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ABREVIATURAS

El contenido de esta tesis incluye una serie de abreviaturas y anglicismos que se han empleado, dada 
su frecuencia de uso en la literatura científica consultada. Exponemos, a continuación, las manejadas 
en este trabajo:

 A

AC: doxorrubicina, ciclofosfamida

AD: doxorrubicina, docetaxel

AJCC: American Joint Committee for Cancer Staging

AKT: proteína quinasa B

ASAT: aspartato amino transaminasa

ATM: gen ataxia telagiectasia

ALAT: alanina amino transferasa

AUC: área bajo la curva

B

BCAA: aminoácidos de cadena ramificada

BRCA1: breast cancer 1

BRCA2: breast cancer 2

BSGC: biopsia selectiva del ganglio centinela

C

cADN: microarray de ácido desoxirribonucleico complementario

Ccr: Aclaramiento de creatinina

CDH1: cadherina 1

CHEK2: serina/treonina proteína kinasa 2

CISH: hibridación in situ cromogénica 

CMF: ciclofosfamida, metotrexate, 5-Fluorouracilo

COX-2: ciclooxigenasa 2
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E

EC: epirrubicina, ciclofosfamida.

EGFR: epidermal growth factor receptor

ESI: fuente de ionización por electrospray

F

FAlc: Fosfatasa alcalina

FC: Fold change

FEC: 5 fluorouracilo, epirrubicina, ciclofosfamida

FISH: hibridación in situ fluorescente

FTIR: Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier

G

G1: grado 1 de respuesta de la escala Miller y Payne

G2: grado 2 de respuesta de la escala Miller y Payne

G3: grado 3 de respuesta de la escala Miller y Payne

G4: grado 4 de respuesta de la escala Miller y Payne

G5: grado 5 de respuesta de la escala Miller y Payne

GC: cromatografía de gases

H

HDMB: base de datos del metaboloma humano

HER2: HER2/c-neu o c-erbB-2, factor de crecimiento epidérmico

HR-MAS: espectroscopía de RMN de alta resolución por giro de ángulo mágico

HPLC: cromatografía líquida de alta resolución

I

IMC: índice de masa corporal

IGF1R: Insulin like growth factor 1 receptor
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IUAPC: Interntional Union of Pure and Applied Chemistry

K

KNN: Análisis por vecinos cercanos

L

LA: Luminal A

LB: Luminal B

LC: cromatografía líquida

LDA: Análisis lineal discriminante

LNS: límite superior de la normalidad

M

mDa: millidalton

MS: espectroscopía de masas

MS/MS: tándem de espectrómetros de masas

mTOR: mammalian target of rapamycin

m/z: relación entre la masa y la carga

N

NX: vinorelbina, capecitabina.

P

PAAF: Punción y aspiración por aguja fina

PAI: inhibidor 1 del activador del plasminógeno

PALB2: Partner and localizer of BRCA2

PARP: Polimerasa ADP-Ribosa

PLS-DA: Análisis discriminante por mínimos cuadrados parciales

PCA: análisis de componentes principales

PI3K: fosfoinositol-3-quinasa
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Ppm: partes por millón

PTEN: gen que codifica la enzima catalizadora la reacción de hidrólisis  del grupo fosfato del carbo-
no 3 del fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato.

Q

QN: quimioterapia neoadyuvante

Q-TOF: combinación de espectómetro de cuadrupolo con espectómetro de tiempo de vuelo.

R

RB: gen del retinoblastoma

RE: receptores de estrógeno

RMN: espectroscopía de resonancia magnética nuclear

ROC: curva de rendimiento diagnóstico

RP: receptores de progesterona

RPc: respuesta patológica completa

S

SG: supervivencia global

SLE: supervivencia libre de enfermedad

T

TAC: docetaxel, doxorrubicina, ciclofosfamida

TNM: Tumor, node, metastases

TOF: espectrómetros de tiempo de vuelo

U

μPA: activador del plasminógeno tipo uroquinasa

UPLC: cromatografía líquida de ultra-alta resolución 
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RESUMEN
Introducción

El cáncer de mama es la neoplasia más frecuente entre las mujeres y surge como resultado del avance 
en el desarrollo de la carcinogénesis, un proceso vinculado a  unos profundos cambios metabólicos y 
moleculares, mediante los cuales una célula normal se transformará en maligna.

Por otro lado, el término metabolómica, hace referencia al estudio, identificación y cuantificación del 
conjunto de metabolitos presentes en células, tejidos o fluidos biológicos productos de las reacciones 
metabólicas en los seres vivos, cuya cuantificación proporciona un amplio conocimiento del estatus 
bioquímico. Los perfiles metabolómicos permiten la identificación de metabolitos en tejidos y en 
biofluidos, cuyos niveles se ven alterados ante la existencia de una patología neoplásica, proporcio-
nando un nexo de unión que nos facilite información acerca de la oncogénesis.

Por tanto, la dependencia del tumor de su huésped conforma el racional biológico bajo el que se 
sostiene nuestra investigación metabolómica, en este caso, centrada en el diagnóstico del cáncer de 
mama, destacando, además la ventaja de haberse llevado a cabo sobre muestras de suero, lo que con-
lleva poder evitar complicaciones propias de las técnicas clásicas invasivas para la obtención de ma-
terial biológico, como pueden ser las hemorragias, infecciones o, incluso, la diseminación tumoral. 
Los resultados obtenidos podrán, posteriormente, aplicarse en el screening y diagnóstico del cáncer 
de mama.  

Hipótesis

Los estudios mediante espectrometría de masas pueden permitir confirmar la existencia de un 
perfil metabolómico fisiológicopatológico, propio del cáncer, siendo éste directamente detectable a 
través del análisis del propio suero de las pacientes. Esto permitirá obtener una herramienta 
diagnóstica no invasiva, que aportará un mejor conocimiento de esta enfermedad.

Objetivos

De tal forma, los objetivos de este estudio consisten en seleccionar y optimizar los métodos de análi-
sis metabolómicos más avanzados para el examen de muestras procedentes de suero, y así, integran-
do los datos obtenidos de múltiples plataformas analíticas, podamos  identificar una firma que nos 
permita el diagnóstico de cáncer de mama de forma no invasiva.

