, HPT, PRDX2, PUR6, SAMP y STMN1. El campo de la 

metabolómica en CP aún no ha sido explorado en su totalidad, en parte por las 

dificultades metodológicas encontradas a la hora de su análisis metabolómico. En 

nuestro grupo, en un análisis paralelo al presentado en este estudio, estamos 

trabajando en la extracción de metabolitos en lavado broncoalveolar de pacientes 

con CP para compararlo con un grupo control compuesto por sujetos con 

enfermedades pulmonares diferentes al cáncer.  

 VOCs en aliento. Los VOCs son solo una pequeña fracción del total de los 

compuestos químicos presentes en el aliento humano en concentraciones muy 

reducidas (en rango de nmol a pmol). El origen de estas sustancias puede ser 

endógeno o exógeno. Ya en 1971, Pauling et al. (163) describen la presencia de un 

gran número de VOCs usando para ello el microanálisis del aliento por 

cromatografía de gas (GC). Los mecanismos biológicos basan en la hipótesis de 

que tanto los alcanos como los alcanos metilados están presentes en el aire 

exhalado como marcadores de estrés oxidativo, producto de las reacciones entre 

lípidos y especies reactivas del oxígeno (ROS). La producción está normalmente 

regulada por mecanismos celulares que protegen a la célula. Cuando estas 
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defensas son insuficientes, los ROS causan daño a nivel de proteínas, ácidos grasos 

poliinsaturados y el ADN (en este último caso estableciendo las bases de la 

carcinogénesis) (164). A día de hoy los VOCs encontrados en aliento de pacientes 

con CP incluyen aldehidos, alcanos y alcanos metilados con cadenas de carbonos 

C2-C11, pero la influencia de factores endógenos y exógenos (como el tabaco, con 

el que se han relacionado los siguientes metabolitos: benceno, etilbenceno, 

isómeros del xileno, acetonitrilo, 2-metilfurano, 2,5-dimetilfurano, furano, 1,3-

ciclohexadieno, 2-metil-1-buteno y pentadieno) (165), hacen imposible la 

obtención de un marcador fiable para diagnóstico precoz de CP mediante el 

análisis de VOCs (147). Recientemente, mediante la determinación de compuestos 

volátiles en aire exhalado por técnicas de desorción térmica por cromatografía de 

gases/espectrometría de masas, se ha puesto de manifiesto que el ácido 

nonanoico es el único que presenta diferencias estadísticamente significativas en 

pacientes con cáncer de pulmón con respecto a EPOC y sujetos sanos, y es 

independiente del género, edad y tabaquismo, considerando por tanto el ácido 

nonanoico como un marcador tumoral (166). Hay que tener en cuenta a la hora de 

su estudio que la hipoxia juega un importante papel en su desarrollo por 

alteraciones de los llamados factores de hipoxia inducible, dentro de los cuales se 

encuentra el HIF-1 como marcador de hipoxia endógena, y que una 

sobreexpresión del mismo regula la producción de factores de crecimiento celular 

y altera el metabolismo energético celular. Recientemente se ha observado que la 

hipoxia induce autofagia e incremento de la peroxidación lipídica (167), lo que 

podría explicar la presencia de alquenos y alcanos metilados en el aire exhalado 

de pacientes con CP.  
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 Sudor. Recientemente han sido publicados los resultados de un estudio piloto 

realizado en Córdoba por Jurado et al. (168), en el que mediante el estudio de 

muestras de sudor de pacientes con CP y sujetos sin CP (subdividido en dos grupos 

según su carga tabáquica) con la aplicación de técnicas metabolómicas basadas en 

LC-MS/MS, encuentran diferencias significativas entre los tres grupos a estudio. A 

pesar del pequeño tamaño muestral y población poco representativa (muy 

acotada a un área geográfica), el tratarse de una muestra de fácil obtención, sin 

perjuicio para el paciente y que además, el sudor no constituye una vía habitual 

para eliminación de fármacos (como antitusígenos y antiinflamatorios), hace que 

este estudio abra una prometedora vía para el diagnóstico precoz del CP, a la 

espera de nuevos resultados.  

En la tabla 5 se exponen algunos de los trabajos más relevantes en el campo de la 

metabolómica y dirigidos al diagnóstico precoz del CP.  

Tabla 5.  Estudios metabolómicos en cáncer de pulmón.  

Autor, año  N (CP/CS) Tipo de muestra 
Técnica 

metabolómica 
MTs encontrados 

Hori, 2011  (13) 33/29 Suero y Tej. pulmonar GC-MS 58/71 

Wen,2013 (169) 31/28 Plasma GC-MS y LC-MS 31 

Niu, 2012 (129) 19/15 Suero y orina GC-MS 57/38 

Maeda, 2010 
(154) 

141/423 Plasma LC-MS 6 

Dong, 2011  (155) 102/34 Plasma 
UPLC/Q-TOF-

MS 
5 

Li, 2014 (141) 23/23 Suero 
UPLC/Q-TOF-

MS 
27 

Guo, 2012 (115) 52/49 Suero FTICR MS 141 

Puchades-
Carrasco, 2016 

(157) 
40/13 Suero H-NMR MS 18 

Chen, 2015 (144) 30/30 Suero 
UPLC/Q-TOF-

MS 
10 

N (CP/CS): número de sujetos con CP/CS que integran el estudio; MTs: metabolitos. FTICR MS: 
Espectrometría de masas de resonancia ion-ciclotrón con transformada de Fourier. H-NMR MS: 
Espectrometría de masas de resonancia magnética nuclear spectroscopica. UPLC/Q-TOF-MS: 
Ultra performance liquid Chromatography Coupled/Quadrupole Time-of-flight. 
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General  

El objetivo fundamental de este trabajo es optimizar y aplicar un procedimiento 

metabolómico basado en la infusión directa de la muestra a un espectrómetro de masas 

de triple cuadrupolo tiempo de vuelo con fuente de electrospray (DI-ESI-QqQ-TOF-MS) 

para el estudio de suero sanguíneo de pacientes diagnosticados de cáncer de pulmón y 

sujetos sanos. El objetivo último es diferenciar en base a sus patrones metabolómicos los 

dos grupos de estudio y en un segundo paso, determinar cuáles son los metabolitos 

causantes de esta discriminación, que podrían usarse como posibles BM del CP.  

Específicos 

1.- Optimizar y aplicar técnicas metabolómicas de última generación a muestras de 

suero de pacientes de CP para determinar su perfil metabólico. 

2.- Determinar aquellos factores que pueden influir en el resultado, especialmente los 

derivados de la recogida y preparación de la muestra (como la hemólisis), con objeto de 

establecer una metodología adecuada para este tipo de muestras.  

3.- Establecer las diferencias existentes entre pacientes con CP y sujetos sanos en 

función de su perfil metabolómico.  

4.- Correlacionar los perfiles metabolómicos de pacientes con CP y las rutas 

metabólicas relacionadas con los procesos neoplásicos.   

5.- Analizar los perfiles metabolómicos de pacientes con CP y establecer diferencias 

según estadio y tipo histológico. 
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6.- Determinar la influencia de factores externos potencialmente cancerígenos, como 

el tabaco en los perfiles metabólicos de pacientes con CP y sujetos sanos. Discriminar 

aquellos metabolitos causantes de esta diferenciación. 
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4.1. DISEÑO DEL ESTUDIO 

Se lleva a cabo un estudio observacional prospectivo, con el trabajo conjunto del 

Servicio de Neumología del Hospital Juan Ramón Jiménez y el Grupo de Análisis 

Medioambiental y Bioanálisis de la Universidad de Huelva, adscrito al Centro de Salud y 

Medio Ambiente (CYSMA). Para ello, se utilizan muestras de suero de pacientes con 

cáncer de pulmón y sujetos sanos. El periodo de evaluación y recogida de muestras 

comprendió desde julio de 2011 a julio de 2013, con periodo de análisis de muestras 

hasta diciembre de 2014.   

Durante el estudio piloto, con 60 muestras de suero analizadas (30 de pacientes con 

CP y 30 de sujetos sanos), se detectaron posibles factores de confusión que podrían influir 

de forma directa en los resultados, como la hemólisis, que fueron detectado y estudiados 

para lograr su eliminación.  

Una vez establecida la relación entre la presencia de hemólisis en las muestras 

analizadas y la menor capacidad discriminante del estudio por influencia de la misma en 

los resultados, se decidió ser muy selectivo en las condiciones de la muestra elegida para 

el análisis final de los resultados de esta tesis. Por ello, se seleccionaron finalmente para 

responder al objetivo general una muestra de 15 CP, 15 CE (pacientes con otras 

patologías respiratorias diferentes a cáncer) y 16 CS, muestras todas ellas con un Índice 

de Hemólisis < 20 g/dl.   

Por otra parte, al mismo tiempo que el estudio general que se presenta, realizamos 

el análisis en un subgrupo seleccionado de la población (12 pacientes con CP y 9 sujetos 

sanos), con el fin de evaluar la influencia de la carga tabáquica en los perfiles 
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metabolómicos de pacientes con CP en comparación con sujetos sanos, para determinar 

cuáles son los metabolitos causantes de esa discriminación.  

4.2. POBLACIÓN ESTUDIADA 

La población diana del estudio fueron pacientes con enfermedad neoplásica de 

origen pulmonar diagnosticados mediante técnicas convencionales (fibrobroncoscopia y 

análisis anatomo-patológico de las muestras obtenidas) en el Servicio de Neumología del 

Hospital Juan Ramón Jiménez, que cubre el Área Sanitaria de Huelva ciudad. El otro grupo 

está formado por sujetos sanos (sin patología pulmonar conocida ni historia oncológica 

previa), evaluados en el citado hospital por otras causas. En total, se incluyeron en el 

estudio inicial 30 pacientes con diagnóstico de CP y 30 controles sanos.  

4.3. SELECCIÓN DE PACIENTES  

Los pacientes candidatos a participar en este estudio fueron reclutados según el 

siguiente protocolo: por un lado los casos de CP, seleccionados en el momento de 

realización de pruebas específicas para el diagnóstico de patología neoplásica a nivel 

pulmonar (fibrobroncoscopia) en la Unidad de Endoscopias Respiratoria del Hospital Juan 

Ramón Jiménez mediante muestreo no probabilístico, con una muestra consecutiva de 

casos (pacientes a los que se le realiza fibrobroncoscopia por sospecha de CP durante los 

24 meses de selección de casos). Por otro lado, y también mediante un muestreo no 

probabilístico, se seleccionaron sujetos sanos desde el punto de vista respiratorio y sin 

patología neoplásica conocida, en la Unidad de Hospital de día del Hospital Juan Ramón 

Jiménez, en el momento en el que asistían a dicha unidad para realización de cirugía 
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mínimamente invasiva por diferentes causas. A todos los participantes en el estudio se les 

aplicaron los criterios que se comentan a continuación.   

4.3.1. Criterios de inclusión 

Grupo de pacientes con cáncer de plumón: Pacientes con diagnóstico definitivo de CP 

de cualquier tipo histológico y estadio de la enfermedad. Los casos se seleccionaron 

con independencia del hábito tabáquico, sin establecer limitaciones por la edad, salvo 

pacientes menores de 20 años. 

 Grupo de controles sanos: Sujetos libres de enfermedad pulmonar conocida, sin 

sintomatología respiratoria evidente y ausencia de patología neoplásica de cualquier 

estirpe y localización. No se utiliza como criterio excluyente el hábito tabáquico de los 

controles seleccionados. Todos los sujetos deben superar los 20 años de edad. 

4.3.2. Criterios de exclusión 

Grupo de pacientes con cáncer de pulmón: Se considera la ausencia de diagnóstico 

definitivo (tipo histológico de CP), negativa del paciente a participar en el estudio, o 

sujetos menores de 20 años de edad. 

Grupo de controles sanos: En el caso de los controles sanos, se excluyen pacientes con 

cualquier tipo de enfermedad pulmonar, existencia de neoplasia de cualquier estirpe y 

localización en el momento actual o en el pasado. Sujetos menores de 20 años de 

edad. 

Los pacientes candidatos que cumplieron los criterios de inclusión fueron 

informados verbalmente y por escrito de las características y objetivos del estudio, 
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obteniéndose en todos los casos un Consentimiento Informado por escrito, el cual fue 

especialmente diseñado para este trabajo (Anexos 1 y 2). 

4.4. METODOLOGÍA DEL ESTUDIO 

Una vez seleccionado el paciente candidato al estudio y obtenido el 

correspondiente consentimiento informado por escrito, se aplicó el siguiente protocolo 

de actuación: 

 Análisis de la historia clínica del paciente con recogida de datos clínicos 

relativos a factores de riesgo y complicaciones asociadas. Despistaje de 

criterios de exclusión.    

 Anamnesis completa que incluyó: 

o Identificación del paciente, número de historia clínica y fecha de 

nacimiento. 

o Antecedentes personales. Se recogieron datos de alergias, consumo de 

tabaco (y carga tabáquica), alcohol, fármacos y drogas, enfermedades 

conocidas, intervenciones quirúrgicas e historia de enfermedad neoplásica 

previa.  

o Profesión o actividad laboral (datos de exposición a productos químicos o 

ambientales). 

o Tratamiento habitual.   

 Exploración física: Peso, Talla, IMC, Auscultación cardíaca y pulmonar. 
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 Extracción de sangre y procesamiento de muestras. Se procedió en todos los 

casos a extracción de sangre, tras un ayuno mínimo de 8 horas, para realización 

del estudio, como se detalla a continuación.   

4.4.1. Disolventes y muestras 

Todos los disolventes usados fueron de grado HPLC (High Purity Liquid 

Chromatoghaphy). El metanol y cloroformo fueron adquiridos de Aldrich (Steinheim, 

Alemania), mientras que el etanol, diclorometano y ácido fórmico fueron suministrados 

por Merck (Darmstadt, Alemania). El agua se purificó con un sistema modelo Gradient 

Milli-Q (Millipore, Watford, UK). 

Las muestras de sangre se obtuvieron por punción venosa de la región antero-

cubital después de 8 horas de ayuno (13), y fueron recogidas en tubos BD Vacutainer SST 

II con gel separador y sistema de vacío Advance. La técnica y pasos específicos en la 

recogida para evitar procesos de hemólisis, se muestran en el Anexo 3. Las muestras se 

mantuvieron durante 30 minutos a 4ºC y protegidas de la luz para permitir la retracción 

del coágulo (170). Después de la centrifugación (a 4.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC) 

las muestras de suero (171) se dividieron en alícuotas de 1 ml, en tubos Eppendorf y se 

congelaron a -80 °C hasta su análisis.  

Las muestras de suero recogidas en el estudio pertenecían a 30 pacientes 

reclutados (25 hombres y 5 mujeres, con edad media de 63 ± 10 años) en la sala de 

Endoscopia Respiratoria del Hospital Juan Ramón Jiménez, con sospecha de cáncer de 

pulmón, y con confirmación histológica posterior. Por otro lado fueron incluidos en el 

estudio 30 controles sanos, sin antecedentes neoplásicos ni patología pulmonar conocida. 

Todos los participantes del estudio firmaron el consentimiento informado. 
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4.4.2. Tratamiento de las muestras de suero 

Las muestras de suero se extrajeron en dos etapas, siguiendo una modificación del 

procedimiento de Bruce (172): (a) 100 μl de suero se mezclaron con 400 μl de una mezcla 

de 1:1 metanol/etanol en un tubo Eppendorf y se agitó durante 5 minutos a temperatura 

ambiente, seguido por centrifugación a 4.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El 

sobrenadante se transfirió a otro tubo Eppendorf y el precipitado se mantuvo para su 

posterior tratamiento. A continuación, el sobrenadante se secó bajo corriente de 

nitrógeno y el residuo resultante se reconstituyó con 80 μl de metanol y 20 μl de agua. 

Este extracto se agitó brevemente y se centrifugó de nuevo (4.000 rpm, a 4°C durante 10 

minutos) y el sobrenadante recogido se añadió al extracto anterior para su análisis; (b) el 

precipitado aislado en (a) se extrajo con una mezcla de 400 μl de 1:1 cloroformo:metanol 

y se agitó (5 min), seguido de centrifugación a 10.000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos. 

Finalmente, el sobrenadante resultante se sometió a una corriente de nitrógeno, y se 

reconstituyó posteriormente con 100 μl de 60:40 diclorometano:metanol, con 

centrifugación final a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C para eliminar trazas de 

partículas en suspensión. 

Para el análisis por espectrometría de masas por electrospray, se añadió ácido 

fórmico al 0,1% a los extractos para el modo de ionización positivo. En el caso de la 

ionización negativa no es necesario la adición de cualquier reactivo. 

4.4.3. Instrumentación 

Todos Los experimentos se realizaron en un sistema híbrido QSTAR XL (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando una fuente de ionización electrospray (ESI). El 

extracto acidificado se introdujo directamente en el espectrómetro de masas a un flujo de 
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0,5 l min-1, empleando para ello una bomba de infusión integrada y una jeringa de 1.000 

μl (Hamilton Company, USA). Los espectros de masas se determinaron en ambos modos 

de ionización, positivo y negativo, siendo el tiempo total de análisis 0.2 minutos y el rango 

m/z de 50 a 1.100 uma (unidad de masa atómica).  

Las condiciones de trabajo fueron optimizadas para obtener la mayor sensibilidad y 

reproducibilidad en los resultados. El voltaje de ionización (Ion Spray voltage, IS) se ajustó 

a 3.300 V, con unos flujos de gas de cortina y de nebulización de 1.13 y 1.56 L min-1, 

respectivamente. La temperatura de la fuente se ajustó a 60ºC, con potenciales de 

trabajo de 60 V (Declustering Potential, DP) y 250 V (Focusing Potential, FP).  