Material y Métodos

El diseño experimental de este estudio comprende el examen de muestras de plasma procedente 
de mujeres sanas (n = 20) y pacientes con cáncer de mama ya diagnosticadas (n = 91) utilizando un 
análisis metabólomico por espectrometría de masas con técnicas de separación de cromatografía 
líquida.

Para la identificacion de metabolitos se utilizó la base de datos PCDL de Agilent (Agilent Technolo-
gies, Barcelona, España). Finalmente, se realizó un análisis multivariante y un algoritmo Random 
Forest que nos permitió obtener una firma metabólica, la cual permitirá obtener un diagnóstico de 
cáncer de mama.

Resultados y Discusión

El estudio metabolómico realizado, ha permitido diferenciar, de una forma correcta y segura, a 
las pacientes con cáncer de mama de los sujetos control sanos.

 Mediante el algoritmo supervisado de predicción Random Forest se consiguió clasificar con una 
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precisión  del 100%, tanto a las muestras de las pacientes con cáncer de mama, como a aquéllas 
pertenecientes a los controles sanos. Por lo tanto, el error resultante de clase y el método de me-
dida de predicción “out-of-bag” para ambos grupos fue de 0.

 Por otro lado, durante el estudio, se objetivaron distintos metabolitos en diferente concentra-
ción, al comparar el plasma de los controles sanos con el de las pacientes con cáncer. De estos 
metabolitos, un total de 1269, fue posible identificar 35 de ellos en base a su masa exacta, tiempo 
de retención y distribución isotópica. 

Una vez establecidos estos metabolitos, se pudo relacionar su presencia con la promoción del 
crecimiento celular, ya que estos metabolitos son mediadores tanto en la transducción de seña-
les, como en la síntesis de biomoléculas esenciales.

 Así mismo, mediante los resultados obtenidos del algoritmo Random Forest, del tests de signi-
ficación, así como de la proporción esperada de falsos positivas obtenidas mediante el “False 
discovery rate”, se identificaron varios metabolitos estrechamente asociados al cáncer de mama.

Conclusión general

Se han expuesto y optimizado métodos analíticos, reproducibles y eficientes basados en técnicas 
de espectrometría de masas para el análisis metabolómico de muestras biológicas obtenidas 
mediante métodos poco invasivos. De esta forma, los resultados obtenidos, presentan unos bio-
marcadores que se posicionan como una nueva alternativa no invasiva para el diagnóstico del 
cáncer de mama.
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JUSTIFICACIÓN

El cáncer de mama continúa siendo la neoplasia más frecuente en el sexo femenino, ostentando, ade-
más, la primera causa de muerte por cáncer en la mujer. El diagnóstico temprano ha demostrado un 
aumento significativo en las tasas de supervivencia a largo plazo para dicha enfermedad (Stotter AT 
y cols., 1989). Actualmente, la mamografía es el procedimiento de detección más aceptable y eficaz 
en la localización del cáncer de mama, y fue recomendado por el Grupo de Trabajo de Servicios Pre-
ventivos de Estados Unidos (USPSTF) para mujeres de más de 40 años de edad (USPSTF, 2002). Sin 
embargo, debido a la alta tasa de falsos positivos de esta prueba, el USPSTF revisó su recomendación, 
aconsejando una disminución en la frecuencia de su realización (Warner E., 2011). Otras técnicas 
de análisis de imágenes, tales como la ecografía y la resonancia magnética, también se han utilizado 
para la detección del cáncer en la mama. Desafortunadamente, aún con la inclusión de estos méto-
dos exploratorios, seguimos encontrando hasta un 20% de pacientes con cáncer de mama, que no 
son diagnosticadas de forma temprana (Astley SM. 2004).

 Los biomarcadores en plasma o suero (tales como los antígenos y los patrones de proteínas) son pro-
metedores; sin embargo, todavía están lejos de un uso clínico diario. Algunos marcadores tumorales, 
tales como CA15.3, CA27.29 se recomiendan sólo para el seguimiento terapéutico, pero no para el 
screening (Chan DV y cols., 1997). Por tanto, la necesidad de nuevos biomarcadores más precisos, 
coste-eficientes y no invasivos, que se puedan utilizar de forma individual o en combinación con 
otros métodos existentes, sigue siendo un objetivo fundamental y urgente a alcanzar para un diag-
nóstico más rentable del cáncer de mama.

En este sentido, como un enfoque alternativo para el descubrimiento de biomarcadores, aparece la 
metabolómica, la cual permite la identificación de moléculas de pequeño y bajo peso molecular en 
tejidos y fluidos biológicos, productos de las reacciones metabólicas en  los seres vivos. La ausencia 
o presencia de alguno de estos metabolitos, así como la concentración relativa entre ellos, puede ser
un indicador de estados de enfermedad (Lindon JC y cols., 2004).

 Los avances en el campo de la metabolómica están siendo utilizados actualmente en una gran varie-
dad de aplicaciones clínicas y farmacológicas dentro de la medicina, siendo su empleo dentro de la 
oncología una práctica emergente, ya que los avances en espectrometría de masas (MS) y resonancia 
magnética nuclear (RMN) han permitido el estudio, identificación y cuantificación de metabolitos a 
una escala inimaginable, lo que ha permitido descubrir la importancia de este estatus bioquímico en 
la regulación del cáncer (Zhang J y cols., 2012).

Un número creciente de estudios en metabolómica han contribuido a mejorar el conocimiento del 
cáncer de mama (Mishra P y cols., 2015). Muchos de los estudios se han centrado en identificar ni-
veles alterados de metabolitos en células o tejidos de cáncer de mama, relacionando dichos cambios 
con sus rutas metabólicas (Bathen TF y cols., 2007). Un estudio reciente, utilizando perfiles metabóli-
cos de numerosas líneas celulares cancerosas, encontraron una correlación entre la proliferación del 
cáncer de mama  y la vía de la biosíntesis de la glicina (Jain M y cols., 2012). Previamente, diferencias 
entre líneas celulares epiteliales normales y células provenientes de metástasis de cáncer de mama 
se objetivaron mediante diferencias en la regulación de los ácidos grasos y glicolisis, utilizando RMN 
y MS (Yang y cols. 2007). De forma más reciente, se demostró la utilización del lactato como sustrato 
metabólico actual en las células cancerosas (Kennedy KM y cols., 2013), y una disminución de la fos-
forilación oxidativa en la relación con la progresión de la enfermedad (Shaw PG y cols., 2013).

En lo que se refiere a los estudios llevados a cabo en muestras de tejido tumoral, sabemos que éste 
puede ser diferenciado del tejido normal circundante basándose en  espectroscopia de RMN de alta 
resolución por giro de ángulo mágico (HR-MAS) con una sensibilidad del 83% y una especificidad del 
100%. Se encontraron algunos metabolitos sobrexpresados, como la colina y la glicina, en tumores 
mayores de 2 cm. (Sitter y cols., 2006). En un estudio basado en la utilización de RMN, un modelo 
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estadístico multivariante basado en 67 metabolitos procedentes de la orina, consiguió identificar a 
las pacientes con cáncer con especificidad del 93%  (Slupsky CM y cols., 2010). Factores pronósti-
cos del cáncer de mama, como los receptores hormonales, pueden ser predichos en muestras de 
tejidos mediante HR-MAS, pudiendo caracterizar a aquellas pacientes triple negativas (Cao MD y 
cols., 2014). Al igual que la relación entre el glutamato-glutamina se correlacionó significativamente 
con la condición de expresión de receptores de estrógenos (Budzcies J y cols., 2015).  Últimamente, 
mediante la utilización de MS, se ha conseguido diferenciar dentro de las misma muestra de tumor, 
distintas subpobalciones microscópicas del tumor, con las implicaciones pronósticas que esto puede 
conllevar (Balluff B y cols., 2015).

En lo concerniente a la utilización de muestras de suero, pacientes con cáncer de mama avanzado 
pueden ser diferenciados de pacientes en estadios tempranos mediante la utilización de RMN, hasta 
con una sensibilidad del 72% (Oakman y cols., 2011). También se demostró una diferencia en el perfil 
lipídico en aquellas pacientes con enfermedad avanzada (Cui M y cols., 2015).  Para la identificación 
de la recurrencia en cáncer de mama, se publicó u modelo basado en 11 biomarcadores hallados 
mediante la utilización de GC-MS y RMN con una sensibilidad del 86% y una especificidad del 84% 
(Asiago VM y cols., 2010). En pacientes ya intervenidas, Tenori obtuvo un perfil metabólico con el 
que podía identificar pacientes con receptores hormonales negativos y más riesgo de recaída (Tenori 
L y cols., 2015). En 2012 se publicó un estudio con 28 pacientes, en el cual mediante la utilización de 
la RMN y la LC-MS, construyeron un modelo que identificó al 80% de los pacientes cuyos tumores 
no respondieron a la quimioterapia neoadyuvante. Wei en 2013 publicó una firma metabolómica, en 
la cual mediante la utilización de cuatro metabolitos, intentaba predecir la respuesta al tratamien-
to neoadyuvante (Wei S y cols., 2013). En ese mismo año, y con un número pequeño de sujetos, se 
publicaron diferencias en el perfil lipídico de pacientes enfermas, con una sensibilidad del 98,1% y 
una especificidad del 96% (Qiu Y y cols., 2013). Más recientemente, se ha publicado un trabajo en el 
cual, mediante la combinación de espectroscopia de masa asociada a una cromatografía de gases, se 
intenta discriminar un perfil de ocho metabolitos que permita diferenciar distintos subtipo molecu-
lares de cáncer de mama mediante la expresión de HER2 y receptores hormonales, con un área bajo 
la curva de 0,83 (95% CI 0.847-0.939) (Fan Y y cols., 2016).

Por lo tanto, basándonos en los trabajos expuestos anteriormente, el análisis metabolómico realiza-
do en muestras de suero, se plantea como una aproximación novedosa en el estudio del cáncer de 
mama, ya que el propio espectro obtenido, en sí mismo, representará la huella dactilar de la enferme-
dad. De tal forma, el conjunto de datos obtenidos, servirá para identificar potenciales biomarcadores 
y esto permitirá establecer un modelo diagnóstico.

En este sentido, la temática del proyecto requirió durante años de un aprendizaje y formación espe-
cial del doctorando en aspectos bioquímicos que nada tienen que ver con su quehacer profesional 
diario. Para ello se aprovechó la relación directa o indirecta con grupos de investigación de referencia 
en estos campos así como la visita a centros de investigación pioneros en el campo de la metaboló-
mica,  donde el doctorando recibió la formación específica del análisis metabonómico por MS y se 
realizaron los experimentos correspondientes. 

De tal forma, el trabajo de Tesis Doctoral que se presenta, se concibió como una aproximación me-
tabolómica al estudio del cáncer de mama, con el fin de superar la dicotomía que predomina en la 
panorámica actual entre lo alcanzado en un laboratorio y lo conseguido en el paciente, o dicho de 
otra forma, reduciendo las distancias que existen entre lo logrado por la investigación básica y su 
aplicación clínica.
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INTRODUCCIÓN

1. Aspectos generales del cáncer de mama

1.1. Epidemiología descriptiva del cáncer de mama

El cáncer de mama femenino constituye un importante problema de salud pública. En España, es 
el tumor maligno más prevalente entre las mujeres con una prevalencia estimada a los 5 años de 
104210 casos. Esto supone, por ello, alrededor del 29% de todos los tumores incidentes en este 
grupo de po-blación, si exceptuamos el cáncer de piel no melanoma. De esta manera, el cáncer de 
mama consigue posicionarse en uno de los tumores más frecuentemente diagnosticados en la 
población española general, con 25.215 casos nuevos en el año 2012 (GLOBOCAN, 2012). 