Para el análisis en modo negativo solo se modificaron algunos parámetros respecto 

al método anterior: IS = -4.000 V, DP = -100 V, FP = -250 V. 

Para llevar a cabo los experimentos MS/MS, que permitan la identificación de 

metabolitos desconocidos, se utilizó como energía de colisión general 20 V para 

compuestos ligeros (m/z<250) y a 40 V para metabolitos de mayor masa molecular 

(aunque el valor fue optimizado para cada uno de los compuestos estudiados). 

Finalmente, el gas de colisión (CAD) empleado fue nitrógeno. 

Tras los resultados del análisis inicial de las 60 muestras incluidas en el estudio, se 

obtuvieron los perfiles metabolómicos correspondientes a cada grupo. Observamos que 

estos perfiles conseguían una diferenciación clara entre los dos grupos, pero sin conocer 

realmente el grado de discriminación alcanzado dado que parte de las muestras incluidas 

presentaban hemólisis en diferentes grados. Con el fin de continuar con nuestro estudio, 

abrimos nuevas ramas: en la primera de ellas con todas las muestras incluidas en un inicio 

(60, entre CP y CS), enfocada al análisis de la influencia de la hemólisis en los perfiles 
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metabolómicos, mediante el uso de técnicas dirigidas. Paralelamente, tras suprimir 

aquellas muestras con un índice hemolítico (IH) > 20 mg/dl, reevaluamos los perfiles 

metabolómicos e incluimos un nuevo grupo de pacientes con enfermedad pulmonar 

diferente a la neoplásica. En una tercera rama de este estudio realizamos una 

comparación entre sujetos con CP e historia de tabaquismo con respecto a sujetos sanos 

no fumadores, con el fin de valorar la influencia de la carga tabáquica en los perfiles 

metabolómicos de la población a estudio. A continuación detallamos las características de 

los tres subgrupos a estudio.  

Se procedió nuevamente al tratamiento de estas muestras de suero con igual 

metodología a la expresada en el apartado 4.4.2 y 4.4.3 para la obtención de los perfiles 

metabolómicos y posterior identificación de aquellos metabolitos responsables de la 

diferenciación entre grupos. 

4.4.4. Medición del grado de hemólisis  

El test para la medida del Índice Hemolítico (IH) se basa en el cálculo de las 

mediciones de la absorbancia en muestras diluidas a diversos pares de longitudes de 

onda bicromáticas a fin de obtener una representación semicuantitativa de los niveles de 

hemólisis presentes en las muestras de suero y plasma. 

Previamente a la medida, se diluye una alícuota de cada muestra en una solución 

fisiológica (cloruro de sodio al 0.9 %) a fin de medir la absorbancia a 570 nm (longitud de 

onda primaria) y 600 nm (longitud de onda secundaria). A partir de estos valores de 

absorbancia, se calcula el valor del índice sérico utilizando una serie de factores, como la 

dilución de la muestra, corrección de interferencias, efectos de la turbidez y 

bilirrubinemia (173). 
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4.4.5. Estudio de la influencia de la carga tabáquica en los perfiles 

metabolómicos de pacientes con CP y CS  

En esta ocasión fueron incluidas en el estudio las muestras de suero de 12 pacientes 

(9 hombres y 3 mujeres, con edad media de 62 ± 2 años) con sospecha de cáncer de 

pulmón, y con confirmación histológica posterior. Entre estos 12 pacientes se incluyen: 6 

casos de adenocarcinoma, 4 epidermoide, 1 carcinoma de células grandes y 1 carcinoma 

de células pequeñas. Para el análisis dividimos a los pacientes con CP en dos grupos según 

su carga tabáquica (CT): Carga tabáquica moderada (CT<35 paquetes/año), entre los que 

se incluyen 4 adenocarcinomas, 1 carcinoma epidermoide y 1 carcinoma de células 

grandes; y Carga tabáquica elevada (CT>70 paquetes/año), 2 adenocarcinoma, 3 

epidermoide, 1 carcinoma de células pequeñas. Además se utilizaron las muestras de 

suero de 9 controles sanos, ninguno de ellos fumadores, y sin enfermedad pulmonar 

conocida. 

El proceso metodológico utilizado es análogo al empleado en el estudio general en 

cuanto a disolventes, tratamiento de las muestras de suero e instrumentación, para la 

obtención de los perfiles metabolómicos y metabolitos implicados en este subgrupo 

poblacional. 

 

4.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se utilizó el Software Markerview ™ (Applied Biosystems) para transformar y filtrar 

las señales del espectrómetro de masas, con el fin de eliminar el ruido y transformar los 

valores m/z e intensidades de los picos en matrices de datos de dos dimensiones. Estos 

datos se procesaron con el software SIMCA-P ™ (versión 11.5, publicado por Umetrics AB, 

Umea, Suecia), para llevar a cabo un análisis estadístico multivariante, como el de 
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componentes principales (PCA) y el análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales 

(PLS-DA), con el fin de clasificar los grupos en estudio y encontrar las variables 

(metabolitos) que determinan dicha clasificación. 
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Como se ha comentado anteriormente, de la población incluida al inicio en el 

estudio, formada por 30 pacientes con CP y 30 sujetos sanos, si bien se obtuvieron 

resultados, estos no respondieron a las expectativas de nuestro estudio por la presencia 

de hemólisis en algunas de las muestras incluidas. A continuación se muestran los 

resultados de todas las determinaciones realizadas, de forma evolutiva y teniendo en 

cuenta las variaciones sujetas a hallazgos durante el estudio.  

 Estudio inicial de los perfiles metabolómicos de 30 CP y 30 CS.  

 Estudio dirigido a la influencia de la hemólisis en los resultados tras el análisis 

metabolómico inicial.  

 Tras descartar aquellas muestras con un índice de hemólisis > de 20 mg/dl, 

formamos dos nuevos grupos, uno en el que se incluyen pacientes con CP y otro 

con sujetos sanos, a estos dos grupos unimos uno nuevo con pacientes con 

enfermedades respiratorias diferentes a la neoplásica. Entre estos 3 grupos 

realizamos el análisis metabolómico comparativo. 

 Y por último, comparamos un subgrupo de pacientes con CP e historia de 

tabaquismo con otro de sujetos sanos nunca fumadores, con el fin de valorar la 

influencia de la carga tabáquica en los perfiles metabolómicos de la población a 

estudio.  

A continuación se detallan las características y resultados del estudio inicial y de todas 

las variantes del estudio finalmente diseñadas: 
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5.1. PERFILES METABOLÓMICO EN MUESTRAS DE SUERO 

5.1.1. Características demográficas y clínicas 

En la tabla 6 pueden observarse las características principales de la población a 

estudio: tipo histológico del CP; estadio de la enfermedad; enfermedades no neoplásicas 

conocidas en el momento del estudio e historial de tabaquismo; además de sexo y edad. 

De los 30 pacientes con CP el 83.3% (n=25) eran hombres, mientras que en el grupo 

control, el 56.6% eran mujeres. La edad media de los sujetos incluidos fue de 63,31 ± 2 

años para el grupo CP, el 90% (n=27) con edad superior a los 50 años. En el grupo control, 

la edad media fue de 53 ± 2 años. Más del 30% fueron diagnosticados finalmente de 

adenocarcinoma. La proporción de sujetos con historia de tabaquismo en el grupo de 

cáncer de pulmón fue muy superior a la observada en el grupo control: 96.6% y 56.6% 

respectivamente. Hay que destacar que la comorbilidad más prevalente entre los 

incluidos en el estudio fue la HTA, presente en el 60% de los pacientes con CP. 

Tabla 6: características epidemiológicas de los sujetos integrantes en el estudio 
inicial. 

 Cáncer de pulmón Control sano 

Sexo (H/M)  25/5 13/17 

Edad media  63 ± 10 53 ± 12 

Comorbilidad  HTA (60%), DM (23.3%), EPOC 
(13.3%) 

HTA (36.6%), DM (20%) 

Tabaquismo    

   - Fumador  10 (9H/1M) 3 (1H/2M) 

   - Ex fumador  19 (16H/3M) 14 (9H/5M) 

   - Nunca fumador  1 (0H/1M) 13 (3H/10M) 

Histología   

   - Adenocarcinoma  10 (9H/1M) - 
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   - Epidermoide  8 (6H/2M) - 

   - CP células grandes  6 (4H/2M) - 

   - CPCP  3 (3H/0M) - 

   - Tumor Carcinoide 3 (3H/0M) - 

Estadios CP   

   - I (a y b)  5 - 

   - II (a y b)  5 - 

   - III (a y b)  11 - 

   - IV  9 - 

HTA: Hipertensión Arterial, DM: Diabetes Mellitus, EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica, H: 
Hombre, M: Mujer, CP: Cáncer de Pulmón, CPCP: Cáncer de Pulmón de Células Pequeñas.  

5.1.2. Perfiles metabolómicos en muestras de suero 

Las muestras de suero (conservadas a -80ºC hasta el momento del análisis) se 

analizaron mediante espectrometría de masas de alta resolución, que permite un análisis 

semicuantitativo de las diversas moléculas (metabolitos) presentes, en función de su 

relación m/z. Los espectros de masas resultantes proporcionan por tanto, el perfil 

metabolómico necesario para evaluar la población en estudio.  

La espectrometría de masas, como ya se ha comentado, es una técnica de análisis 

cualitativo para la determinación de estructuras orgánicas: está basada en la obtención 

de iones a partir de moléculas orgánicas en fase gaseosa; una vez obtenidos estos iones, 

se separan de acuerdo con su masa y su carga. Un espectro de masas, será en 

consecuencia, una información bidimensional que representa un parámetro relacionado 

con la abundancia de los diferentes tipos de iones en función de la relación masa/carga 

(m/z) de cada uno de ellos.  
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Los perfiles metabolómicos obtenidos muestran claras diferencias entre los grupos 

estudiados CP y CS en modo positivo (figura 11). A pesar del carácter semicuatitativo de 

los espectros, se observan tres clústers de picos espectrales claramente definidos: Clúster 

a, que integra señales de metabolitos con m/z de baja masa molécular (m/z 100-250); 

Clúster b, con señales de masa molecular media (m/z 450-600); y Clúster c, metabolitos 

de masa molecular en el rango 700 a 900 m/z.  Este perfil espectral se mantiene en las 

muestras de casos y controles, aunque muestran tendencias diferentes. En este sentido, 

la intensidad de los picos correspondientes a CP presentan, en los Clusters a y b una 

disminución de intensidad significativa respecto a los controles, lo que indica una 

reducción de la presencia de estos metabolitos en el cáncer de pulmón y por tanto una 

inhibición de los mismos por la patología. Por otro lado, los picos del Clúster a muestran 

intensidades análogas pero con una tendencia diferente, con mayor intensidad en los 

picos de mayor m/z de los controles y una situación inversa en los picos de menos m/z, lo 

que indica también un cambio de la expresión metabólica como consecuencia de la 

patología oncológica, que se verá con más detalle en los apartados que siguen. 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Espectro de masa-tipo de un sujeto del grupo control y otro del grupo 
de CP obtenido mediante infusión directa a un QqQTOF. Extractos polares. 
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5.1.3. Normalización y análisis estadístico multivariante. Clasificación 

estadística de casos y controles. 

Los resultados obtenidos en los diversos espectros de masas se sometieron a 

normalización estadística y análisis multivariante mediante análisis discriminante con 

mínimos cuadrados parciales (PLS-DA). Este tratamiento se aplicó a espectros obtenidos 

en modo de ionización positiva y negativa, tanto en los casos de CP como en los controles 

sanos (CS). La figura 12 presenta el gráfico Score Plot resultante tras el análisis estadístico, 

en el que se observa una clara discriminación entre los pacientes con cáncer de pulmón 

(puntos negros) y los controles sanos (puntos rojos), donde cada señal corresponde con 

un sujeto determinado, y la posición en la gráfica es fruto de su perfil metabolómico 

concreto.  

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Gráfico Score Plots de cáncer de pulmón y controles sanos utilizando 

como descriptores los picos m/z de los espctros de MS. 
 

5.1.4. Identificación de los metabolitos causantes de la diferenciación 

La espectrometría de masas es una herramienta muy poderosa tanto si se utiliza 

para la detectar compuestos conocidos como para identificar otros desconocidos. La 

identificación generalmente consiste en utilizar el espectro de masas como una “huella 
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química”, comparando los espectros obtenidos con los de espectros de compuestos 

patrón.  

Habitualmente se encuentran dos tipos de bibliotecas en las que comparar la 

información obtenida: unas de tipo general (más de 150.000 espectros) y otras más 

pequeñas pero específicas (cientos a miles de espectros), de uso en un campo de trabajo 

concreto. En nuestro caso, existen múltiples bases de datos útiles, como “Human 

Metabolome DataBase” o HMDB (http://www.hmdb.ca/ y “Serum Metabolome 

DataBase” o SMDB: http: //www.serummetabolome.ca) y METLIN 

(hhtp://metlin.scripps.edu/) entre otras. La primera de ellas detalla una lista completa 

con la identidad y la carga endógena de metabolitos que pueden ser detectados en el 

suero humano. Actualmente la SMDB contiene información sobre 4.229 metabolitos 

detectables y 9.225 en los que la concentración, rangos o valores están asociados a 

diferentes condiciones y trastornos (119). METLIN es una base de datos de metabolómica 

que contienen más de 64.000 metabolitos. Es un sistema de gestión de datos diseñado 

para ayudar a la identificación de metabolitos, con acceso público, y permanentemente 

actualizada. Aporta información sobre su masa, fórmula química y estructura. Cada 

metabolito está convenientemente ligado a otros recursos externos, como el de la 

Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas (KEGG: http://www.kegg.com), para mayor 

referencia y consulta (130). 

Además de las mencionadas, existen otras bases de datos útiles como “The Human 

Metabolome Library” (HML), Pubchem (http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), o Mass 

Bank (http://www.massbank.jp). 

En nuestro trabajo, tras la clasificación de las muestras en CP y CS (Figura 12), es posible 

determinar los picos m/z que más influyen en la clasificación de estas muestras. 

5

9,4 

http://www.hmdb.ca/
http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.massbank.jp/
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Posteriormente, éstas se analizan nuevamente aplicando el modo MS/MS a los picos m/z 

en cuestión para fragmentarlos, elucidar su estructura e identificar el metabolito en 

cuestión, complementando el proceso con ayuda de las librerías de espectros 

mencionadas:  

- Con niveles sobre expresados: Carnitina y derivados (butiril-carnitina y oleil-

carnitina), que reflejan alteraciones en el metabolismo energético celular. 

Existe evidencia de la contribución de los ácidos grasos a la adaptación 

metabólica de las células cancerosas (174). La carnitina transporta ácidos 

grasos de cadena larga desde el citosol a la matriz mitocondrial para la beta 

oxidación. El sistema carnitina en pacientes con cáncer incluye además de la 

carnitina, ésteres de carnitina y un gran número de enzimas específicas, 

aparentemente expresadas tanto en tejido tumoral como en tejido no tumoral 

de pacientes con cáncer de pulmón (175). Niveles bajos de carnitina y acil-

carnitina fueron también observados en el desarrollo de caquexia en pacientes 

con CP (176), (131). Fenilalanina, aminoácido esencial cuya vía metabólica 

principal es la trasformación en tirosina, precursora de hormonas tiroideas, 

catecolaminas y melanina. Al degradarse la tirosina, se obtiene como producto 

final la formación de fumarato y acetoacetato. Teniendo en cuenta esto, tanto 

la fenilalanina como la tirosina pueden ser considerados al mismo tiempo 

aminoácidos glucogénicos y cetogénicos (es decir, involucrados en el 

metabolismo energético). Y por último, la Dopamina, relacionado con la 

regulación de la función inmune.  
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- Con niveles disminuidos con respecto a sanos: los fosfolípidos (fosfatidilcolina 

y fosfatidilinositol), probablemente como consecuencia de alteraciones 

lipídicas de las membranas celulares y las lisofosfatidilcolinas, componente 

fundamental de las membranas celulares y con función pro inflamatoria, se 

encuentran alterados en pacientes con CP, lo que sugiere alteraciones en el 

metabolismo de los fosfolípidos. Las anormalidades en el metabolismo lipídico, 

corresponden con una de las alteraciones metabólicas más comunes en el 

cáncer (177). Muchas células cancerosas mantienen la síntesis de lípidos 

endógenos activa, ya que necesitan una gran cantidad de lípidos para el 

crecimiento, la proliferación y la invasión (178), (115). Lisofosfatidilcolina 

puede ser convertida en fosfatidilcolina por la lisofosfatidilcolina 

aciltransferasa en el surfactante pulmonar, con la función de disminuir la 

tensión superficial a nivel pulmonar. En un trabajo publicado por Dong et al. 

(155) detectan el descenso en los niveles de cinco lisofosfatidilcolinas en 

pacientes con CP, aunque no alcanzan a determinar la relación entre esta 

enfermedad y sus resultados. Otros autores, en un estudio sobre muestras de 

suero obtienen una disminución de los niveles de LPC en pacientes con CP de 

pulmón con respecto a sanos, lo que relacionan con el aumento de la 

angiogénesis y progresión que tiene lugar en los procesos tumorales (141). En 

nuestro estudio, los niveles de LPC se encuentran disminuidos, en consonancia 

con lo expuesto en estudios previos, en los que se relaciona el descenso de 

esta lipoproteína con el mayor consumo para proliferación celular.  

Los resultados expuestos corresponden al estudio inicial, de pacientes con cáncer 

de pulmón y sujetos sanos, sin excluir las muestras con hemólisis, por lo que los 



Estudio de los perfiles metabolómicos en muestras de suero para el diagnóstico del cáncer de 
pulmón 

 

 
103 

resultados obtenidos, si bien permiten una clara discriminación entre pacientes con CP y 

CS, y en todos los casos los metabolitos obtenidos se pueden relacionar con rutas 

previamente conocidas en procesos cancerosos, no pueden ser considerados a priori 

como válidos. 

5.1.5. Patrones metabolómicos en diferentes tipos histológicos de CP 

El análisis discriminante se ha aplicado también a la clasificación estadística de los 

distintos tipos histológicos de CP. Los resultados se muestran en la figura 13. Se observa 

una clara discriminación entre los tipos histológicos, lo que indica diferencias entre el 

perfil metabolómico que se genera en estos tipos histológicos, lo que podría permitir en 

un estudio más amplio la identificación metabolómica de la estirpe tumoral.  

 

               Figura 13. Gráfico de scores de los diferentes tipos histológicos.    

 

Esta posibilidad ya fue valorada por Hori et al. en 2011 (8), estableciendo 

diferencias entre el perfil metabolómico del adenocarcinoma, carcinoma epidermoide y 

CPCP en muestras de tejido pulmonar y suero sanguíneo. Hay que mencionar las 
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diferencias metodológicas entre nuestro estudio y el presentado por el equipo de Hori, 

que influyen de forma directa en los resultados.   

5.2. INFLUENCIA DE LA HEMÓLISIS EN LOS PERFILES 

METABOLÓMICOS DE PACIENTES CON CÁNCER DE PULMÓN 

Los procedimientos de obtención y análisis de las muestras biológicas condicionan 

los resultados y conclusiones de los estudios metabolómicos. Dada la escasa 

estandarización existente en este campo hasta el momento, son frecuentes “artefactos” 

causados durante la conservación, tratamiento y extracción de la muestra, que pueden 

inducir errores aleatorios que afectan seriamente a los resultados. Debido a ello, es 

fundamental la aplicación de una adecuada metodología pre-analítica y analítica para 

evitar los citados problemas, los cuales pueden dar lugar a errores y falsear los resultados 

(170), (179).  

El pre-tratamiento de las muestras almacenadas para su análisis posterior suele 

estar bastante estandarizado (180) y no es causa de error habitual, sin embargo, la fase 

pre-analítica está poco estandarizada. Aunque recientemente se han publicado diversos 

protocolos al respecto (172), (180), (181), no parece que puedan solucionar 

completamente este déficit. Esta fase pre-analítica, según diversos autores (182), (183), 

(184) puede ser causa del 60 al 80% de los errores analíticos. Yin et al. (170) comentan 

que al estudiar muestras de sangre de sujetos sanos con distintos grados de hemólisis, 

dicha hemólisis provoca numerosos cambios en el perfil metabolómico. 

En nuestro estudio, inicialmente y sin considerar el grado de hemólisis hemos 

analizado el perfil metabolómico en el suero de 60 sujetos, 30 con cáncer de pulmón y 30 

controles sanos, encontrando una clara diferencia entre los perfiles metabolómicos de 
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ambos grupos. Posteriormente, analizamos los resultados considerando el grado de 

hemólisis, y separando las muestras en cuatro grupos según su índice hemolítico: IH < 20 

g/dl de Hb; <20 IH <40 g/dl;  <40 IH <80 g/dl; y > 80 g/dl (tabla 7).   

Se realizaron comparaciones estadísticas de los espectros de masas 

correspondientes a cada muestra mediante análisis discriminante de mínimos cuadrados 

parciales (PLS-DA), de los grupos con distinto índice hemolítico para evaluar la influencia 

de la hemólisis en las muestras de suero de pacientes con cáncer de pulmón y de sujetos 

sanos. Asimismo, se realizó una comparación entre CP y CS con índices hemolíticos 

semejantes, y dentro de un mismo grupo con diferente grado de hemólisis, para ver la 

influencia de la misma en los análisis.  

 

Tabla 7: Índice hemolítico de las muestras de suero incluidas en el estudio. 

 

En la figura 14 se muestra la representación gráfica mediante diagrama PLS-DA de 

los resultados correspondientes de las muestras analizadas en modo positivo.  
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Figura 14. Representación de scores (PLS-DA) de muestras con distinto índice de 
hemólisis: puntos negros, CP (LC) con IH<20 g/dl; puntos azules CP con 20<IH<40 g/dl; 

rojo CS (HC) con IH<20 g/dl; verde CS con 20<IH<40 g/dl. 
 

Si comparamos CP y CS con el mismo índice hemolítico: CP, CS IH<20 g/dl y CP, CS 

20< IH <40 g/dl (negro vs rojo y azul vs verde, respectivamente), podemos ver como en 

ambos casos, se separan los grupos, indicando que existen metabolitos que causan esta 

discriminación. Sin embargo, cuando discriminamos entre un mismo grupo con diferente 

índice hemolítico (negro vs azul, y rojo vs verde) también se observa una separación  

entre los mismos grupos con diferentes índices de hemólisis (aunque menos significativa 

en los grupos control). Lo que indica que los componentes hemolíticos pueden afectar al 

perfil metabolómico de los pacientes, por lo que la hemólisis supondría una interferencia 

en el análisis metabolómico induciendo posibles errores en la clasificación de grupos CP y 

CS, así como en identificación de los metabolitos alterados que permiten la discriminación 

entre grupos. 
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Figura 15. Representación de scores (PLS-DA) de muestras con distinto índice de 
hemólisis: puntos negros, CP (LC) con IH<20 g/dl; puntos azules CP con 40<IH<80 g/dl; 

rojo CS (HC) con IH<20 g/dl; verde CS con 40<IH<80 g/dl. 

A medida que aumenta el grado de hemólisis en las muestras, observamos que la 

separación entre los diferentes grupos, CP y CS con mismo índice hemolítico (azul vs 

verde) presenta una menor discriminación (figuras 15 y 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Representación de scores (PLS-DA) de muestras de con distinto índice 
de hemólisis: puntos negros, CP (LC) con IH<20 g/dl; puntos azules CP con IH>80 g/dl; 

rojo CS (HC) con IH<20 g/dl; verde CS con IH>80 g/dl. 
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Ya que el metabolito clave en la hemólisis es la hemoglobina, cuando 

representamos el grupo CP vs CS con índices de hemólisis > 20 mg/dl, se observa en los 

espectros de masas una clara alteración en la intensidad del pico correspondiente a la 

hemoglobina con m/z 616.4.  Por tanto, la hemólisis influye en los perfiles metabolómicos 

del suero, no sólo porque se observa separación de un mismo grupo con diferente grado 

hemolítico (negro vs azul y rojo vs  verde), sino porque a medida que aumenta el grado de 

hemólisis en las muestras el PLS-DA no es capaz de discriminar entre CP y CS. Por lo que 

es totalmente necesario evitar la hemólisis en los estudios metabolómicos. 

Una vez establecida esta influencia, se ha realizado un estudio piloto para 

comprobar los metabolitos alterados en el grupo de CP frente a CS, utilizando muestras 

con índice hemolítico menor de 20 (figura 17, ionización en modo positivo y figura 18, 

ionización en modo negativo). Observamos que la diferenciación entre grupos es clara.  

 

Fig. 17. Representación de scores (PLS-DA) de muestras de CP (puntos rojos) y CS 
(puntos negros) con índice de hemólisis <20mg/dl. A partir de espectros de masas con 

modo de ionización positivo. 
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Figura 18. Representación de scores (PLS-DA) de muestras de CP (puntos rojos) y 
CS (puntos negros) con índice de hemólisis <20mg/dl. A partir de espectros de masas 

con modo de ionización negativo. 
 

5.2.1. Valoración global de la influencia de la hemólisis en los 

patrones metabolómicos 

Partiendo de los resultados anteriormente comentados, destacamos los siguientes 

puntos:   

 Por una parte, encontramos una clara diferencia entre los perfiles metabolómicos 

de los sujetos sanos y los pacientes con cáncer de pulmón al estudiar la muestra 

global (sin separar por el grado de hemólisis). Hay que destacar que el grado de 

hemólisis entre ambos grupos fue similar, y con distribución homogénea entre 

ellos. 

 Al separar por el índice de hemólisis, en las muestras no hemolizadas o 

ligeramente hemolizadas también se diferenciaron claramente los perfiles 

metabolómicos entre sanos y pacientes con CP; sin embargo, las muestras 

claramente hemolizadas (> 80 mg/dl) no permitieron dicha diferenciación entre 

sanos y pacientes con CP. En este sentido, al igual que  opinan otros autores (180), 
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(185), se deberían invalidar para los estudios metabolómicos las muestras con una 

hemólisis evidente.  

 Otro aspecto es la posible influencia de la hemólisis no solo en los perfiles 

metabolómicos sino también en los metabolitos causantes de las diferencias entre 

ellos. En nuestra muestra global se establecieron unos posibles metabolitos 

candidatos a biomarcadores, algunos de ellos posiblemente influenciados por la 

hemólisis, por lo que tendrán que ser confirmados en nuevos estudios con 

suficiente número de muestras libres de hemólisis.  

 Por último, parece que la hemólisis puede influir en diversos metabolitos más que 

en la capacidad de discriminar perfiles metabolómicos entre sanos y pacientes con 

CP.   

En resumen, y en función de los resultados obtenidos tras el análisis metabolómico 

de las muestras incluidas en el estudio y evaluación de la influencia de la hemólisis, con 

los resultados obtenidos podemos concluir que la hemólisis es un factor perturbador en 

estudios metabolómicos relacionados con el cáncer de pulmón, y que la capacidad de 

discriminación entre ambos grupos a estudio (CP y CS) disminuye con el aumento de las 

concentraciones de hemoglobina. 

5.3. PERFILES METABOLÓMICOS EN MUESTRAS DE SUERO NO 

HEMOLIZADAS 

5.3.1. Características demográficas y clínicas 

Considerando la influencia que la hemólisis tiene en los resultados de estudios 

metabolómicos anteriores, se ha vuelto a repetir la experiencia descrita en el Apartado 
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5.1.3, pero seleccionando muestras con índice de hemolisis inferior a 20 g/dl, que como 

se ha visto en el Apartado 5.2. permiten una buena clasificación de las muestras.  

En todos los casos el índice de hemólisis es inferior a 20 g/dl y se consideraron tres 

grupos: pacientes con cáncer de pulmón (CP), pacientes con enfermedad pulmonar no 

cáncer, denominados en nuestro estudio controles enfermos (CE), y controles sanos (CS). 

Los sujetos incluidos finalmente en el estudio fueron los siguientes: 15 pacientes 

con CP, con una edad media de 67±13 años y predominio del sexo masculino (12 hombres 

y 3 mujeres). Al igual que en los grupos inicialmente incluidos en el estudio, de 30 CP y 30 

CS, la comorbilidad más prevalente fue la HTA, seguida de la Diabetes Mellitus y la EPOC 

para los tres grupos. En el apartado de hábito tabáquico, en su mayoría eran ex 

fumadores. En cuanto a las estirpes histológicas, como se muestra en la tabla 8, las más 

repetidas fueron el cáncer de pulmón de células grandes y el epidermoide. En el grupo de 

CE o control enfermo, compuesto también por 15 sujetos, de las patologías respiratorias 

no neoplásicas presentes en el momento de inclusión en el estudio las que mayor 

prevalencia presentaron fueron las llamadas enfermedades pulmonares intersticiales 

difusas, con un 40%, seguida de la Sarcoidosis con un 13.3% y otras como infección 

tuberculosa, neumonía o bronquiectasias, con menor representación. En el grupo CS, 

compuesto por 16 sujetos, al contrario que en los grupos anteriormente descritos, la 

predominancia en cuanto a sexo varía, el resto de características aparecen expuestas en 

la tabla 8.  
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Tabla 8: características epidemiológicas del subgrupo de pacientes con muestras 
no hemolizadas. 

 

 

Cáncer de pulmón 

(n=15) 

Control enfermo 

(n=15) 

Control sano 

(n=16) 

Sexo (H/M)  12/3 10/5 7/9 

Edad media  67 ± 15 52 ± 10 54 ± 19 

Comorbilidad  HTA (73%), DM (13.3%), 
EPOC (20%) 

HTA (13%), EPOC 
(6.6%) 

HTA (37.5%), DM 
(25%) 

Tabaquismo     

   - Fumador  2 (2H/0M) 2 (2H/0M) 1 (1H/0M) 

   - Ex fumador  12 (10H/2M) 11 (8H/3M) 9 (5H/4M) 

   - Nunca fumador  1 (0H/1M) 2 (0H/2M) 6 (1H/5M) 

Histología    

   - Adenocarcinoma  2 (1H/1M)  - 

   - Epidermoide  4 (3H/1M)  - 

   -CP cls. grandes  5 (4H/1M)  - 

   - CPCP  2 (2H/0M)  - 

   -Tumor Carcinoide 2 (2H/0M)  - 

Estadios CP    

   - I (a y b)  4  - 

   - II (a y b)  1  - 

   - III (a y b)  2  - 

   - IV  8  - 

HTA: Hipertensión Arterial, DM: Diabetes Mellitus, EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica, H: 
Hombre, M: Mujer, CP: Cáncer de Pulmón, Cls: Células, CPCP: Cáncer de Pulmón de Células Pequeñas.  

 

5.3.1.1. Tipos histológicos de cáncer de pulmón en la población estudiada 

Entre los distintos tipos histológicos, encontramos un 33.3% para cáncer de pulmón 

de células grandes, 26.6% epidermoide, 13.3% Cáncer de Pulmón de células pequeñas y 

otro 13.3% entre carcinoide y adenocarcinoma, distribución que se muestra en la figura 

19.  
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Figura 19. Diferentes tipos histológicos en la población estudiada 
 

5.3.1.2. Estadios de cáncer de pulmón en la población estudiada 

Se revisó el estadio de la enfermedad en el que se encontraban los pacientes con CP 

en el momento de su diagnóstico, siendo destacable como se observa en la figura 20, el 

alto porcentaje de estadios evolucionados de la enfermedad (más del 50% en estadio IV). 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 20. Distribución de la población según estadio de cáncer de pulmón 
(Estadios IA, IIA, IIIA y IV en azul y Estadios IB, IIB y IIIB en rojo). 

 

5.3.1.3. Antecedentes neoplásicos previos en la población estudiada 

Es importante destacar que de los 15 pacientes del grupo de casos, un 13.3% (n=2), 

presentaron antecedentes de neoplasias previas (cáncer de esófago y laringe). Ambos 

eran varones y tenían historia de tabaquismo. 
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5.3.1.4. Hábito tabáquico en la población estudiada 

El porcentaje de fumadores activos en el momento de la inclusión en el estudio era 

reducido para todos los grupos, mientras que el grueso se contaba entre los que habían 

sido fumadores pero en el momento del estudio habían cesado el hábito durante al 

menos 6 meses (Ex fumadores), con un 80% entre los pacientes  con CP, el 73.3% en CE y 

56% en CS. En este último grupo de controles sanos cabe destacar que el porcentaje de 

no fumadores fue bastante superior (37.7%) con respecto al resto (figura 21).  

 

 

Figura 21. Hábito tabáquico en los diferentes grupos a estudio: CP (Cáncer de Pulmón), 

CE (Controles enfermos) y CS (Controles Sanos). 

 

5.3.2. Perfiles metabolómicos en muestras de suero sin hemólisis   

Una vez realizado el análisis estadístico, obtenemos los espectros de masas 

característicos de muestras de cada grupo, representados en las figuras de la 22 a la 24, a 

partir de los extractos polares. 
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Figura. 22. Espectro de masas-tipo de muestras de enfermos de cáncer de pulmón 
(CP), obtenidas a partir de suero sin hemolisis (IH < 20mg/dl). Extracto apolar 

izquierda, extracto polar derecha. 

 

Figura 23. Espectro de masas-tipo de  muestras de pacientes con enfermedad 
pulmonar no tumoral (CE), obtenidas a partir de suero sin hemolisis (IH< 20mg/dl). 

Extracto apolar izquierda, extracto polar derecha. 

 

Figura 24. Espectro de masas-tipo de muestras de controles sanos (CS), obtenidas 
a partir de suero sin hemolisis (IH< 20). Extracto apolar izquierda, extracto polar 

derecha. 
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Aunque se observan diferencias entre los espectros de las figuras 22 a 24, la simple 

inspección visual no es suficiente para poder diferenciarlos de manera significativa, por lo 

que hemos utilizado un tratamiento estadístico mediante análisis discriminante por 

mínimos cuadrados paciales (PLS-DA), que permite establecer diferencias entre los grupos 

estudiados. A pesar que el número de muestra no es muy elevado (15 de enfermos con 

cáncer de pulmón, 15 muestras de controles enfermos y 16 controles sanos), representa 

un número suficiente para sacar conclusiones significativas. 

 

Figura 25. Gráfica de “scores” correspondiente a extractos polares de los diversos 
grupos considerados: cáncer de pulmón (CP), puntos negros; controles enfermos no 

cáncer (CE), puntos rojo; controles sanos (CS) puntos azules. 
 

Extractos polares 

Como puede observarse en la figura 25, se produce una clara separación entre los 

tres grupos de estudio, presentándose una progresión en los clúster a medida que se 

avanza tanto en el eje de abscisas como en el eje de ordenadas. La componente uno 

separa al grupo de control sano del grupo de cáncer, quedando el control sano a la 

izquierda, el cáncer a la derecha y en medio el grupo de control enfermo. De forma 

similar la componente tres separa estos grupos. Puede decirse que la gráfica muestra una 
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progresión de la enfermedad (partiendo de sujetos sin patología a nivel pulmonar, 

seguido de enfermos pulmonares no cáncer y en último lugar los pacientes con CP), 

ordenándose los puntos de izquierda a derecha.  