Si a partir de estos datos realizamos una estimación de su incidencia ajustada, vemos como ésta 
se situaría en 93,6 casos/ 100.000 habitantes para los tres años posteriores. Es decir, la posibilidad 
actual de que una mujer española desarrolle un cáncer de mama antes de cumplir 75 años se 
aproxima a un 5% (en Europa un 8%) (Olier-Garate y cols., 2009). Esto se traduce en la posibilidad 
que de cada veinte mujeres,  habrá una de ellas que padecerá un cáncer de mama antes de esa edad. 

Por otro lado, si analizamos su mortalidad, el cáncer de mama es la primera causa de muerte por 
cán-cer en la mujer, lo que representa el 15,5% del total de muertes por cáncer femenino, y la tercera 
en la población global, por detrás de las neoplasias de intestino grueso y pulmón. En 2012 murieron 
6.075 mujeres españolas a consecuencia del cáncer de mama (GLOBOCAN, 2012), cifra que 
ascendió hasta 6.477 en 2013 (http://www.ine.es/prensa/np0215.htm.), lo que supone un repunte 
del 3%. Sin em-bargo, hay una variación de su incidencia en relación a la edad; de tal forma que 
ésta ha disminuido en las mujeres mayores de 45 años y ha aumentado en las mujeres de  menor 
edad (Pollán M, 2010). 

Con lo cual, a modo de resumen, podemos decir que, según las últimas estadísticas disponibles, 
en 2012 se diag nosticaron 25.215 pacientes con cáncer de mama, con una 
mortalidad de 6.075 pacientes, por lo que su prevalencia en los últimos 5 años es de 
104.210 casos.

1.2 Factores de riesgo

El cáncer de mama es una enfermedad de etiología multifactorial. Dicha complejidad dificulta 
con-siderablemente el diseño de estrategias eficaces de prevención de esta enfermedad, 
particularmente porque, en la actualidad, los especialistas son incapaces de establecer un riesgo 
individual objetivo para cada paciente, ya que es desconocida la interacción entre los distintos 
factores de riesgo. A conti-nuación exponemos los principales factores de riesgo asociados al 
desarrollo de un cáncer de mama (tabla 1).• Antecedentes personales de

cáncer de mama

• Historia Familiar

• Historia Ginecológica

• Dieta

• Patrón mamográfico

• Radiación

• Actividad física

Tabla1. Principales factores de riesgo asociados al desarrollo del cáncer de mama.
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1.2.1 Antecedentes personales de cáncer de mama.

La enfermedad mamaria benigna aumenta la probabilidad de desarrollar cáncer de mama. El riesgo 
es mayor para las lesiones proliferativas y aumentan aún más si cursan con atipias (Colditz GA y cols., 
2006). Lo mismo ocurre si se ha padecido un tumor in situ o un carcinoma invasor previo (Li CL y 
cols., 2006). También se ha descrito el incremento del riesgo de recaída con existencia de necrosis 
tumoral (Rodrigues N y cols., 2002). Así mismo, la recaída local puede relacionarse con el grado his-
tológico, el tamaño tumoral y la afectación de los márgenes, lo que se conoce como “Índice de Van 
Nuys” (Silverstein MJ y cols., 1996). Actualmente, se añade la edad a estos parámetros denominándo-
se “Índice de Van Nuys modificado” (Di Saverio S y cols., 2008).

1.2.2 Historia Familiar

El cáncer de mama tiene un claro componente genético. Tener un familiar de primer grado con cán-
cer de mama duplica el riesgo. La proporción de cánceres de mama, en cuyo desarrollo son decisivos 
los factores hereditarios, se estima en torno a un 5-10%,   (Gayther SA y cols., 1998).

El estudio de familias con múltiples casos de cáncer de mama y ovario mediante el análisis de liga-
miento permitió la localización e identificación de dos genes de susceptibilidad de alta penetrancia. 
El primer gen caracterizado es conocido como Breast Cancer 1(BRCA1) y se localiza en el brazo largo 
del cromosoma 17 (17q21) (Miki Y y cols., 1994). El gen Breast Cancer 2 (BRCA2), localizado en el 
cromosoma 13 (13q12), fue identificado en familias con cáncer de mama masculino y sin ligamiento 
a 17q (Wooster R y cols., 1994). El riesgo de desarrollar un cáncer de mama a lo largo de la vida en 
portadoras de mutación en BRCA1 es superior al 60% y mayor del 50% en portadoras de la mutación 
en BRCA2 (Antoniou AC y cols., 2006).

Otros genes de alta penetrancia que incrementan el riesgo de cáncer de mama son p53, PTEN, ATM 
(Colditz GA y cols., 2006).

1.2.3 Historia ginecológica

El cáncer de mama aumenta exponencialmente con la edad, como ocurre con todos los carcinomas. 
Sin embargo, la pendiente de incremento se ralentiza tras la menopausia, debido a la caída de estró-
genos circulantes. Los factores reproductivos modulan la exposición hormonal a lo largo de la vida. 
La menarquia temprana, la menopausia tardía y la nuliparidad o la edad tardía al primer embarazo 
son los principales factores reproductivos. El embarazo tiene un doble efecto a corto y largo plazo, ya 
que se asocia a un incremento del riesgo inicial, ligado al aumento de las hormonas circulantes, pero 
constituye un factor de protección a largo plazo, debido a la maduración del tejido mamario, que se 
traduce en una tasa menor de proliferación (Domitrescu RG y cols., 2004; Colditz GA y cols., 2006). 
La lactancia materna prolongada constituye otro factor de protección, al igual que la ooforectomía 
temprana (Colditz GA y cols., 2006).