Con el fin de encontrar las variables que permitan discriminar entre los grupos 

estudiados, y que puedan servir como potenciales biomarcadores en el cáncer de 

pulmón, se representaron las gráficas de PLS-DA de los tres grupos estudiados de dos en 

dos: 

  Control sano vs Cáncer de pulmón 

  Control enfermo vs Cáncer de pulmón 

En la figura 26 se observa una buena clasificación entre los enfermos de cáncer y los 

controles sanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Gráfica de “scores” correspondiente a extractos polares cáncer de 
pulmón (CP), puntos negros frente a controles sanos (CS), puntos azules. 

 

La representación del gráfico de “loadings” correspondiente al tratamiento de los 

resultados mediante PLS-DA (figura 27), nos muestra los metabolitos que contribuyen a 
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una mayor discriminación entre clases, que son los situados en los extremos de la nube 

de dispersión. Los triángulos representan a los metabolitos o variables, de tal forma que 

aquellos situados en el centro de la nube de puntos no contribuyen a la clasificación, 

mientras que los situados a la derecha, por encima de la línea horizontal, se encuentran 

sobreexpresados en el grupo de cáncer, y los situados a la izquierda, por debajo de esta 

línea, están inhibidos en este grupo (o sobreexpresados en el grupo de controles sanos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Representación de la gráfica de “loadings” (PLS-DA) correspondiente a 
la discriminación de cáncer de pulmón  vs controles sanos. Extracto polar. 

Los metabolitos que se han identificado, aquellos que han experimentado cambios 

en su expresión entre el grupo de CP y CS, se muestran en la Tabla 9.  
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Tabla 9. Metabolitos alterados en cáncer de pulmón con respecto a controles 
sanos. Extracto polar. 

m/z METABOLITO FOLD CHANGE (%) 

61,0413 Urea -41,6 

120,0535 Treonina 46,2 

133,0147 L-Ornitina -31,9 

147,0672 Glutamina 34,9 

532,348 Lisofosfocolina (LPC) -0,8 

542,3289 LPL -23,3 

546,3591 LPL -12,7 

566,3296 LPL -20,2 

768,5712 Fosfocolina (PC) 29,8 

782,5668 PL 27,5 

784,5777 PL 37,6 

798,5502 PL 25,1 

810,5977 PL 34,0 

844,5575 PL 25,6 

850,5669 PL 26,8 

856,5858 PL 38,7 

858,5919 PL 35,1 

894,5825 PL 24,4 

                           PC: Fosfocolina; PL: Fosfolípidos; LPC: Lisofosfocolina. 

.  

En la figura 28 observamos los “scores” del estudio PLS-DA de los casos de CP frente 

a CE. Se observa que en la región inferior izquierda se agrupan las variables 

representativas de las muestras de control enfermo, mientras que en la esquina superior 

derecha se encuentran las correspondientes a las muestras de cáncer. 
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Figura 28. Gráfica de “scores” correspondiente a extractos polares cáncer de pulmón 

(CP), puntos negros frente a controles enfermo no cáncer (CE), puntos rojos. Extractos 

polares. 

En este caso en la representación de “loadings” (figura 29), las variables o 

metabolitos con cambio de expresión en las muestras de control enfermo se encuentran 

en la región inferior izquierda, mientras que en la esquina superior derecha se encuentran 

las correspondientes a las muestras de cáncer. 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 29. Representación de la gráfica de “loadings” (PLS-DA) correspondiente a la 

discriminación de cáncer  vs controles con enfermedad pulmonar no cáncer. Extracto 

polar. 
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Tabla 10.- Metabolitos alterados en cáncer de pulmón con respecto a controles con 

enfermedad pulmonar no cáncer. Extracto polar. 

m/z METABOLITO 

FOLD CHANGE 

(%) 

61,04 Urea -35,6 

120,05 Treonina 38,5 

147,06 Glutamina 15,2 

184,09 Fosfocolina (PC) -15,9 

372,2 C14-CAR -29,3 

542,3 Lisofosfocolina (LPC) -11,3 

546,3 LPC(20:3) -13,6 

808,5 PC(18;2/18:0) -15,4 

826,5 PC(16:1/22:6) -12,1 

828,5 PC(16:0/22:6) -13,3 

838,5 PC -22,2 

846,5 PC -11,9 

856,5 PC(18:0/22:6) -18,7 

860,5 PC -16,4 

862,5 PL -15,7 

866,5 PL -23,9 

868,5 PL -18,7 

888,5 PL -23,1 

890,5 PL -18,7 

892,5 PL -14,3 

894,5 PL -12,1 

896,5 PL -17,8 

898,5 PL -15,5 

      PC: Fosfocolina; PL: Fosfolípidos;  CAR: Carnitina; LPC: Lisofosfocolina. 
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Extractos apolares 

De manera análoga se repitió el estudio utilizando los extractos apolares. En este 

caso el análisis discriminante, permite observar la separación entre los 3 grupos 

estudiados: CP, CE y CS, como se observa en la figura 30. El grupo control sano queda en 

la parte superior del gráfico PLS-DA de modo que separa por la componente 2 de los otros 

dos grupos (cáncer de pulmón y control enfermo), y a su vez, la componente uno separa 

al grupo de los controles enfermos de los pacientes con cáncer de pulmón, quedando los 

controles enfermos a la izquierda de la elipse y los casos de cáncer a la derecha. 

Figura 30. Gráfica de “scores” correspondiente a extractos apolares de los diversos 

grupos considerados: cáncer de pulmón (CP), puntos negros; controles enfermos no 

cáncer (CE), puntos rojo; controles sanos (CS), puntos azules. 

Con el fin de complementar el conocimiento sobre las variables (metabolitos) que 

discriminan entre los grupos estudiados, considerando ahora los resultados de los 

extractos apolares, se han representado de nuevo las gráficas de PLS-DA de los tres 

grupos estudiados de dos en dos, como se hizo con los extractos polares. En la figura 31 

se muestran la representación de los “scores” de los resultados de extractos apolares de 

las muestras de CP frente a controles sanos. En la figura 32 se muestra la representación 

de “loadings” entre estos dos grupo. Pueden observarse los metabolitos que sufren 
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alteración en su expresión, los cuales fueron posteriormente identificados mediante 

experiencias MS/MS y se muestran en la Tabla 11. 

 

 

 

 

  

Figura 31. Gráfica de “scores” correspondiente a extractos apolares cáncer de pulmón 

(CP), puntos negros frente a controles sanos (CS), azules. 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 32. Representación de la gráfica de “loadings” (PLS-DA) correspondiente 

a la discriminación de cáncer vs controles sanos. Extracto apolar. 

 

Tabla 11.- Metabolitos alterados en cáncer de pulmón con respecto a controles sanos. 

Extracto apolar. 

m/z METABOLITO 

FOLD CHANGE 

(%) 

870,7 TAG  -19,9 

880,7 TAG -23,1 

900,8 TAG -13,3 

934,8 TAG -14,7 

         TAG: triacilglicéridos. 
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En la figura 33 se muestra la representación de “scores” de enfermos no cáncer 

frente a enfermos con cáncer de pulmón, que se clasifican perfectamente en dos grupos. 

La figura 34 de “loadings” permite caracterizar los metabolitos que sufren cambios 

significativos en los enfermos de cáncer obtenidos a partir del extracto apolar. Se agrupan 

las variables representativas de las muestras de control enfermo, mientras que en la 

esquina superior derecha se encuentran las correspondientes a las muestras de cáncer. 

Los metabolitos con cambios de expresión significativos en estos extractos apolares se 

muestran en la tabla 12. 

Figura 33. Gráfica de “scores” correspondiente a extractos apolares cáncer de pulmón 

(CP), puntos negros frente a controles enfermo no cáncer (CE), puntos rojos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34.- Representación de la gráfica de “loadings” (PLS-DA) correspondiente a la 

discriminación de cáncer vs controles con enfermedad pulmonar no cáncer. Extracto 

apolar. 
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Tabla 12.- Metabolitos alterados en cáncer de pulmón con respecto a controles con 

patología pulmonar no cáncer. Extracto apolar. 

m/z METABOLITO 

FOLD CHANGE 

(%) 

796,7 TAG -48,4 

870,7 TAG -26,6 

872,7 TAG -22,5 

934,8 TAG -11,5 

          TAG: triacilglicérido 

En las tablas 13 y 14 se resumen los resultados obtenidos en los diversos estudios 

realizados: se muestran los metabolitos alterados en los casos de cáncer respecto a 

pacientes con enfermedad pulmonar no cáncer en la tabla 13, y controles sanos en la 

tabla 14. Las tablas indican la sobreexpresión (↑) o inhibición (↓) que experimentan los 

metabolitos, y la evaluación semicuantitativa (fold change) de dicho cambio. 

Tabla 13.- Resumen de los cambios de expresión de los metabolitos en enfermos de 

cáncer de pulmón respecto a controles enfermos sin cáncer. 

m/z Metabolito Extracto Fold Change (%) Alteración 

61,0416 Urea POLAR -35,6  

120,053 Treonina POLAR 38,5  

147,0669 Glutamina POLAR 15,2  

184,0974 Fosfocolina POLAR -15,9  

372,2473 C14-CAR POLAR -29,3  

542,3288 LPC POLAR -11,3  

546,3591 LPC(20:3) POLAR -13,6  

796,7923 TAG APOLAR -48,4  

808,586 PC(18;2/18:0) POLAR -15,4  

826,5576 PC(16:1/22:6) POLAR -12,1  

828,5578 PC(16:0/22:6) POLAR -13,3  
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838,5217 PC POLAR -22,2  

846,558 PC POLAR -11,9  

856,5855 PC(18:0/22:6) POLAR -18,6  

860,5802 PC POLAR -16,4  

862,5246 PL POLAR -15,7  

866,547 PL POLAR -23,9  

868,5558 PL POLAR -18,7  

870,7629 TAG APOLAR -26,6  

872,7765 TAG APOLAR -22,5  

888,5339 PL POLAR -23,1  

890,551 PL POLAR -18,7  

892,5682 PL POLAR -14,3  

894,5825 PL POLAR -12,1  

896,527 PL POLAR -17,8  

898,5264 PL POLAR -15,5  

934,8058 TAG APOLAR -11,5  

TAG: Triacilglicéridos; PL: Fosfolípidos; PC: Fosfatidilcolina; CAR: Carnitina; LPC: lisofosfatidilcolinas; LPL: lisofosfolípidos. 

 

Tabla 14.- Resumen de los cambios de expresión de los metabolitos en pacientes con 

cáncer de pulmón respecto a controles sanos 

m/z Metabolito Extracto Fold Change (%) Alteración 

61,0413 Urea POLAR -41,6  

120,0535 Treonina POLAR 46,2  

133,0147 L-Ornitina POLAR -31,9  

147,0672 Glutamina POLAR 34,9  

532,348 LPL POLAR -0,8  

542,3289 LPL POLAR -23,3  

546,3591 LPL POLAR -12,7  
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566,3296 LPL POLAR -20,2  

768,5712 PL POLAR 29,8  

782,5668 PL POLAR 27,5  

784,5777 PL POLAR 37,6  

798,5502 PL POLAR 25,1  

810,5977 PL POLAR 34,0  

844,5575 PL POLAR 25,6  

850,5669 PL POLAR 26,8  

856,5858 PL POLAR 38,7  

858,5919 PL POLAR 35,1  

870,7629 TAG APOLAR -19,9  

880,7634 TAG APOLAR -23,1  

894,5825 PL POLAR 24,4  

900,8067 TAG APOLAR -13,3  

934,8058 TAG APOLAR -14,7  

TAG: Triacilglicéridos; PL: Fosfolípidos;  CAR: Carnitina; LPL: lisofosfolípidos. 

5.3.3. Discusión sobre alteración de rutas metabólicas causadas por 

el cáncer de pulmón 

Utilizando los resultados que se muestran en la tabla 14, se ha llevado a cabo un 

estudio de las rutas metabólicas que se alteran como consecuencia del proceso 

oncológico en relación a los controles sanos. Las familias de metabolitos que sufren 

cambios en su expresión en los enfermos con cáncer, a consecuencia de esta enfermedad 

son: 

 Con niveles sobreexpresados: La presencia de fosfolípidos aumenta en los 

enfermos con cáncer de pulmón respecto a los controles sanos (figura 34), 

posiblemente por el incremento de la proliferación celular que produce la 
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demanda de estos componentes de la membrana celular. Todas las células 

eucariotas están rodeadas por una membrana cuya base estructural es una bicapa 

lipídica. Debido a la incontrolada división celular que se produce en el cáncer, se 

crean numerosas células invasivas que necesitan de estos compuestos lipídicos y 

por ello se pueden ver aumentados en el cáncer. La glutamina es un aminoácido 

abundante en sangre, y una vez dentro de la célula constituye un importante 

sustrato en el metabolismo energético celular. Parece afectar al transporte de 

aminoácidos y autofagia a través de la activación del complejo mTOR 1 (32). Es 

bien sabido que las células cancerosas utilizan la glutamina como una importante 

fuente de energía (13). El metabolismo de la glutamina permite a las células 

tumorales sostener la actividad del ciclo de krebs durante la proliferación tumoral, 

y está en relación con la síntesis de macromoléculas mediantes las llamadas 

reacciones anapleróticas. La treonina es un aminoácido polar que puede ser 

convertido en piruvato, constituyendo una vía de intersección en varias rutas 

metabólicas, que puede promover la metabolización a otros aminoácidos, 

incluyendo glicina y alanina (186). Se ha identificado una proteína con actividad de 

serina-treonina quinasa (LKB1), implicada en la polaridad celular, el metabolismo 

energético, la apoptosis, la detención del ciclo celular y la proliferación celular, 

participando en estos procesos con función supresora de tumores y con actividad 

catalítica (32).  

 Con niveles disminuidos: La L-ornitina es un compuesto químico orgánico del 

grupo de los α-aminoácidos, que juega un papel importante en el ciclo de la urea. 

Su síntesis se produce a partir de la L-arginina por acción de la enzima arginasa 
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hidrolasa para obtener como producto de esta reacción la urea, de ahí la 

importancia de la ornitina en este ciclo. La síntesis está condicionada por las 

reservas de arginina procedentes de la dieta, de forma que una disminución en 

ésta (como hemos obtenido en nuestro estudio) condiciona un aumento de la 

producción de ornitina a partir del glutamato a nivel mitocondrial, que 

posteriormente pasa al citosol para la biosíntesis de prolinas. El metabolismo de 

las proteínas tiene como producto final la urea, la cual es sintetizada a partir de 

diversas reacciones químicas en el ciclo de la urea. Este ciclo es especialmente 

importante en el metabolismo de los aminoácidos (134), estando relacionado por 

tanto con el metabolismo energético. Como se ha mencionado anteriormente, 

algunos de los metabolitos intermediarios involucrados en este ciclo están 

disminuidos en procesos cancerosos, como es el caso de la ornitina, involucrada 

directamente en la formación de urea, por lo que se podría explicar en base a esto 

la diminución de este compuesto observada en nuestros resultados. Los 

lisofosfolípidos (LPL) son glicerofosfolípidos que presentan un grupo acilo menos 

en su estructura, y la acetilación de un grupo hidroxilo. Poseen propiedades 

similares a los fosfolípidos. La principal diferencia con respecto a estos es que se 

encuentran en pequeñas cantidades en las membranas biológicas. Son moléculas 

de señalización de membranas con relevancia en multitud de procesos 

fisiológicos. Están implicados en un número creciente de trastornos tales como la 

inflamación, enfermedades autoinmunes, dolor neuropático, la aterosclerosis, el 

cáncer y la obesidad (8). Los triacilglicéridos (TAGs) son macromoléculas lipídicas 

encargadas del almacenamiento de los ácidos grasos para su posterior utilización 

como fuente de energía mediante una serie de reacciones conocidas como -
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oxidación. La principal enzima encargada de la degradación de esta 

macromolécula es la triacilglicerol lipasa, y su catabolismo dependerá entonces de 

su entrada o no en el interior mitocondrial. Los ácidos grasos liberados son 

degradados hasta conseguir un intermediario común: Acetil-CoA. Éste último 

continuará su proceso oxidativo a través del ciclo del ácido cítrico. En nuestro 

estudio, los niveles de triacilglicéridos se encuentran disminuidos, probablemente 

en relación con un mayor consumo de energía, y fomento por tanto de la  -

oxidación, vía metabólica aumentada en procesos cancerosos en los que existe un 

incremento de la lipolisis, con movilización de TAGs.  

La validación interna de la ecuación de regresión fue realizada mediante la 

evaluación de los valores AUC de las curvas ROC (Receiver Operating Charactesitic)  

para cada metabolito. En la tabla 15 aparecen los valores de AUC para cada 

metabolito referido en nuestros resultados.  

Tabla 15.- Valor AUC para aquellos metabolitos que varían su expresión entre cáncer 

de pulmón y control sano. 

m/z Metabolito AUC value 

133.01 L-Ornitina 0.90 

566.33 LPL 0.86 

61.04 Urea 0.82 

542.33 LPL 0.77 

120.05 L-Treonina 0.75 

546.36 LPL 0.74 

532.35 LPL 0.73 

858.59 PL 0.70 

856.59 PL 0.65 

934.81 TAG 0.65 

798.55 PL 0.59 

147.07 L-Glutamina 0.58 

810.60 PL 0.58 

784.58 PL 0.58 
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844.56 PL 0.56 

768.57 PL 0.55 

900.81 TAG 0.54 

894.58 PL 0.54 

850.57 PL 0.53 

870.76 TAG 0.53 

880.76 TAG 0.53 

218.14 C3-CAR 0.53 

782.57 PL 0.52 
LPL: Lisofosfolípido, PL: Fosfolípido, TAG: Trigligérido, C3-CAR: Propionil-carnitina. 

Los valores AUC de la curva ROC para cada metabolito por encima de 0.75 (valor 

indicativo de buen test), indican que el metabolito en cuestión podría corresponder 

con un “buen biomarcador” (187). En los diferentes metablitos mencionados en 

nuestro estudio como discriminantes entre cáncer de pulmón y controles sanos 

hemos obtenido las siguientes curvas (figura 35):  
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Figura 35.  Representación de las curvas ROC con su valor correspondiente AUC para L-

Ornitina (A), Lisofosfolípido m/z 566.3 (B), Urea (C), Lisofosfolípido m/z 542.(D) y L-

Treonina (E).  
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5.4. INFLUENCIA DE LA CARGA TABÁQUICA EN LOS PERFILES 

METABOLÓMICOS DE PACIENTES CON CÁNCER DE PULMÓN Y 

CONTROLES SANOS 

En nuestro trabajo, además de lo ya expuesto, hemos determinado la influencia de 

la carga tabáquica (CT) en los perfiles metabólicos de pacientes con CP y diferenciado 

cuales son aquellos metabolitos que causan la discriminación en fumadores con respecto 

a no fumadores. Todo ello puede contribuir a la búsqueda de un biomarcador útil para el 

diagnóstico de esta patología neoplásica, dada su establecida relación con el hábito 

tabáquico. 