Con respecto al uso de anticonceptivos orales, parece incrementarse el riesgo durante la ingesta de 
los mismos, sobre todo si su uso dura 10 años o más, aunque no influye de la misma forma en todos 
los grupos poblacionales (Hou N y cols., 2013). Este incremento parece mayor en los tumores con 
receptores hormonales negativos (Rosemberg y cols., 2010), en especial en las mujeres entre 25 y 64 
años con neoplasias triple negativas que habían iniciado la toma de los mismos antes de los 18 años 
(Ma H y cols., 2010). Se ha demostrado en estudios observacionales que la terapia hormonal sustitu-
tiva con estrógenos eleva el riesgo de cáncer de mama. Este efecto parece desaparecer al abandonar 
su uso y el riesgo es mayor en usuarias de estrógenos combinados con progesterona (Ravdin PM y 
cols. 2007).
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1.2.4 Dieta

Como ya se ha mencionado, el cáncer es causado por la interacción entre factores genéticos y am-
bientales. Entre los últimos, la dieta ha atraído una considerable atención, dado que es un factor 
modificable, y por lo tanto ofrece la posibilidad de diseñar estrategias preventivas.

La dieta supone la exposición a una gran variedad de compuestos cancerígenos y anticancerígenos. 
Existen datos que sugieren que un alto consumo de grasa puede incrementar el riesgo, aunque los 
estudios epidemiológicos no son concluyentes (Turner LB., 2011). Resultados en animales de expe-
rimentación señalan que el exceso de riesgo estaría ligado al consumo de grasas poliinsaturadas, 
mientras que los ácidos omega-3 y el aceite de oliva disminuyen la ocurrencia de tumores mamarios 
(Thiebaut AC y cols., 2007).

El consumo de alcohol aumenta la frecuencia de cáncer de mama (Suzuki R y cols., 2010). En un me-
tanálisis de 38 estudios epidemiológicos se estimó el riesgo de cáncer de mama en relación propor-
cional a la ingesta etílica con respecto a las mujeres abstemias (Longnecker MP. 1994).

La soja y otros alimentos que contienen fitoestrógenos son compuestos con débil actividad estrogé-
nica que podrían interferir igualmente con la acción y el metabolismo de los estrógenos endógenos. 
Por el momento, los estudios experimentales y epidemiológicos existentes arrojan resultados contra-
dictorios que no permiten extraer conclusiones (Hilakivi-Clarke L y cols., 2010; Dong JY y cols., 2011).

Se ha propuesto que el consumo de frutas, verduras y alto consumo de fibra podría jugar un papel 
protector, ya que la fibra inhibe la reabsorción de estrógenos en el tracto digestivo. Algunos estudios 
de casos y controles corroboran dicho efecto, aunque los estudios prospectivos no han demostrado 
su papel protector (Colditz GA. y cols 2006).

1.2.5 Patrón mamográfico

A diferencia de la mayoría de factores de riesgo en la neoplasia de mama, la densidad mamaria es va-
riable según la influencia de otros factores y además, este cambio puede ser monitorizado mediante 
la mamografía o la resonancia. En cuanto a dicho factor de riesgo existe un componente hereditario 
de elevada importancia como demuestran los resultados de los estudios llevados a cabo con gemelos 
monocigóticos y dicigóticos, que estiman que la heredabilidad es responsable del 63% de las varia-
ciones en la densidad mamaria entre individuos. También pueden modificar la densidad mamaria 
factores externos como la terapia hormonal sustitutiva combinada, que aumenta la densidad ma-
maria y también el riesgo de cáncer de mama, o la obesidad que  se correlaciona inversamente con 
la densidad mamográfica y con el riesgo de cáncer de mama. Estos datos se restringen a las mujeres 
premenopausicas ya que, una vez más, la edad sobredimensiona el efecto de estos dos factores (Yaffe 
M y cols., 2005).

A pesar de todo, hoy en día, se considera que las mujeres, con un patrón denso en la mamografía, 
tienen un riesgo de 4 a 6 veces mayor que aquellas con mamas de predominio graso (Pettersson A y 
cols., 2011)

1.2.6 Radiación.

La exposición a radiaciones ionizantes, principalmente en los primeros años de vida y en la adoles-
cencia, cuando la glándula mamaria está desarrollándose, es un importante factor de riesgo (Colditz 
GA. y cols 2006). De tal forma, las pacientes que han recibido durante la infancia un tratamiento con 
radioterapia en la región torácica, especialmente para el linfoma de Hodgkin, tienen un riesgo relati-
vo de 7 a 17 veces mayor (Moskowitz CS y cols., 2014).
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La proporción de presentación es mayor a menor edad en el momento de la exposición, existiendo 
una latencia para el desarrollo del cáncer de mama, y una relación con la dosis de radiación recibida 
(Ng AK y cols., 2009). Sin embargo, la asociación de irradiación a dosis reducidas (como la recibida 
en las pruebas de imagen diagnósticas) con la aparición de un cáncer de mama es mucho más con-
trovertida (Nelson HD y cols., 2009).

1.2.7 Actividad física

El ejercicio físico es un factor protector (Colditz GA. y cols., 2006). Durante la adolescencia, la activi-
dad física contribuye a reducir el riesgo retrasando la menarquia y retrasando el nivel de hormonas 
biodisponibles (Domitrescu RG y cols., 2004). En mujeres adultas, la actividad física actuaría dismi-
nuyendo el número de ciclos ovulatorios, los niveles de estrógenos y previniendo la obesidad (Fried-
enreich CM y cols., 2010).

1.3 Factores pronósticos y predictivos

Entendemos como factor pronóstico aquél que determina o se correlaciona con la historia natural de 
la enfermedad, sin intervención del tratamiento adyuvante sistémico, siendo, por tanto, reflejo de la 
agresividad del propio cáncer. Su valor relativo es mejor determinado en los pacientes no tratados.

En cambio, factor predictivo es cualquier valor asociado al grado de respuesta de un tratamiento 
específico. Su utilidad clínica suele mayor que la de los factores pronóstico, dada su importancia a la 
hora de decidir un tratamiento. Algunos factores comparten el carácter pronóstico y predictivo, como 
es el caso de la expresión de HER2, que confiere peor pronóstico clínicos en los pacientes tratados de 
modo convencional, aunque su amplificación es predictiva de respuesta a trastuzumab, con lo cual 
los casos que reciben este tratamiento mejoran su pronóstico (Rojo A y cols., 2008) (tabla 2).

FACTORES PRONÓSTICOS FACTORES PREDICITIVOS FACTORES PRONÓSTICOS
MOLECULARES

Estado ganglionar
Tamaño
Tipo histológico
Grado histológico
Invasión vascular y 
linfática
Metástasis en médula 
ósea
Células tumorales 
circulantes
Edad
Embarazo
Proliferación
p53

Estado hormonal
HER2
μPA/PAI
Susceptibilidad genética

Subtipo Luminal (A, B)
Subtipo HER2
Subtipo triple negativo 
y/o   Basal Like
Otros perfiles de 
expresión génica

Tabla 2. Factores pronósticos y predictivos.
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1.3.1 Factores pronósticos

1.3.1.1 Estado ganglionar

La presencia o ausencia de metástasis ganglionar axilar es el factor pronóstico independiente más 
importante en el cáncer de mama operado. Esta importancia ha sido confirmada por el metanálisis 
del EBCTCG (Early Breast Cancer Trialist’s Collaborative Group). La supervivencia libre de recaída a 
los 10 años y la supervivencia global fue peor en pacientes con afectación axilar frente a los que no la 
tenían: 29.5 % versus 54.5 % y 39.8 % versus 63.2 %, respectivamente (Lonning PE y cols., 2007).

La evaluación rutinaria de la linfadenenctomía precisa de la disección y examen patológico de al me-
nos seis ganglios del nivel II de la axila (Blancas I y cols., 2006). Conocida la morbilidad asociada a la 
linfadenectomía axilar, debemos recordar el papel de la técnica del ganglio centinela como alternati-
va a las linfadenectomías completas. Actualmente la biopsia selectiva de ganglio centinela (BSGC) es 
un procedimiento aceptado para la adecuada estadificación axilar del cáncer de mama que permite 
seleccionar un subgrupo de pacientes susceptible de cirugía conservadora en la axila (Pinero A y 
cols., 2007). Asimismo, la identificación de metástasis ganglionares por esta técnica ya se recoge en 
el actual sistema de estadificación TNM (Edge SB y cols., 2010; Veronesi U y cols., 2009) y diversos 
estudios prospectivos (Veronesi U y cols., 2010; Giuliano AE y cols., 2010) y meta-análisis (Pepels MJ 
y cols., 2011) han confirmado su seguridad.

1.3.1.2 Tamaño

Después del estado ganglionar, el diámetro del tumor primario puede considerarse el factor pronós-
tico más importante, con muy buena correlación con la incidencia de metástasis ganglionares y tasa 
de supervivencia (Seidman JD y cols., 1995). Las pacientes cuyo tumor mide 2 cm. o menos tienen un 
pronóstico y una supervivencia significativamente mayor comparada con las pacientes con tumores 
más grandes (Chia SK y cols., 2004). Sin embargo, este patrón no se cumple en todos los subtipos 
de cáncer de mama y hay neoplasias de pequeño tamaño con afectación axilar extensa cuya tasa de 
mortalidad es mayor que la de tumores de tamaño superior, lo que se relaciona con una enfermedad 
con un comportamiento biológico más agresivo (Wo NY y cols., 2011).

No obstante, la correcta medición del tumor es esencial y debe ser muy precisa, puesto que va a 
modificar el estadio tumoral. Las asociaciones de patólogos europeos y americanos recomiendan 
la medición microscópica total y del componente infiltrante para el estadío. La medición exacta del 
tamaño tumoral debe de ser considerada obligatoria en los informes de anatomo-patológicos (Beh-
jatnia B y cols., 2010).

1.3.1.3 Tipo histológico

La mayoría de las neoplasias mamarias se originan en el epitelio de los conductos galactóforos, por 
ello se denominan carcinomas ductales. El resto se desarrollan en las estructuras acinares de los lo-
bulillos mamarios, recibiendo la denominación de carcinomas lobulillares. Alrededor del 80% de los 
tumores invasivos de mama pertenecen a la variedad ductal, suponiendo el carcinoma lobulillar en-
tre el 5-15% según las series. La tasa de recaída y el pronóstico de ambos se considera similar (Rakha 
EA y cols., 2009), pero el grado de diferenciación parece no ser importante en este último (Sinha PS 
y cols., 2000).

Existen otros subgrupos reconocidos con pronóstico particular. Los carcinomas pobremente diferen-
ciados, en anillo de sello, carcinoma inflamatorio (Tai P y cols., 2005), así como los carcinosarcomas, 
son considerados como neoplasias agresivas y de baja frecuencia de presentación (Li CI y cols., 2005).
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Dentro de los de mejor pronóstico están el carcinoma tubular, cribiforme invasivo, mucinoso, ade-
noide quístico y papilar duro. Algunos de estos tipos como los mucinosos, lobulares o tubulares pre-
sentan mayormente expresión de receptores estrogénicos, mientras que otros como los medulares y 
el comedocarcinoma, rara vez. Algunas publicaciones han intentado relacionar determinadas his-
tologías con subtipos moleculares, como por ejemplo el carcinoma lobular y el subtipo molecular 
Luminal A (Jung SY y cols., 2010) y el carcinoma medular con el subtipo Triple negativo (Marginean 
F y cols., 2010) y la mutación del gen BRCA-1 (Mangia A y cols., 2011).

1.3.1.4 Grado histológico

La determinación del grado histológico es una herramienta que ha demostrado una buena correla-
ción con el pronóstico clínico (Henson DE y cols., 1991). El sistema de gradación más utilizado es el 
de Scarff-Bloom-Richardson, que combina criterios arquitecturales (formación de túmulos) con cito-
lógicos (pleomorfismo nuclear y contaje mitótico). A cada uno de los tres factores anteriormente se-
ñalados se les asignaba una puntuación de 1 a 3, correspondiendo a su presencia en leve, moderado o 
marcado grado. Por tanto, podía ser alcanzada una calificación total de 3 a 9 para un determinado tu-
mor. Una calificación de 3 a 5 etiquetaba a los carcinomas como un tumor de grado I (bien diferencia-
do), 6 ó 7 como grado II (moderadamente diferenciado), y 8 ó 9 como grado III (poco diferenciado).