Incluimos en el estudio 12 pacientes reclutados con diagnóstico final de CP. El 75% 

eran varones, con una edad media de 62 ± 2 años. Todos los integrantes de este grupo 

presentaban historia de tabaquismo (50% fumadores activos en el momento del 

diagnóstico y el otro 50%, ex fumadores). En cuanto a las estirpes histológicas, 6 de los 

casos correspondían a adenocarcinoma, y el 50% de éstos fueron diagnosticados en un 

estadio precoz (estadio I y II). De los cuatro casos con diagnóstico de carcinoma 

epidermoide de pulmón, el 50% presentaba datos de enfermedad extendida (estadio III y 

IV). Del resto de pacientes incluidos en el estudio, un caso de cáncer de pulmón de células 

grandes y otro de cáncer de pulmón de células pequeñas, ambos en estadios avanzados. 

Cabe destacar la presencia en un elevado porcentaje de pacientes con HTA (66.6%) como 

comorbilidad asociada, al igual que en la muestra general incluida inicialmente en nuestro 

estudio (30 CP y 30 CS). Solamente un caso de CP presentaba diagnóstico previo de EPOC. 

En la tabla 16 se recogen las características clínicas y epidemiológicas principales de 

ambos grupos. 
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Tabla 16: características de la población incluida en el estudio. 

 Cáncer de pulmón  (n=12) Control sano (n=9) 

Sexo (H/M)  8/4 2/7 

Edad media  63 ± 2 62 ±2 

Comorbilidad  HTA (66.6%), DM (41.6%) HTA (44.4%), DM (11%) 

Tabaquismo    

   - Fumador  6 (4H/2M) - 

   - Ex fumador  6 (4H/2M) - 

   - Nunca fumador  - 9 

Carga tabáquica    

   - Moderada (< 35p/año)  6 - 

   - Elevada (>70p/año)  6 - 

Histología   

   - Adenocarcinoma  6 (5H/1M) - 

   - Epidermoide  4 (1H/3M)  

   - CP células grandes  1(1H/0M)  

   - CPCP  1(1H/0M)  

Estadios CP   

   - I (a y b)  1 - 

   - II (a y b)  4 - 

   - III (a y b)  4 - 

   - IV  3 - 

HTA: Hipertensión Arterial, DM: Diabetes Mellitus, H: Hombre, M: Mujer, CP: Cáncer de Pulmón, CPCP: 
Cáncer de Pulmón de Células Pequeñas. 

 

Tras el análisis metabolómico de las muestras de suero, se obtuvieron los perfiles 

metabolómicos de cada uno de los sujetos integrantes del estudio. Estos perfiles 

mostraron diferencias de señales en distintos rangos de m/z del espectro de masas para 

cada grupo de estudio (CS, CP con CT moderada y CP con elevada CT), comprobándose 
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este hecho tras el análisis discriminante. La figura 36, muestra el perfil metabolómico 

representativo de cada grupo de estudio, donde se aprecian diferentes señales, cada una 

correspondiente a un metabolito determinado, y como puede observarse, en los tres 

perfiles existen diferencias tanto a nivel cualitativo como cuantitativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Espectros de masa de un sujeto de cada grupo a estudio: CS (control sano), 

CP (Cáncer de Pulmón) con CT (Carga Tabáquica) > 70 paq/año y CP con CT <35 

paq/año. 

El análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) mostró una clara 

separación de los diferentes grupos de estudio (figura 37), donde la componente t1 

separa el grupo CS de los dos grupos CP, siendo la componente t2 la que separa los 

grupos CP de diferente carga tabáquica, indicando la existencia de variables (metabolitos) 

que provocan la discriminación entre los mismos. Se aprecia, en definitiva una 

diferenciación entre los 3 grupos, con clara influencia de la carga tabáquica presente en 

cada uno de ellos. En la figura 38, se muestra el diagrama “loading plot” que representa 

una nube de puntos, en la que cada punto corresponde a un metabolito en concreto. 

Aquellos que se encuentran en los extremos (señalados con una flecha roja) son lo que 

influyen de forma significativa en la separación de los grupos de estudio (CP (CT>70) y CS), 

y por tanto son aquellos metabolitos que provocan la discriminación entre los mismos. 
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Figura 37. Diagrama correspondiente a la comparación de los tres grupos a estudio: CP 

(CT>70), CP (CT<35) y CS. En negro (clase 1) CS; Rojo (Clase 2) CP con CT >70 paq/año; 

y en Azul (Clase 3) CP con CT < 35 paq/año. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Diagrama “Loading plot” correspondiente a la comparación del grupo CP 

(CT>70) frente a CS. 

Los metabolitos causantes de esta discriminación, entre pacientes con diferente carga 

tabáquica y controles sanos se muestran en la tabla 17.  



Estudio de los perfiles metabolómicos en muestras de suero para el diagnóstico del cáncer de 
pulmón 

 

 
137 

Tabla 17. Metabolitos encontrados en el estudio con su m/z correspondiente en el 

espectro de masa 

N.S.: No significativo 

 

Los niveles del glutatión, indicativo de situación de estrés oxidativo a nivel celular, 

se encuentran disminuidos en pacientes con CP fumadores con respecto al grupo de 

sanos, observándose también que a mayor carga tabáquica, menor es el nivel detectado 

de este metabolito. Con el resto de metabolitos observados, ocurre justo al contrario, es 

decir, sus niveles aumentan en CP y el aumento es más evidente a mayor exposición al 

humo del tabaco. Este es el caso de la creatina, derivado de aminoácidos, y que 

constituye una fuente inmediata y directa para la producción de ATP; carnitina (C4, C10 y 

C12), encargados del transporte de los ácidos grasos de cadena larga desde el citosol a la 

matriz mitocondrial para la beta-oxidación; fosfolípidos de membrana, involucrados en 

alteraciones de la proliferación celular e invasión de células cancerosas; y por último el 

ácido picolínico, derivado sustitutivo de la piridina, y la valina, aminoácido esencial 

implicado en muchos procesos metabólicos (es un producto en la vía de síntesis de CoA). 
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Los niveles de valina, como se aprecia en el diagrama de barras de la figura 39, difieren de 

forma clara entre el grupo con CP y CT moderada y los pacientes con CP y CT elevada.  

Como hemos mencionado anteriormente, la mayoría de estas anormalidades 

metabólicas se acentuaron en pacientes con una CT elevada, lo que sugiere la influencia 

de la carga tabáquica en la aparición de estos procesos metabólicos en CP. 

Figura 39. Diagramas de barras de los metabolitos encontrados en nuestro estudio. 

Comparación de intensidad de ácido picolínico en controles sanos y pacientes con cáncer el pulmón CT>70. B: 

Comparación de intensidad de creatina en controles sanos, pacientes CP CT<35 y pacientes CP CT>70. C: 

Comparación de intensidad de diferentes fosfolípidos en controles sanos, pacientes CP CT<35 y pacientes CP 

CT>70. D: Comparación de intensidad de diferentes carnitinas en controles sanos, pacientes CP CT<35 y 

pacientes CP CT>70. E: Comparación de intensidad de valina en pacientes con CP CT<35 y pacientes CP CT>70. 

F: Comparación de intensidad del glutatión en controles sanos, pacientes CP CT<35 y pacientes CP CT>70. 
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6.1. REPERCUSIÓN DE LA HEMÓLISIS EN EL ESTUDIO 

METABOLÓMICO EN MUESTRAS DE SUERO DE PACIENTES CON 

CÁNCER DE PULMÓN 

La hemólisis se define como la rotura de los eritrocitos y la subsiguiente liberación 

de hemoglobina y otros componentes intracelulares al plasma circundante. Es posible 

diferenciar entre la hemólisis in vitro, que sucede durante la recogida, manipulación y el 

procesado de la muestra; e in vivo, propia de enfermedades sanguíneas. La elevada 

concentración de analitos intracelulares pueden mostrar un sesgo positivo como 

resultado de la liberación de éstos desde el compartimiento intracelular al plasma 

sanguíneo, llevando a posteriores errores analíticos (188).  

En el estudio de las variables pre-analíticas para evitar errores o sesgos en los 

resultados de un estudio metabolómico es preciso tener en cuenta diferentes puntos, 

responsables del 60-80% de los errores en estudios metabolómicos: 

6.1.1. Técnica de extracción de la muestra 

Quizás sea éste el aspecto que menos interés ha suscitado hasta el momento. 

Constituye el primer paso, y por tanto de gran importancia ya que una incorrecta 

extracción de la muestra puede determinar el resultado de todo un estudio y llevar a 

errores. 

En nuestro estudio, las muestras de sangre se obtuvieron por punción venosa de la 

región antero-cubital, después de 8 horas de ayuno (13), y fueron recogidas en tubos BD 

Vacutainer SST II con gel separador y sistema de vacío Advance. Tras la punción se 

conectó directamente al tubo de vacío para la recolección de la sangre, lo que disminuye 

la hemólisis al evitar el paso de jeringa a tubo. También, con el mismo fin, se evitó la 

extracción directa desde un catéter. La correcta posición del brazo, aplicación del 
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torniquete y cantidad de muestra en los tubos de recogida son medidas de gran 

importancia para evitar la hemólisis de las muestras, como viene explicado en el 

protocolo de extracción de muestras (Anexo 4). 

6.1.2. Tipo de muestra utilizada para el estudio: suero o plasma 

Existe amplia información acerca del tipo de muestra más apropiada para los 

estudios metabolómicos, aunque hasta el momento no se ha llegado a consenso. Wedge 

et al. en 2011 (142) encontraron una distribución en cuanto a metabolitos muy similar en 

suero con respecto a plasma con alguna diferencia en la distribución específica, 

concluyendo finalmente que ambas muestras biológicas son útiles para este tipo de 

estudio. Siendo estrictos, y como veremos a continuación, aunque realmente el 

componente de metabolitos sea muy similar, con pequeñas diferencias (la caracterización 

de metabolitos aumenta en suero con respecto a plasma, aunque en este último, la 

reproductibilidad es mayor) (189), (190), (191), (192) el uso de un recipiente u otro puede 

variar en el perfil metabolómico de suero con respecto a plasma, como sugiere Yin et al. 

(170) en su estudio. Dunn et al. (180), al contrario que Yin y su equipo, proponen como 

mejor medio para la obtención de metabolitos el suero. Los datos aportados por Dunn 

quedan reforzado por el estudio de Breier et al. (193) en 2014, en el que demostró que el 

uso de suero en tubos de gel en comparación con EDTA-plasma aporta mayor número de 

metabolitos, encontrando solamente cambios en la reproductibilidad de la meteonina. 

6.1.3. Idoneidad de los tubos de recogida 

Varias recomendaciones un tanto contradictorias sugieren que la interferencia en 

los estudios metabolómicos sobre muestras de sangre puede estar determinada por el 

tipo de recipiente (tubo) utilizado y fabricante del mismo (180), (194), (195). En el estudio 
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de Yin et al. (170) los resultados aportados hablan a favor del uso de plasma en tubos con 

EDTA-plasma, en detrimento de aquellos con heparina-litio con muestras de plasma o 

suero por el mayor “ruido químico”, punto en el que difieren Dunn et al. (180). Las 

razones por las que es más adecuado EDTA, enunciadas por Yin et al. (170) son las 

siguientes:  

 Los tubos de EDTA pueden inmediatamente incluirse en hielo, a diferencia de las 

muestras de suero que requieren una media hora de exposición a temperatura 

ambiente para que se produzca el coágulo.  

 El EDTA como quelante inhibe diversas enzimas e impide reacciones químicas que 

podrían alterar los resultados. 

 Los tubos de suero pueden permitir la activación de procesos adicionales 

relacionados con la actividad plaquetaria.  

 Unos niveles de plaquetas altos o extremadamente bajos, podrían afectar los 

patrones metabolómicos de las muestras de suero. 

Con iguales premisas, Kamlage et al. (179) proponen EDTA-plasma como medio 

ideal sobre heparina (con suero o plasma), ya que el primero no solo inhibe la 

coagulación, sino que también actúa sobre determinadas encimas glucolíticas con acción 

en el eritrocito. Observan por otra parte que periodos largos de incubación en EDTA 

conllevan una significativa disminución de los niveles de glucosa. Por otro lado Breier et 

al. (193) observan que la fiabilidad de las mediciones de metabolitos fue mayor en suero 

que en plasma. La mayoría de los metabolitos permanecieron estables durante 24 h 

expuestos a frio y a temperatura ambiente en tubos que no se centrifugaron. Las 

concentraciones de metabolitos séricos en su mayoría no se afectaron según el tipo de 

tubo y tras uno o dos ciclos de congelación-descongelación. 
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Ante la diversidad en las conclusiones de los diferentes estudios expuestos, estos 

comentarios tendrían que validarse (por ejemplo realizando en las mismas muestras 

análisis con suero y con plasma EDTA), y trabajos futuros podrían aclarar estos aspectos. 

El fin sería diseñar estudios metabolómicos en los que la fase pre-analítica contemplase la 

identificación del metabolito más afectado por otras causas; determinar cuál es la fuente 

más importante de variabilidad en esta fase; definir los procedimientos operativos 

estándar recomendables para suero y plasma para minimizar los efectos pre-analíticos, y 

por último desarrollar herramientas de control en esta etapa (179). 

6.1.4. Tiempo de permanencia de las muestras a temperatura 

ambiente antes de su congelación 

El tiempo hasta la centrifugación de la sangre, la alta afinidad en la unión de la 

hemoglobina al oxígeno y el sistema antioxidante eritrocitario (glutatión oxidasa), hacen 

del plasma más susceptible de procesos de oxidación, por ello es de gran importancia 

minimizar los tiempos en todos los pasos, no solo en procesos pre-analíticos ya 

mencionados, sino también en los tiempos de centrifugación y 

congelación/descongelación de las muestras (179), (181). Al mantener las muestras a 

temperatura ambiente durante diferentes intervalos horarios se ha observado un 

aumento de determinados metabolitos (la hipoxantina un 800% y la esfingosina 1-fosfato 

380%, tras 2 horas de exposición), variando en gran medida la estabilidad de los mismos 

en las 4 primeras horas si se colocan las muestras de plasma inmediatamente tras su 

obtención en hielo. Ante estos resultados, los autores del trabajo recomiendan el uso de 

estos dos metabolitos como marcadores de errores en procesos pre-analíticos. También 

se ha observado que además de los cambios obtenidos, si el tiempo de exposición a 
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temperatura ambiente supera las 8–24 horas, aumentan los niveles de  linoleil y carnitina 

(185). Bernini et al. (181), encuentran alteraciones en el metaboloma después de la 

exposición a temperatura ambiente durante 24h, estos cambios fueron más pronunciados 

para la glucosa, el lactato y piruvato. 

6.1.5. Transporte de las muestras 

Para el envío, las muestras idealmente deben ser separadas y congeladas 

inmediatamente después de la recolección, ya que algunos aminoácidos y aminas 

biogénicas se vuelven inestables tras 3 h de exposición al frío. Según Breier et al. (193), el 

suero en tubos de gel de barrera pueden utilizarse con seguridad para este proceso ya 

que no tienen efecto sobre la concentración en la mayoría de los metabolitos. Por otro 

lado, el envío de muestras no centrifugadas en los paquetes fríos es una alternativa 

rentable para la mayoría de los metabolitos. 

Hasta el momento, todos los estudios coinciden en minimizar al máximo los 

tiempos de congelación de las muestras para su posterior transporte y análisis. De esta 

forma se evitan posibles sesgos y errores finales. 

6.1.6. Número de ciclos congelación/descongelación 

Aunque de forma unánime se considera que hay que minimizar los ciclos de 

congelación/descongelación, Breier et al. (193) en su estudio comprueban que las 

concentraciones de metabolitos séricos en su mayoría no se afectaron según el tipo de 

tubo y tras uno o dos ciclos de congelación-descongelación. Igualmente, y de forma 

inesperada, Yin et al. (185) observaron que hasta cuatro ciclos de 

congelación/descongelación solo modificaron ligeramente el metaboloma en las 

muestras de EDTA-plasma procesadas.  
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Con todas las consideraciones anteriores y a modo de resumen, podemos afirmar 

que las muestras de suero son especialmente útiles en estudios metabolómicos en los 

que se pretende un barrido del metaboloma al aportar un mayor número de metabolitos; 

los tubos con gel separador en este tipo de muestras ofrecen ventajas en cuanto a 

tiempos de congelación al no presentar efectos en la mayoría de los metabolitos, y por 

último, resultan fáciles en el transporte.  

En el presente estudio hemos relacionado la interferencia de la hemólisis en los 

perfiles metabolómicos de pacientes con CP concretamente y como al aumentar el índice 

hemolítico la diferenciación entre los dos grupos a estudio se hace más patente, 

afectando directamente en los resultados finales. Proponemos un sistema de recogida y 

mantenimiento de muestras específicos (anexo 4) que ha aportado muy buenos 

resultados. 