A pesar de haber sido diseñado, en principio, para el carcinoma ductal infiltrante, este sistema está 
recomendado emplearlo en cualquier subtipo histológico de carcinoma de mama infiltrante, excep-
tuando el carcinoma medular (Rosai J 2004).

1.3.1.5 Invasión vascular y linfática

En los pacientes sin afectación ganglionar linfática, la invasión vascular linfática es un predictor de 
mal pronóstico, de recurrencia precoz y metástasis a distancia (Lee AH y cols., 2006). En aquellos 
con afectación adenopática, la invasión vascular linfática es un marcador de alto riesgo de muerte 
indicando mayor probabilidad de fracaso terapéutico (Lauria R y cols., 1995). La invasión vascular 
linfática por células tumorales, de forma histológica, es objetivable en, aproximadamente, el 15% de 
los carcinomas ductales infiltrantes de mama y en casi el 10% de los tumores sin afectación ganglio-
nar. Indica un pronóstico desfavorable en términos de recaída local y reducción de la supervivencia 
global, por eso se recomienda su evaluación en el estudio anátomo-patológico de la pieza tumoral 
(Hoda SA y cols., 2006).

Se ha intentado comparar la invasión vascular venosa e invasión vascular linfática y determinar cuál 
de las dos representa un indicador de mal pronóstico. Para ello se han utilizado técnicas inmunohis-
toquímicas para comprobar la expresión de CD34 y CD31 para invasión vascular venosa y de podo-
planina/D2-40 (marcadores de vasos linfáticos) para la invasión vascular linfática. Se ha confirmado 
la asociación, estadísticamente significativa en el análisis multivariante, de invasión vascular linfática 
con metástasis ganglionares axilares, mayor tamaño tumoral, desarrollo de metástasis a distancia, 
recurrencia loco-regional y peor supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global (Moham-
med RA  y cols., 2007; Mohammed RA y cols., 2011).

En pacientes con cáncer de mama triple negativo no se vieron cambios en invasión vascular linfática 
y/o invasión vascular venosa con respecto a otros subtipos tumorales. Sin embargo, se observó una 
mayor frecuencia de metástasis viscerales en este subgrupo, lo que ratifica un diferente comporta-
miento biológico Kuroda H y cols., 2010).
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1.3.1.6 Metástasis en médula ósea

Basándose en diferentes estudios hay autores que la definen como un predictor independiente de 
mal pronóstico (Wiedswang G y cols., 2003). Sin embargo todos reconocen la heterogeneidad en el 
diagnóstico y la necesidad de estudios prospectivos para evaluar si la erradicación de las microme-
tástasis en esta localización se correlaciona con una mayor supervivencia libre de recaída y supervi-
vencia global (Fehm T y cols., 2008).

Dado que su uso no está estandarizado, no se recomienda aún su valoración rutinaria protocolizada 
(Goldhirsch A y cols., 2007).

1.3.1.7 Células tumorales circulantes

La determinación de células tumorales circulantes (definido como 5 ó más células en 75 ml de sangre 
periférica) se ha visto útil en el grupo de pacientes con cáncer de mama metastático, dado que su 
valor predictor de supervivencia global (SG) y supervivencia libre de enfermedad (SLE) es mayor que 
el de las pruebas de imagen convencionales (Cristofanelli M y cols., 2006). Sería, por tanto,  de gran 
utilidad para la estratificación del riesgo y la monitorización temprana de la respuesta al tratamiento 
(Andreopoulou E y cols., 2010).

En cambio en pacientes con cáncer de mama precoz su significado es desconocido. En un estudio del 
MD Anderson Cancer Center, de casi 100 pacientes con tumores T1 y T2, se objetivaron células tumo-
rales circulantes en el 31%, pero no hubo correlación ni con el tamaño tumoral, ni con la afectación 
ganglionar, ni con el grado histológico, ni con la expresión de receptores hormonales y tampoco con 
la expresión de HER2 (Krishnamurthy S y cols., 2010).

1.3.1.8 Edad

El significado pronóstico de la edad y del estado menopáusico ha sido tan estudiado como controver-
tido. Casi todos los estudios sugieren que las mujeres jóvenes con cáncer de mama, particularmente 
aquéllas menores de 35 años, presentan una mayor asociación con otros factores pronósticos nega-
tivos, condicionando por ello unos resultados peores (Dubsky PC y cols., 2002). Incluso en mujeres 
entre 39 y 41 años sometidas a screening mamográfico no se observó disminución de mortalidad 
por cáncer a los 10 años con respecto a las que no participaban en él (Moss SM y cols., 2006). Se ha 
evidenciado en pacientes jóvenes con tumores sin expresión de receptores hormonales ni de HER2 
(aunque el tamaño tumoral sea subcentimétrico) un mayor riesgo de recurrencia, demostrándose 
estadísticamente la independencia de la edad como factor pronóstico (Kwon JH Y Cols., 2010). 

1.3.1.9 Embarazo

En general, el cáncer de mama que debuta durante el embarazo es considerado más agresivo, pues 
posee menor expresión de receptores hormonales y mayor de HER2. Hay que tener en cuenta que 
su valor está influido, además, por otros factores, como que afecta al grupo de mujeres jóvenes (peor 
pronóstico) y que suele realizarse un diagnóstico más tardío por quedar oculto en los cambios gesta-
cionales/puerperales (Rojo A y cols., 2008).

1.3.1.10 Proliferación

La capacidad de la célula para dividirse es la que determina su potencial de crecimiento y disemina-
ción del tumor. Existen numerosos marcadores de proliferación, y destacamos:
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Índice mitótico: consiste en calcular el promedio de figuras mitóticas aparecidas por campo de gran 
aumento. Su valor pronóstico ha sido determinante para ser incluido dentro de los sistemas de gra-
dación histológica.

Índice de captación de timidina: se calcula mediante el contaje de números de núcleos que captan 
timidina tritiada tras un periodo de incubación con la misma. Se estima, así, el número de células que 
sintetizan ADN y las células que se encuentran en fase S y G2M.

Fracción de células en fase S: mediante la citometría de flujo es posible evaluar la proporción de cé-
lulas de un tumor que se encuentran en fase de síntesis de ADN, y, por lo tanto, mayor contenido de 
ADN. 