6.2. PERFILES METABOLÓMICOS EN PACIENTES CON CÁNCER DE 

PULMÓN Y SUJETOS SANOS EN MUESTRAS SIN HEMÓLISIS 

6.2.1.  Patrones metabolómicos  

De forma general, en la literatura encontramos múltiples estudios en sangre (tanto 

en suero como en plasma), en los que tras la aplicación de diferentes técnicas 

metabolómicas, se han obtenidos perfiles que podrían relacionarse con el CP. Entre los 

metabolitos detectados aparecen aminoácidos (196), lípidos (38), ácidos grasos (156) y 

los involucrados en el metabolismo de la glutamina. Todos ellos sugieren diferencias en 

los perfiles entre sanos y pacientes con CP, pero con un amplio abanico de posibilidades 

en cuanto a la obtención de un biomarcador útil hasta el momento (169). Los siguientes 
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supuestos pueden estar involucrados en esta variabilidad o poca unificación en cuanto 

resultados:  

 Variabilidad poblacional en la que se realizan los estudio, tanto intrínseca como 

extrínseca. 

 Falta de estandarización metodológica tanto en fases iniciales de recogida de 

muestras como en fases analítica. 

 Limitaciones en cuanto al conocimiento del metaboloma humano y su relación 

con las diferentes vías metabólicas implicadas en procesos patológicos, como el 

cáncer de pulmón. En este sentido es muy importante la capacidad de 

detección de metabolitos. Nuestro grupo de estudio, con las técnicas aplicadas 

que presentan una alta resolución, detectan unos 1.200 metabolitos frente a la 

capacidad de detección de entre 400 y 600 metabolitos en la mayoría de 

trabajos publicados hasta la fecha. 

En relación a los resultados obtenidos en nuestro estudio, hemos encontrado una 

clara discriminación entre los perfiles metabolómicos de pacientes con CP, CE y controles 

sanos. Así mismo, hemos identificados los metabolitos causantes de las diferencias 

encontradas y relacionado con rutas previamente conocidas en procesos neoplásicos. En 

la tabla 18 se observan las diferentes vías metabólicas implicadas.  

Tabla 18. Vías metabólicas que intervienen en el proceso. 

 

Vía metabólica 

Componentes 

totales 

          

Valor p 

        

FDR 

   

Impacto 

Metabolismo de arginina y 
prolina 

77 1.23·10-4 0.01 0.16 

Metabolismo de Pirimidinas 60 0.003 0.14 0.00 

Biosíntesis de aminoacil-
ARNt 

75 0.005 0.15 0.00 
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Metabolismo de las purinas 92 0.008 0.16 0.01 

D-arginina y L-ornitina 
metabolismo 

8 0.013 0.21 0.00 

Metabolismo de D-glutamina 
y el de D-glutamato 

11 0.018 0.24 0.03 

Metabolismo de Alanina, 
aspartato y el del glutamato 

24 0.039 0.44 0.21 

Metabolismo de Valina, 
leucina e isoleucina  

27 0.044 0.44 0.00 

Metabolismo del glutatión 38 0.062 0.51 0.00 

Metabolismo del nitrógeno 39 0.063 0.51 0.00 

Metabolismo de Glicina, 
serina y treonina  

48 0.077 0.56 0.10 

Metabolismo Porfirina y la 
clorofila  

104 0.162 1.00 0.0 

 

En nuestro estudio, los metabolitos obtenidos están relacionados con rutas 

conocidas en procesos neoplásicos. Se han obtenido, con niveles sobreexpresados en 

pacientes con cáncer de pulmón los fosfolípidos, glutamina y treonina, y con niveles 

disminuidos, urea, L-ornitina, lisofosfolípidos y triacilglicéridos.  

Los fosfolípidos, componentes principales de las membranas celulares, con 

relevancia en el metabolismo energético y en vías de señalización celular (153). En 

diferentes estudios se ha señalado el aumento de los fosfolípidos en procesos cancerosos 

de diferente estirpe y localización, en relación principalmente con el aumento de 

proliferación celular típica de estos procesos (178). Así mismo, se ha observado que la 

expresión de la enzima colina quinasa se encuentra aumentada. Esta enzima es necesaria 

para la síntesis de fosfatidilcolina y fosfatiletanolamina (principal fosfolípido encontrado 

en membranas celulares), y su expresión en tumores de muchos tejidos se relaciona con 

un peor pronóstico (197). 

La glutamina, se relaciona con el metabolismo energético celular como uno de los 

sustratos más importantes en esta vía. Cabría esperar por tanto, una disminución de los 

niveles de este aminoácido en procesos tumorales por el mayor consumo del mismo. Sin 



Discusión 

 
150 

embargo, en un estudio sobre el cáncer gástrico y de colon se ha puesto de manifiesto 

que los niveles de diferentes aminoácidos están elevados en estos tejidos tumorales en 

comparación con el tejido normal (198). En el caso del cáncer de colon se ha visto que la 

conversión de glutamina a glutamato y su intervención en el ciclo de Krebs en la vía del α-

cetoglutatato es esencial en la inducción del oncogén K-Ras para el crecimiento de células 

tumorales (36). La actividad de la encima glutaminasa (con actividad en el paso de 

glutamina a glutamato), está relacionada con el crecimiento tumoral, y la inhibición de la 

misma disminuye la tasa de crecimiento (199). En los resultados aportados por Hori y su 

equipo (13), los niveles de expresión de la glutamina eran significativamente mayores en 

el tejido pulmonar de pacientes con cáncer de pulmón en comparación con tejido 

pulmonar sano, y con otros tipos de tumor, como el de estómago o colon. En 

contraposición a estos resultados, Puchales-Carrasco (157), encuentran el nivel de este 

aminoácido disminuido en pacientes con cáncer de pulmón con respecto a sujetos sanos. 

Sin embargo, la importancia pronostica de la glutamina y las enzimas implicadas en su 

metabolismo en el cáncer de pulmón no han sido bien estudiadas hasta el momento. 

Parece ser que el humo del tabaco así como los fenómenos inflamatorios a nivel celular 

podrían estar en relación con unos niveles elevados de glutamina (200). 

La treonina, también con niveles elevados en el CP. Se trata de un aminoácido 

importante en el metabolismo de otros aminoácidos como la glicina y alanina, e implicado 

en diversas rutas metabólicas. El incremento de los niveles de treonina sugiere una alta 

actividad de LKB1 como respuesta para detener el crecimiento tumoral. En nuestro 

estudio se observa un aumento de su expresión en muestras de suero de pacientes con 

cáncer de pulmón, al igual que en otros estudios como el de Hori el al. (13). Sin embargo, 

otros autores como Wen et al. (169) en su estudio refieren una disminución de la 
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expresión de este aminoácido en pacientes con adenocarcinoma de pulmón en 

comparación con controles sanos. Igualmente, Puchades-Carrasco et al. (157) encuentran 

una disminución de este aminoácido para pacientes con CPNCP en comparación con 

sanos. Por otro lado conocemos que la hipoxia es una de las características encontradas 

en las áreas pobremente vascularizados de tumores sólidos, pero las células cancerosas 

pueden sobrevivir en estas áreas. Este mecanismo pasa por una adaptación de las células 

tumorales en las que la hipoxia no es uniforme por todo el tumor, y en las zonas 

afectadas se favorece la autofagia como vía para la producción de ATP y por tanto, como 

fuente de energía. En esta situación, se ha observado un aumento de aminoácidos como 

la treonina, prolina o glutamina, debido posiblemente a un aumento de la absorción de 

aminoácidos, o a una disminución de la síntesis de proteínas en este contexto. El 

aumento del catabolismo proteico que tiene lugar en situaciones de hipoxia, junto con la 

autofagia, proporcionan a las células el sustento metabólico necesario (167).  

En cuanto a aquellos metabolitos con niveles disminuidos en el grupo de cáncer de 

pulmón, la L-orinitina es un compuesto químico orgánico del grupo de los α-aminoácidos 

implicado en el ciclo de la urea. En el estudio publicado por Hori (13), los niveles de este 

aminoácido aparecen aumentados en muestras de tejido pulmonar de pacientes con 

cáncer de pulmón, al comparar con CS. En nuestro estudio, sin embargo, los niveles de L-

Orinitina se encuentran descendidos en pacientes con CP. Teniendo en cuenta su ruta 

metabólica, podría ser explicado por un uso anómalo de la L-arginina, alteraciones en la 

enzima convertidora a este nivel y en el paso de glutamato a ornitina (lo que podría estar 

en relación con una alteración metabólica necesaria de las células cancerosas para 

favorecer la producción de energía, en este caso por la vía glucolítica). La urea, también 

disminuida en pacientes con cáncer de pulmón, constituye el paso final en la degradación 
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de los aminoácidos (134), y con relación directa por tanto en el metabolismo energético. 

En los procesos cancerosos existe una alta tasa de reposición de diferentes compuestos 

para la síntesis de proteínas y otros compuestos celulares. Un consumo y por tanto 

disminución de productos intermediarios como la orinitina, puede llevar a una 

disminución de la urea. Los lisofosfolípidos son moléculas de señalización de membranas 

con relevancia en variedad de procesos fisiológicos, entre los que está presente el cáncer 

(8). En un ensayo publicado en 2010 en ratones, observaron la importancia de los 

lisofosfolípidos en la angiogénesis, migración e invasión de células endoteliales, 

convirtiéndose así en una importante diana molecular en la terapia contra el cáncer (201). 

En nuestro estudio, este metabolito se encuentra disminuido, probablemente en relación 

con el aumento de proliferación vascular propio de estos procesos.  

Los niveles de triacilglicéridos se encuentran disminuidos, probablemente en 

relación con un mayor consumo de energía y fomento por tanto de la  -oxidación, vía 

metabólica aumentada en procesos cancerosos en los que existe un incremento de la 

lipolisis, con movilización de TAGs. En los casos de caquexia paraneoplásica se ha 

comprobado este hecho al observase un aumento de de la proteólisis, del recambio de la 

glucosa o resistencia a la insulina entre otros (202). La insulina cobra mayor relevancia en 

el metabolismo de los lípidos, de forma indirecta en el consumo de ácidos grasos al 

constituir la principal reguladora de la síntesis de TAGs. 

En resumen, en nuestro estudio encontramos aumentados los niveles de 

fosfolípidos, en relación con aumento de la formación de estructuras celulares en 

procesos tumorales. En base a esto podemos decir que el hallazgos de TAGs disminuidos 

en pacientes con cáncer de pulmón, va en consonancia con lo anterior, al precisar una 

movilización de las reservas lipídicas en procesos tumorales para facilitar la proliferación 
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celular. Igualmente, y continuando con metabolitos intermediarios del metabolismo 

lipídico, es lógico pensar que en pacientes con CP los lisofosfolípidos se encuentren 

disminuidos por el aumento de la angiogénesis propia de estos procesos. El resto de los 

metabolitos encontrados: la glutamina y treonina con niveles elevados, así como la urea y 

L-ornitina con niveles inhibidos, se encuentran relacionados en todos los casos con el 

metabolismo energético celular. En el caso de los dos primeros, constituyen sustratos 

iniciales y parece que el aumento en procesos cancerosos está en relación con un menor 

consumo de éstos en procesos de formación de proteínas. Por otro lado, y en relación con 

lo anterior, tanto la urea como la L-ornitina se encuentran disminuidos en pacientes con 

CP por el menor catabolismo proteico y reciclaje de aminoácidos presente en los procesos 

tumorales.  

En la figura 40 se observa la interacción de los diferentes compuestos implicados en 

las vías metabólicas mencionadas y la figura 41 la relación entre los ciclos de los ácidos 

tricarboxílicos y la urea. 

Figura 40. Metabolismo de los aminoácidos y vías metabólicas centrales.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Baynes, JW. Bioquímica médica 3ª Ed. 2011 
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Figura 41. Relación del ciclo de los ácidos tricarboxílico y el de la urea.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Baynes, JW. Bioquímica médica 3ª Ed. 2011 

6.2.2.  Patrones metabolómicos en diferentes tipos histológicos 

En relación a los perfiles metabolómicos en los distintos tipos histológicos del CP, ya 

Hori y su equipo (13) encuentran diferencias entre los tres grandes grupos 

adenocarcinoma, epidermoide y cáncer de pulmón de células pequeñas. Por otro lado, 

Wen et al. (169) en 2013 distinguen entre adenocarcinoma y sujetos sanos encontrando 

diferencias en cuanto a niveles de aminoácidos y otros ácidos orgánicos y lípidos. Este 

grupo también describe alteraciones en perfiles hormonales, los sulfatos de tres 

hormonas sexuales, testosterona, androsterona y la pregnenolona, disminuyeron de 

forma significativa en el plasma de pacientes con adenocarcinoma de pulmón con 

respecto a controles sanos. Ambos grupos usaron como método de análisis GC-MS, en el 

caso de Wen, combinado con LC-MS. En nuestro estudio, a pesar de disponer de un 

número muestral reducido, con el uso de técnicas de DI-ESI-QqQ-TOF-MS se logra una 

clara discriminación entre los diferentes tipos histológicos, sin poder por el momento 
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diferenciar el metabolito o los metabolitos responsables, a falta nuevas determinaciones, 

ya en marcha en por nuestro grupo.  

6.3. INFLUENCIA DE LA CARGA TABÁQUICA EN LOS PERFILES 

METABOLÓMICOS DE PACIENTES CON CÁNCER DE PULMÓN 

Existe una amplia evidencia científica acerca del tabaco y su relación establecida 

con diferentes procesos patológicos, entre ellos el CP. Se considera que este hábito 

constituye una fuente de oxidantes exógenos que conducen, cuando el hábito es 

continuado, a una inflamación crónica de la vía aérea con acumulación y activación de 

leucocitos y polimorfonucleares, que conllevan un aumento de los niveles de Metabolitos 

Reactivos del Oxígeno (ROMs) y de óxido nítrico. Un balance negativo entre los 

mecanismos antioxidantes (como la enzima superóxido dismutasa) encargados de la 

protección del tejido pulmonar y los ROMs puede conducir a un aumento del estrés 

oxidativo en el tejido pulmonar. Medir los ROMs puede resultar útil para comprobar el 

daño producido a nivel pulmonar, pero resulta complicado debido a su corta vida media 

(50).  

El estudio de los metabolitos intermediarios de la nicotina y otros componentes del 

tabaco constituye otra vía utilizada para comprobar el daño ocasionado por éste. Existen 

múltiples publicaciones enfocadas al estudio del papel de la nicotina y sus derivados, 

nitrosaminas específicas del tabaco o hidrocarburos aromáticos policíclicos entre otros, 

que pretenden en primer lugar aclarar el papel de estas sustancias mencionadas en la 

fisiopatogenia del cáncer en pacientes expuestos al humo del tabaco (203), (204). Para 

esto, la metabolómica está jugando un papel muy importante en los últimos años. Uno de 

los estudios más relevantes por el gran tamaño muestral es el realizado por Xu et al. 
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(205), aunque no incluyen entre los grupos a estudio pacientes con CP. En él comparan 

los perfiles metabolómicos de sujetos fumadores, con no fumadores o ex fumadores, 

encontrando diferencias significativas entre los tres grupos y poniendo de manifiesto que 

en la evaluación tras el cese del hábito tabáquico, gran parte de los metabolitos 

encontrados vuelven a sus niveles normales.  

6.3.1.  Influencia de la carga tabáquica en los perfiles metabolómicos 

en diferentes muestras biológicas. Estado de la cuestión.  

El tipo de muestra utilizado en los estudios metabolómicos ha sido diverso. En el 

estudio de la influencia o relación del tabaco con diferentes procesos neoplásicos 

destacan las siguientes:  

 Las muestras de orina se han utilizado en numerosos estudios, como el de 

Hetch et al. (206), que evalúan el riesgo de cáncer en fumadores con respecto a 

no fumadores, determinando que ciertos metabolitos, como el 

4(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL), derivado de nitrosaminas 

específicas del tabaco; el r-1,t-2,3,c-4-tetrahydroxy-1,2,3,4-

tetrahydrophenanthrene (Phet), derivado de hidrocarburos aromáticos 

policíclicos; N'-nitrosonornicotine (NNN), también derivado de nitrosaminas 

específicas del tabaco y la cotinina (derivado de la nicotina), se relacionan con 

un riesgo aumentado de cáncer. Otros estudios como el de Camella et al. (207), 

también en orina, y el de Yuan et al. (51), evalúan el riesgo de CP en pacientes 

fumadores y continúan encontrando elevados algunos de los metabolitos 

mencionados por Hecht, como el NNAL, Phet y la cotinina en este tipo de 

tumor. En este estudio además, asocian el NNN con un mayor riesgo para el 
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cáncer de esófago específicamente. También en orina pero con el estudio de 

compuestos orgánicos volátiles (Volatile Organic Compounds, VOC) en esta 

muestra, Yuan et al. (208), en 2012 hacen una comparación entre los 

resultados mencionados anteriormente y los metabolitos del ácido 

mercaptopurínico, presentes en VOC en muestras de sujetos fumadores, 

concluyendo que presentan menor importancia como factor de riesgo para el 

CP, en comparación con el PAH y las nitrosaminas específicas del tabaco, como 

el NNK. Estos resultados fueron superponibles a los obtenidos por otros grupos 

(209). Otros autores proponen como marcadores de tabaquismo a nivel 

metabolómico cotinina, nicotina-N'-óxido, y trans-3'-hidroxicotinina, 

metabolitos de la nicotina que aumentaban sus niveles en fumadores con 

respecto a ex fumadores o nunca fumadores (210).  

 Como hemos mencionado anteriormente, el humo del tabaco es una fuente de 

radicales libres y especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno, principales 

causantes de estrés oxidativo, de ahí el interés que suscita el análisis de los VOC 

en el aire exhalado, que constituye un método indirecto para cuantificar dicho 

estrés en las vías aéreas. Se han realizado estudios en población sana para 

observar este hecho. En el artículo publicado por Jareño-Esteban et al. (166), 

sobre el análisis de VOCs analizados (hexanal, heptanal, octanal, nonanal, ácido 

propanoico y ácido nonanoico) mediante identificación de los tiempos de 

retención en cromatografía de gases con detección mediante espectrometría 

de masas, reveló que sólo el nonanal está asociado al consumo de tabaco, 

actual o previo. Al ser un producto secundario de la destrucción de la 

membrana celular, su hallazgo probablemente muestra daño celular en 
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personas fumadoras y permanece una vez cesa el hábito, manteniéndose el 

estrés oxidativo a nivel celular, por lo que es más probable una evolución a 

patología inflamatoria o tumoral, dependiendo en parte del polimorfismo del 

citocromo P450 (49).  

Todos los trabajos mencionados están enfocados al estudio de vías ya conocidas y 

relacionadas con el tabaco. Se basan principalmente en el aumento del estrés oxidativo 

dependiente del hábito tabáquico (hay que tener en cuenta que otros factores como el 

envejecimiento también influyen de forma independiente en este hecho). En nuestro 

estudio pretendemos identificar los metabolitos a nivel sérico que pueden estar 

relacionados con el hábito tabáquico, y por lo tanto, aumentan el riesgo de padecer CP. 

Para ello se han estudiado pacientes ya diagnosticados de neoplasia a nivel pulmonar.  

Se ha observado que ciertos metabolitos en las muestras de suero incluidas en el 

análisis varían su expresión entre los diferentes grupos de estudio. En el caso del 

glutatión, sus niveles disminuyen en los grupos de cáncer de pulmón con respecto a 

sujetos sanos (se ha encontrado una disminución de los niveles de este metabolito en 

pacientes con CPNCP y mutación de KRAS, presente en el 20-25% de este tipo de tumores 

(159)). El descenso fue mayor a mayor carga tabáquica. Se trata de un tripéptido no 

proteico que contiene un enlace peptídico inusual entre el grupo amino de la cisteína y el 

carboxilo de la cadena lateral del glutamato (en el estudio publicado por Hori et al. (13), la 

cisteina modifica sus niveles en CP, influenciados por la exposición al tabaco). En su 

biosíntesis también interviene la glicina, con niveles disminuidos en pacientes con 

adenocarcinoma en comparación con sujetos sanos según algunos estudios (153). El 

glutatión (con acción antiradical libre y peróxidos), constituye una defensa celular 

antioxidante que protege contra los ROS. Alteraciones en el mecanismo antioxidante 
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conlleva daño a nivel de proteínas, ácidos grasos poliinsaturados y de ADN, fomentando 

así la carcinogénesis (147). Los restantes metabolitos muestran una presencia elevada: 

valina, aminoácido esencial (es uno de los 20 aminoácidos codificadores para el ADN) 

cuyos niveles se han visto alterados en procesos neoplásicos, concretamente en muestras 

de tejido pulmonar de pacientes con CP, en los que sus niveles están aumentados (13). 

Ácido picolínico, producto intermediario en la degradación del triptófano, sin relación 

hasta el momento con el CP, aunque sabemos que está involucrado en el metabolismo 

energético celular, modificado en procesos neoplásicos. Otros metabolitos 

sobreexpresado han sido: algunos fosfolípidos de membrana, carnitina y la creatina. 

Todos ellos relacionados con rutas previamente conocidas en el proceso del cáncer, 

involucrados principalmente en el metabolismo energético y estrés oxidativo a nivel 

celular. En el caso de fosfolípidos, existen múltiples estudios en los que ponen de 

manifiesto la relación con patologías cancerosas, además de relacionarse con variaciones 

en la expresión de varios subtipos en función de la exposición al humo de tabaco (204), 

(205). La carnitina, sintetizada a partir de los aminoácidos lisina y meteonina, está 

involucrada en el metabolismo energético, transportando los grasos al interior 

mitocondrial, lo que sugiere un metabolismo lipídico anormal en pacientes con cáncer de 

pulmón (141). En cuanto a la exposición a los efectos de tabaco, no existen datos en la 

literatura hasta el momento sobre este metabolito. La creatina, también relacionada con 

el CP, e incluso con los diferentes estadios de la enfermedad, ha sido estudiada y 

comparada con otras enfermedades pulmonares con severa afectación del metabolismo 

en general, como la EPOC, sin encontrar alteraciones atribuidas a esta patología ni 

relación con el hábito tabáquico, por lo que podría suponer una posible diana como 

biomarcador para el CP, a falta de más estudios para confirmar (211), (210). 



Discusión 

 
160 

El estudio se ha realizado sobre muestras de suero que presenta una gran ventaja 

porque permite caracterizar un número mayor de metabolitos que el plasma, aunque en 

este último la reproducibilidad es mayor por la mayor estabilidad de este fluido. Si es 

importante mencionar que el suero supone una mejor matriz de biomarcadores con 

respecto a otro tipo de muestras como la orina, porque no depende de la excreción renal 

(203), (189).  

6.3.2. Relevancia de estos hallazgos en el campo de la metabolómica 

en el cáncer de pulmón  

Hasta el momento todos los metabolitos encontrados por diversos autores 

relacionando CP y tabaco han sido en su mayoría en muestras diferentes al suero, y todos 

ellos relacionados directamente con la nicotina y nitrosaminas específicas del tabaco (las 

que con mayor evidencia se han relacionado con CP han sido el NNK y PAH). En el 

presente estudio piloto se han utilizado muestras de suero de pacientes con cáncer de 

pulmón expuestos al humo de tabaco, evaluándose el perfil metabolómico de una forma 

global y no dirigido a metabolitos concretos previamente seleccionados, lo que 

proporciona una visión mucho más amplia del problema a analizar sin estar condicionado 

por los resultados de estudios previos. La evaluación de la influencia del humo de tabaco 

en los perfiles metabolómicos de pacientes con CP es novedosa, aunque el tamaño 

muestral utilizado sea menor a otros estudios de metabolómica dirigida. Con todo ello se 

ha observado que la presencia relativa de determinados metabolitos varía en pacientes 

con diagnóstico de CP con respecto a sanos, y se ha podido comprobar cuáles de ellos 

podrían estar influenciados por el consumo de tabaco, y en qué medida, destacando 
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algunos metabolitos como el glutatión o la creatina, los cuales pueden relacionarse con 

distintos mecanismos patológicos propios de esta enfermedad. 

6.4. PERSPECTIVAS DE FUTURO Y NUEVAS LINEAS DE 

INVESTIGACIÓN 

6.4.1. Patologías a nivel respiratorio relacionadas con CP.  

Es de gran interés el estudio de aquellas enfermedades pulmonares que puede 

predisponer al CP, ya que estrategias dirigidas al conocimiento fisiopatológico y 

prevención de las mismas podría modificar el curso de la enfermedad y posterior 

desarrollo de otros procesos como el cáncer. Este es el caso de la Enfermedad Pulmonar 

Obstructiva Crónica (EPOC) con o sin la coexistencia de enfisema pulmonar.  

Otra enfermedad pulmonar estudiada y relacionadas con el CP es el asma. En este 

caso concreto parece presentar una relación inversa, incluso se ha propuesto la hipótesis 

de que el asma podría reducir el riesgo de CP, quizás asociado a su eficiente eliminación 

de células anormales. Tratamientos prolongados con corticoides (tanto vía inhalada con 

vía oral), podrían tener un papel importante en la vía inflamatoria y explicar en parte esta 

relación inversa entre asma y CP (212). La relación entre neumonía y CP también ha sido 

establecida, dependiendo según parece del tiempo trascurrido entre el diagnóstico de 

ambas (213). 

Aquellos pacientes diagnosticados de EPOC presentan un mayor riesgo de CP (214), 

y la asociación con enfisema (con uso de tomografía computarizada para su diagnóstico) 

está vinculado con una menor tasa de supervivencia entre los pacientes con CP de 

diagnóstico temprano (215). Por otro lado, se conoce que la incidencia de EPOC aumenta 
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el riesgo de CP hasta 4,5 veces (a mayor gravedad de la EPOC, medida en valores de FEV1, 

mayor riesgo de CP y peor pronóstico) (216), (217), (218), siendo considerado como 

factor de riesgo independiente (219). Esta relación se ha asociado tanto para la EPOC con 

enfisema como en bronquitis crónica, e historia de tabaquismo, no siendo significativa en 

aquellos que presenten EPOC pero no han sido fumadores (219), (220). La asociación de 

CP y enfisema parece predominar sobre el fenotipo de bronquitis crónica.  

Esta interesante asociación sugiere que la EPOC y el cáncer de pulmón presentan 

procesos patológicos que se superponen, por lo que es importante establecer las 

diferencias entre ambas enfermedades (tabla 19) (216). 

Tabla 19. Diferencias en la patogénesis del cáncer de pulmón y la EPOC. 

CÁNCER DE PULMÓN EPOC 

Anti-apoptosis Aumento de la apoptosis 

Pro-invasión de tejidos Degradación de la matriz extracelular 

Proliferación celular ilimitada Reparación tisular inefectiva 

Angiogénesis mantenida Angiogénesis limitada 

 

El tabaco es un conocido factor de riesgo para el CP y la EPOC. Parece ser que la 

inflamación juega un papel importante en la patogénesis de ambas enfermedades (221), 

(222). Como sabemos, el humo del tabaco contiene un alto índice de ROS que induce 

inflamación en las vías aéreas y mutaciones a nivel del ADN de células epiteliales a este 

nivel. El riego de desarrollo de CP no desaparece tras el cese del hábito tabáquico (223). 

Aunque la expresión de muchos de estos genes, especialmente antioxidantes y genes que 

metabolizan fármacos, vuelven a su correcto funcionamiento tras dos años sin fumar, un 

número significativo de oncogenes y genes supresores de tumores pueden estar activos 
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décadas después del abandono del hábito. De igual manera el proceso inflamatorio local 

producido por los ROS en relación con el humo del tabaco, permanece en pacientes con 

EPOC a pesar de haber dejado de fumar, lo que explicaría la persistencia y progresión de 

la enfermedad a posteriori (224), (222). Este mecanismo de inflamación conduce a la 

aparición de neoplasias, como también se observa en otros órganos: Esofagitis por 

reflujo, inflamación gástrica por Helicobacter pylori, hepatitis viral, colitis ulcerosa… (225). 

Desde el punto de vista metabolómico, recientemente se están abriendo vías de 

estudio que pretenden establecer la relación entre pacientes con EPOC y aquellos que 

presentan CP como herramienta útil para mejor conocimiento de la patogenia de ambas 

enfermedades. En el estudio de Deja et al. publicado en 2014 (211), se compara mediante 

el uso de técnicas metabolómicas basadas en RMN en muestras de suero, tres grupos de 

pacientes: 1. EPOC; 2. Cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPNCP) en estadios 

precoces (estadio I y II) y tardíos (estadios III y IV); y 3. CPNCP asociado a EPOC.  

En el primer grupo, observaron una diminución de lipoproteínas y N,N-

dimetilglicina, junto con el incremento de glutamina, fenilalanina, 3-metilhistidina y 

cuerpos cetónicos en todos los pacientes con EPOC. Por otro lado, los aminoácidos de 

cadena ramificada estaban alterados (disminuidos) sólo en pacientes con EPOC en estadio 

IV de la GOLD (226). Estos resultados coinciden con lo publicado por otros autores en los 

que existe una reducción de los niveles de valina, alanina e isoleucina en pacientes con 

EPOC comparados con sanos (227). Por otro lado los perfiles metabolómicos de los 

pacientes con CP y EPOC de forma simultánea presentaron diferencias significativas al 

comparar con el grupo de pacientes que solo padecen EPOC. Los niveles de acetato, 

citrato y metanol están reducidos en pacientes con CPNCP comparado con pacientes con 

EPOC. En el estudio de Rocha et al. (228) los resultados son similares al comparar CP con 
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sujetos sanos: niveles disminuidos de citrato en tejido tumoral, en comparación con 

tejido sano (lo que sugiere una mayor actividad del ciclo de Krebs en el tejido tumoral) 

(35). Además de niveles disminuidos de citrato, los niveles de glucosa, formiato, acetato, 

varios aminoácidos (alanina, glutamina, histidina, tirosina, valina), y metanol también 

estaban alterados. Los niveles de piruvato y lactato, sin embargo, estaban aumentados.

   

En conclusión, Deja et al. (211) mencionan 6 metabolitos útiles para diferenciación 

entre estadios de CP. Tres de ellos aparecen cuando la EPOC es considerada como posible 

sustrato para CP: dos señales de acetil glicoproteínas (NAC1 y NAC2) y glicerol. Otros 

biomarcadores encontrados incluyen isoleucina, acetoacetato y creatina, sin embargo 

estos metabolitos solo se correlacionan con los estadios de CP y no con la EPOC.  

El hecho de comparar los perfiles metabolómicos de pacientes con CP y/o EPOC, 

supone una interesante vía para la detección de biomarcadores precoces, enfocados a un 

grupo de especial riesgo para el desarrollo de CP, como se ha mencionado anteriormente.  

6.4.2. Perspectivas de futuro y nuevas líneas de investigación 

abiertas  

Las PERSPECTIVAS DE FUTURO y NUEVAS LÍNEAS DE INVESTIGACIÓN de nuestro 

grupo, atendiendo a lo mencionado anteriormente son las siguientes:  

 Comparar los perfiles metabolómicos y metabolitos causales de posibles 

diferencias entre perfiles entre CS, CP y población de riesgo especial para 

padecer CP (principalmente pacientes con EPOC tipo enfisema y tabaquismo > 

20 paquetes año). Para este fin ya se ha solicitado para su financiación una 

Beca, ofertada por el Sistema Andaluz de Salud. 
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 El área sanitaria de Huelva incluye zona industrial con diversos alérgenos 

ambientales no bien catalogados en cuanto a su relación con la patología 

tratada en nuestro estudio. Sería una cuestión a considerar en futuros estudios, 

con mayor tamaño muestral y diversidad poblacional (por la influencia en el 

metaboloma de las condiciones ambientales). 

 Detectar diferencias en los perfiles metabolómicos y metabolitos causantes de 

las posibles diferencias entre pacientes con CP en estadios precoces (estadios I 

y II) y estadios tardíos (III y IV). Además, pretendemos tras aumento del 

número muestral, continuar con la búsqueda de diferencias en los perfiles 

metabolómicos entre los diferentes tipos histológicos de CP.  

 Estudios metabolómicos comparativos entre muestras de suero, orina y LBA. En 

la actualidad, además de los resultados presentados en este estudio, existen 

datos preliminares de estudios pilotos tanto en orina como en LBA, pendientes 

de validar. 

 Posibles análisis comparativos sobre la correlación entre muestras de biopsia 

bronquial (tejido) y LBA. Este último, con poca representación en los estudios 

metabolómicos dirigidos al CP, dado que su obtención es más fácil y menos 

invasiva que biopsias de tejido pulmonar, puede aportar información 

importante del lecho tumoral con menos riesgos para el paciente.  

 Profundizar en las vías metabólicas del CP.  

 Mejorar el proceso pre-analítico y, especialmente, el analítico en el uso de la 

metabolómica en el CP en distintas muestras biológicas (suero, orina, LBA…). 
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 Una vez se establezcan posibles BIOMARCADORES de CP, plantearemos 

estudios de COHORTES dirigidos al control evolutivo en los biomarcadores 

obtenidos, su estabilidad y capacidad de detección precoz para esta 

enfermedad.  

 Una vez establecida la utilidad de Biomarcadores para su uso en el 

DIAGNÓSTICO PRECOZ de CP, plantearemos su utilidad en la DETECCIÓN de la 

respuesta a diversos tratamientos aplicados en el CP (Cirugía de tórax, QT o RT) 

y valorar si los metabolitos se modifican ante un tratamiento efectivo. Para 

ello, realizaremos controles evolutivos en pacientes con CP sometidos a un 

determinado tratamiento y contemplar según resultados y evolución, la 

posibilidad de su uso para DIAGNÓSTICO PRECOZ de RECIDIVAS.  

 Una vez logrados los puntos anteriores, valorar la utilidad de la metabolómica 

(con el uso de uno o varios biomarcadores específicos) dentro del protocolo 

global de diagnóstico precoz del CP, y su papel como paso previo para 

seleccionar a los sujetos que podrían beneficiarse del TAC de BAJA DOSIS de 

radiación.  

 Posibilidad del uso y estudio de la relación entre resultados de la utilización de 

distintas TÉCNICAS  ÓMICAS en el CP: a) Posible uso de la Genómica 

(Colaboración con el laboratorio del Centro de Investigación de Corrales); b) 

Proteómica (estudios previos que relacionan niveles disminuidos de bilirrubina 

con el desarrollo de CP o otros estudios futuros).  
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DISCUSIÓN SOBRE METODOLOGÍA 

Nuestro estudio pretende establecer los perfiles metabolómicos en pacientes con 

CP y sujetos sanos como primer paso para la posterior identificación de biomarcadores 

precoces del cáncer de pulmón. En relación a lo publicado en la actualidad, como 

FORTALEZAS del estudio:  

 Una mejora en las técnicas de análisis metabolómico de última generación en la 

discriminación de los diferentes metabolitos (1.200 metabolitos frente a 400-

600). 

 Hemos analizado la influencia de la hemólisis en un estudio metabolómico en 

muestras de suero de pacientes con CP.   

 En la parte metodológica hemos conseguido una estandarización en la toma de 

muestras (técnica y sistemas de recogida) para evitar sesgos como la hemólisis.   

 A pesar del tamaño muestral de nuestro estudio, hemos establecido los perfiles 

metabolómicos entre los grupos incluidos en el estudio y determinado cuales 

son los metabolitos causantes de la diferenciación entre ellos, encontrando 

significación en nuestros resultados.  

 Hemos conseguido una discriminación en función de sus perfiles 

metabolómicos entre los diferentes tipos histológicos de CP. 

 Existen escasas publicaciones que evalúen la asociación entre el hábito 

tabáquico y cáncer de pulmón según sus perfiles metabólicos en muestras de 

suero. En este estudio, se han descrito cuales son aquellos metabolitos 

implicados.  
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Sin embargo, el estudio realizado presenta LIMITACIONES: 

 El limitado número de pacientes estudiados, aunque equiparable o superior al 

descrito por otros estudios similares. Un mayor tamaño muestral hubiera 

permitido una mayor precisión para la detección de biomarcadores. Es preciso 

comprobar la reproductibilidad de los resultados obtenidos, aumentando el 

tamaño muestral.  

 Aunque con las muestras analizadas hemos podido responder a los objetivos 

planteados, el aumento del número muestral nos permitiría confirmar los 

resultados y responder a otros interrogantes (por ejemplo, los diferentes 

perfiles metabolómicos entre diferentes tipos de CP) con mayor potencia.  

A pesar de tratarse de un proyecto inicial y de los análisis parciales para evitar 

sesgos (controles por edad, sexo, tabaquismo, enfermedades previas, fármacos,…), hay 

otros posibles factores (como la dieta o el peso) que pueden influir en el perfil 

metabolómico y en los metabolitos específicos detectados. Éstos son factores muy 

difíciles de controlar.  
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7. CONCLUSIONES 

Con base en los resultados obtenidos en la presente investigación, se pueden 

establecer las siguientes conclusiones, ajustadas a nuestros objetivos iniciales:  

 Con la aplicación de tecnología analítica en el campo de la metabolómica de 

última generación (espectrometría de masas en tándem utilizando el híbrido 

QqQ-TOF triple cuadruplo) es posible la discriminación de unos 1.200 

metabolitos por muestra analizada (habitualmente los datos publicados 

discriminan entre 400 y 600 metabolitos máximo). 

   Los resultados obtenidos en muestras de suero demuestran la utilidad del 

empleo de este fluido en el estudio metabolómico del CP, ya que permiten 

investigar distintas rutas bioquímicas y así ampliar el número de potenciales 

BM. 

  La hemólisis es un factor perturbador en estudios metabolómicos relacionados 

con el cáncer de pulmón, y debe evitarse en los diseños metodológicos para la 

toma de muestras de sangre. La capacidad de discriminación disminuye con el 

aumento de las concentraciones de hemoglobina.  

 Los grupos de estudio (CP, CE y CS) presentan perfiles metabolómicos 

diferentes que permiten su discriminación estadística.   

 Se han identificado posibles biomarcadores para el diagnóstico de CP, los 

cuales pueden relacionarse con distintos mecanismos patológicos propios de 

esta enfermedad. 
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 Ha sido posible la diferenciación entre los diferentes tipos histológicos del 

cáncer de pulmón partiendo de sus perfiles metabolómicos. La separación 

entre diferentes estadios de la enfermedad se valorará en posteriores estudios 

de nuestro grupo, con mayor número muestral, para la identificación de 

aquellos metabolitos causantes de la discriminación observada en el estudio 

actual.  

 Las alteraciones metabolómicas detectadas en el estudio se vieron 

influenciadas por la carga tabáquica de los pacientes incluidos, lo que subraya 

la importancia del tabaquismo como factor de riesgo primario en el desarrollo 

del CP.  

 Es preciso la realización de estudios prospectivos con amplia base poblacional 

para confirmar los resultados obtenidos y aportar mayor fuerza a los 

biomarcadores obtenidos. 

   Resulta muy interesante la aplicación de técnicas metabolómicas en aquellos 

grupos de pacientes con riesgo elevado de desarrollo de cáncer de pulmón (EPOC, 

enfisema, tabaquismo…) para el estudio de patrones metabolómicos, con el fin de 

facilitar el proceso diagnóstico en estadios iniciales del CP. Así mismo, como se ha 

mencionado de forma detallada en nuestras perspectivas de futuro, estamos 

desarrollando en la actualidad un estudio dirigido en muestras de orina y LBA. 
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ANEXO-1. Hoja informativa de participación en el estudio: Estudio de 

los patrones metabolómicos en muestras de sangre de pacientes con 

cáncer de pulmón y sin cáncer de pulmón 

Hoja de información al paciente.  

TITULO DEL ESTUDIO:  

Búsqueda de biomarcadores metabolómicos para la detección precoz de Cáncer 

de Pulmón en población de riesgo.   

Línea de investigación: Diagnóstico precoz de cáncer de pulmón 

Nuestro fin es identificar posibles sustancias que sean características del cáncer 

de pulmón y que puedan utilizarse, en un futuro, para diagnosticar precozmente los 

cánceres de pulmón y de esa forma, detectar y tratar antes los casos de cáncer y mejorar 

su supervivencia. 

El diagnóstico precoz del cáncer de pulmón requiere una serie de pasos en su 

investigación. En primer lugar, es preciso comprobar si el metabolismo en general de los 

pacientes con cáncer de pulmón es diferente de las personas que no tienen cáncer de 

pulmón en las sustancias que produce, lo que podríamos llamar el "patrón 

metabolómico", que se puede estudiar en muestras de sangre. Si se comprueban esas 

diferencias, el segundo paso consistiría en intentar identificar cuáles son las sustancias 

responsables de esas diferencias generales, y comprobar que esas sustancias individuales 

diferencian claramente entre personas con y sin cáncer de pulmón. De esta forma, su 

determinación en una persona podría usarse como marcador biológico de mayor riesgo 

de cáncer de pulmón, y concentrar en ella los medios diagnósticos para descartarlo o 

diagnosticarlo precozmente. En este sentido, sería especialmente importante observar si 

esto ocurre también entre pacientes con cáncer de pulmón y otros con alto riesgo de 

padecerlo pero que no lo tienen.  

Las muestras de sangre se obtendrán mediante una punción de una vena del 

brazo. Es la técnica habitual de extracción sanguínea, siendo sus posibles complicaciones 

unas ligeras molestias locales. Tras informarle, se le solicitará que firme usted un 

consentimiento. 

En base a lo anterior, realizaremos el análisis de las muestras con fines 

exclusivamente científicos relacionados con el objetivo del estudio. Las muestras de 

sangre serán identificadas con un código (manteniendo así el anonimato del paciente). 

Todo el material que no sea utilizado inmediatamente será conservado para su posible 

utilización en otros proyectos dentro de la línea de investigación diagnóstico precoz de 

cáncer de pulmón formando parte de una colección inscrita en el Biobanco Andaluz. 
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En un futuro, en cualquier momento, usted puede solicitar a los investigadores que 

sus datos y muestras sean retirados del estudio. En caso de que usted retire su 

consentimiento, sus muestras de sangre serán destruidas. 

Confidencialidad: 

La información obtenida en el estudio será confidencial, de acuerdo con lo que 

establece la Ley Orgánica 15/99 de Protección de datos de Carácter Personal (LOPD), la 

declaración de Helsinki, BCP y la Ley 14/07 de Investigación biomédica. Nadie, excepto los 

miembros del estudio y el Comité Ético de Investigación Clínica, tendrá acceso a su 

información. Los resultados obtenidos sólo se podrán publicar de forma anónima y nunca de 

forma individual. 

 Confirmo que he leído y entiendo la información correspondiente al estudio 

mencionado anteriormente en este documento y que he tenido oportunidad de 

realizar preguntas sobre el mismo.  

 Comprendo que mi participación es voluntaria y que tengo total libertad para 

retirarme en cualquier momento, sin necesidad de aducir ninguna razón y sin que 

ello afecte a la atención sanitaria que me corresponde ni a mis derechos legales  

 Comprendo que se almacenará una cierta cantidad de suero de forma anónima e 

indefinida para su uso en futuros análisis y estoy de acuerdo con que se utilice para 

investigaciones relativas al diagnóstico precoz de cáncer de pulmón.  

 Consiento en que los investigadores que realizan el estudio almacenen las muestras 

sanguíneas y lo analicen de forma anónima nuevamente en fecha posterior para 

fines relacionados con la línea de investigación propuesta. 

 Accedo a que cualquier muestra residual de sangre sea utilizada de forma anónima 

en estudios futuros en torno al cáncer de pulmón y otras patologías pulmonares.  

 Cabe la posibilidad de que los investigadores deseen ponerse en contacto conmigo 

de nuevo a fin de comprobar si mi estado de salud ha variado. Accedo a que los 

investigadores sanitarios se vuelvan a poner en contacto conmigo.  

 Accedo a que los investigadores que deseen ponerse en contacto conmigo soliciten 

a mi médico de cabecera permiso para conocer mi nueva dirección (en caso de 

haberme mudado). 
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ANEXO-2. Consentimiento informado.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Consentimiento  informado 

TÍTULO DEL ESTUDIO:  

Búsqueda de biomarcadores metabolómicos para la detección precoz de 

Cáncer de Pulmón en población de riesgo.   

He  leído  la hoja de información al paciente,  he  hecho  todas  las  preguntas  

que  creía necesarias  y  estoy de  acuerdo  en  participar  en  las  siguientes  partes del 

estudio:   

 SI NO 

Entrevista   

Cuestionarios específicos   

Medidas antropométricas   

Recogida de muestra de sangre   

          

Nombre y apellidos del participante:           Fecha:                  Firma: 

 

______________________________        ___________         ______________   

Nombre y apellidos del investigador:           Fecha:                   Firma 

 

______________________________        ___________         ______________           

Apreciamos sinceramente su cooperación en este proyecto de investigación. Si 

tiene alguna pregunta sobre el estudio, puede llamar al coordinador del estudio: Dr. 

Pereira Vega (+34 959016060). 

Este protocolo ha sido revisado y aprobado por el Comité Ético del 

Hospital Juan Ramón Jiménez de Huelva. 
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ANEXO-3. Protocolo de extracción de muestras sanguíneas. 

 

Protocolo de extracción de sangre 
 
1. Preparar el material de extracción (los tubos caducados aumentan la incidencia de 

hemólisis). Realizar la extracción directa al tubo de vacío mediante el 
correspondiente adaptador o porta tubos. Dos causas muy importantes de 
Hemólisis, son: 

a. La extracción con jeringa y posterior paso al tubo. 
b. La extracción directa desde catéter. 

2. Identificar el paciente y comprobar que esté en ayunas de 12 horas. 

3. Colocar el paciente en posición correcta con el brazo completamente extendido. 

4. Palpar las venas para elegir el lugar de punción. Intentar utilizar las venas de la 
fosa antecubital que presentan un calibre de vena adecuado. 

5. Aplicar el torniquete, 7-10 cm. por encima de la flexura del codo. Pedir al paciente 
cierre el puño. Mantener el torniquete como máximo 1 minuto, aplicando una 
presión suficiente pero que permita palpar el pulso. 

6. Ponerse los guantes. 

7. Desinfectar el lugar de punción alcohol 70%. Dejar secar al aire. No volver a tocar 
con el dedo. 

8. Pinchar. Cuando empieza a fluir la sangre en el tubo, pedir al paciente que abra la 
mano y retirar el torniquete. 

9. Llenar los tubos en el correcto orden (en nuestro caso, primero el de suero y luego 
el de anticoagulante) y en la cantidad adecuada. Una menor cantidad de sangre da 
lugar: 

a. A una menor cantidad de muestra disponible en todos los casos 
b. A una proporción inadecuada de anticoagulante/sangre en el caso de los 

tubos de EDTA y Heparina Litio. 

10. Retirar la aguja. Activar el mecanismo de seguridad. Desechar el dispositivo entero 
(aguja o palometa y porta tubo). 

11. Aplicar presión en el lugar de punción con una gasa durante unos minutos. 

12. Etiquetar los tubos y registrar la hora de la extracción. 

13. Homogenizar los tubos suavemente por inversión. 
a. El tubo de suero debe dejarse a Temperatura Ambiente y en posición 

vertical durante 30 minutos (máximo 2 horas). 
b. El tubo de plasma (EDTA o Heparina Litio) se mete en baño de hielo hasta 

su centrifugación (máximo 2 horas) 

14. Transporte cuidadoso evitando movimientos bruscos.  

15. Centrifugar antes de las 2 horas a las revoluciones adecuadas y a 4º C. 

16. Separación de 4 alícuotas de 0.5 mL en tubo identificado con tapón de rosca. 

17. Congelar a -80º C. Evitar congelaciones y descongelaciones sucesivas. 
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ANEXO-4. Comunicaciones a congresos internacionales. 

 
4.1. Congreso Internacional ERS (European Respiratory Society), Viena 2012. 
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4.2. Congreso Internacional ERS (European Respiratory Society), Múnich 2014. 
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4.3. Congreso Internacional ERS (European Respiratory Society), Ámsterdam 2015. 
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ANEXO-5. Comunicaciones a congresos nacionales. 

A. Comunicaciones a congresos Regionales 

1.-  XXXVIII CONGRESO NEUMOSUR, GRANADA 2012.  
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2.-  39º CONGRESO NEUMOSUR, BADAJOZ 2013.  
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3.-  40º CONGRESO NEUMOSUR, JEREZ DE LA FRONTERA, CÁDIZ 2014. 
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4.-  41º CONGRESO NEUMOSUR, CÓRDOBA 2015.  
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5.-  42º CONGRESO NEUMOSUR, HUELVA 2016.  
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B. Comunicaciones a congresos Nacionales.  

1.-  45º CONGRESO NACIONAL SEPAR, MADRID 2012.  
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2.- 46º CONGRESO NACIONAL SEPAR, BARCELONA 2013.  
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3.- 47º CONGRESO NACIONAL SEPAR, BILBAO 2014.  
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4.- CONGRESO NACIONAL SEPAR, LAS PALMAS DE GRAN CANARIA 2015.  
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ANEXO-6. Publicaciones en Revistas. 
 

1.- REVISTA ESPAÑOLA DE PATOLOGÍA TORÁCICA: Rev Esp Patol Torac 2016; 28 (1).  
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ADEMDUM 
Los resultados preliminares del presente estudio han sido objeto de comunicación en 

los siguientes congresos (anexos 4, 5 Y 6): 

 Cáncer de Pulmón y metabolómica. Estudio Piloto. Autores: E. Vázquez Gandullo, 

R. Castilla Quintero, R. González Domínguez, J. Grávalos Guzmán, T. García Barrera, JL. 

Gómez Ariza, JA. Maldonado Pérez, A. Pereira Vega. 38 Congreso NEUMOSUR. 

celebrado en Granada 2012. 

 Cáncer de pulmón y metabolómica. Estudio piloto. Autores: E. Vázquez Gandullo, 

R. Castilla Quintero, R. González Domínguez, J. Grávalos Guzmán, T. García Barrera, JL. 

Gómez Ariza, JA. Maldonado Pérez, A. Pereira Vega. 45º congreso SEPAR, celebrado en 

Madrid 2012. 

 Lung cancer metabolomics in plasma, urine and broncheoalveolar lavage. Pilot 

Study. Autores: R. Aguilar Pérez-Grovas, E. Vázquez Gandullo, R. Castilla Quintero, R. 

González Domínguez, J. Grávalos Guzmán, T. García Barrera, JL. Gómez Ariza, JA. 

Maldonado Pérez, A. Pereira Vega. European Respiratory Society Congress 2012, 

celebrado en Viena en septiembre de 2012.  

 Biomarcadores de cáncer de pulmón en distintas muestras biológicas. Autores: E. 

Vázquez Gandullo, R. Castilla Quintero, R. González Domínguez, J. Grávalos Guzmán, T. 

García Barrera, JL. Gómez Ariza, JA. Maldonado Pérez, A. Pereira Vega. 39 Congreso 

NEUMOSUR celebrado en Badajoz, 2013.  

 Estudio metabolómico del cáncer de pulmón mediante análisis comparativo de 

distintas muestras biológicas. Autores: E. Vázquez Gandullo, R. Castilla Quintero, R. 
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González Domínguez, J. Grávalos Guzmán, T. García Barrera, JL. Gómez Ariza, JA. 

Maldonado Pérez), Antonio José Ruiz Reina, Ricardo Ismael Aguilar Pérez-Grovas, MC. 

Huertas Cifredo, Rut Ayerbe García, Javier Fernández de Córdoba Gamero, A. Pereira 

Vega. 46º congreso SEPAR, celebrado en Barcelona 2013. 

 Análisis metabolómico en muestras de suero de pacientes con cáncer de pulmón. 

Autores: E. Vázquez Gandullo, R. Castilla Quintero, R. González Domínguez, J. Grávalos 

Guzmán, T. García Barrera, JL. Gómez Ariza, JA. Maldonado Pérez, Antonio José Ruiz 

Reina, J.L. Sánchez-Ramos, Ricardo Ismael Aguilar Pérez-Grovas, MC. Huertas Cifredo, 

Rut Ayerbe García, Javier Fernández de Córdoba Gamero, A. Pereira Vega. 40 Congreso 

Neumosur, celebrado en Jerez de la Frontera 2014.  

  - Premiado con Beca Neumosur. 

 Estudio metabolómico en suero de pacientes con cáncer de pulmón y controles 

sanos. Autores: E. Vázquez Gandullo, M. González-Fernández, J.L. Sánchez-Ramos, T. 

García Barrera, J. Grávalos Guzmán, JA. Maldonado Pérez, MC. Huertas Cifredo, 

Antonio José Ruiz Reina, Ricardo Ismael Aguilar Pérez-Grovas, JL. Gómez Ariza, A. 
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