Ki-67: El Ki-67 es un anticuerpo específico dirigido frente a un antígeno nuclear expresado en células 
en fase proliferativa G1, S, M y G2 del ciclo celular. La sobreexpresión de este antígeno nuclear se 
asocia con un pronóstico menos favorable, sobre todo, para el cáncer de mama precoz (Yerushalmi 
R y cols., 2010). En la actualidad las investigaciones sobre su posible papel como indicador pronós-
tico aumentan. Desde que Perou identificó por primera vez diversos subtipos de cáncer de mama 
con diferentes patrones de expresión génica basados en agrupaciones de genes (Perou CM y cols., 
2000) y que la expresión de las agrupaciones de genes de alta proliferación se correlacionaban con 
las variables inmunohistoquímicas de proliferación del tumor, como Ki-67, y con el pronóstico, se 
establecieron subtipos tumorales diferentes dentro del grupo con expresión de receptores hormo-
nales. El subtipo Luminal A expresa con mayor intensidad los genes de la agrupación de receptores 
hormonales y presenta baja expresión de genes asociados a proliferación como Ki-67 (Hu Z y cols., 
2006) y, como consecuencia, mejor pronóstico que el subtipo Luminal B. En una publicación de Soti-
riou, utilizando variables clínico-patológicas del tumor, inmunohistoquímica y perfiles de expresión 
génica, se establece ya la diferenciación entre subtipos Luminal A y Luminal B según el nivel de Ki-
67 (Sotiriou C y cols., 2009). Esta observación se confirmó en otra publicación en la cual se medían 
receptores de estrógeno (RE), receptores de progesterona (RP), expresión de Her2-neu y Ki-67 por 
inmunohistoquímica (comúnmente realizado en nuestra práctica clínica diaria en las muestras aná-
tomo-patológicas), distinguiendo subtipos Luminal A y Luminal B y relacionando a este último con 
peor supervivencia libre de recaída y peor supervivencia específica por cáncer de mama, a pesar de 
recibir tratamiento complementario. En particular, en las mujeres que sólo habían recibido tamoxife-
no, existía una diferencia de alrededor del 20% en la supervivencia específica por cáncer de mama a 
los 10 años entre subtipos luminales (Cheang MC y cols., 2009).

1.3.1.11 p53 y otros genes mutados

El gen p53 se localiza en el cromosoma 17p13 y codifica la síntesis de una proteína implicada en el 
control del ciclo celular, la apoptosis y el mantenimiento de la estabilidad génica. La mutación de este 
gen, se considera un factor de mal pronóstico por determinar pérdida de la función supresora, y es la 
alteración génica más común y descrita en mayor número de tumores.

En un artículo sobre pacientes sin afectación ganglionar en lo referente a la expresión de p53 muta-
da como indicador pronóstico, estratificando por subtipos tumorales y teniendo en cuenta los sub-
grupos pronósticos de riesgo establecidos en el Consenso de Saint Gallen, se confirmó su potencia 
independiente, junto a la negatividad de la expresión de receptor de progesterona, en el análisis mul-
tivariante. En el subanálisis por subtipos tumorales intrínsecos (Luminal A, Luminal B, HER2 y Triple 
negativo) y grupos de riesgo del Consenso de Saint Gallen, hubo diferencias significativas en supervi-
vencia libre de enfermedad a los cinco años según el nivel de p53 (Jung SY y cols., 2011).

Otras mutaciones menos comunes identificadas en relación con el cáncer de mama, ocurren en los 
genes serina/treonina proteína kinasa (CHEK2), ataxia telangiectasia (ATM), cadherina 1 (CDH1), 
fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) o Partner and localizer of BRCA2 (PALB2). En 
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concreto, las mujeres con síndrome de Cowden, que se debe a una mutación en el gen PTEN, tienen 
un 50% de probabilidades de padecer cáncer de mama a lo largo de la vida, así como de desarrollar 
neoplasias malignas en otras localizaciones como el tiroides o endometrio (Hobert JA y cols., 2009).

1.3.2 Factores pronósticos moleculares: perfiles genómicos

A pesar de todos los criterios que hemos expuesto anteriormente, quedan aún dilemas importantes 
por aclarar. Uno de los más importantes afecta al grupo de pacientes ya intervenidas con ganglios 
libres, colectivo que será sometido en un alto porcentaje de casos a tratamiento sistémico sin nece-
sidad real de él. En este grupo no se puede calcular con certeza el riesgo real de recidiva, siendo, por 
tanto, necesario desarrollar nuevos factores de supervivencia y recaída que eviten el sobretratamien-
to y efectos tóxicos innecesarios.

En este contexto es donde los perfiles génicos tendrán su principal relevancia. El problema de los 
pacientes que con características clinicopatológicas similares tienen evoluciones completamente 
distintas, sugiere que deben existir características moleculares subyacentes que determinan su com-
portamiento.

Los primeros estudios sobre el heterogéneo perfil genético, molecular y clínico del cáncer de mama 
se lo debemos a dos patólogos: Charles Perou (Universidad de Stanford-California) y Therese Sorlie 
(Hospital Montebello-Oslo) (Perou CM y cols., 2000; Sorlie T y cols., 2001). Utilizando técnicas de 
microarrays de DNA descubrieron distintos patrones de expresión génica que asimilaron a diferentes 
subtipos tumorales con diferente pronóstico. Variaciones en el crecimiento celular, en la actividad 
específica de vías de señalización intracelular y en la composición celular de los tumores se refleja-
ban en correspondientes variaciones en la expresión de diferentes grupos de genes. Se desarrolló, 
entonces, una clasificación genética que permitía clasificar a los tumores según su comportamiento 
biológico y pronóstico en: Luminal A (LA), Luminal B (LB), HER2 y Triple negativo (TN). Éste último 
se puede subdividir en Basal y Normal (o no “Basal-Like”) según la expresión de EGFR y/o citoque-
ratinas 5 y 6 (CK 5/6). La clasificación inmunohistoquímica se ha ido perfilando progresivamente por 
lo que diversos estudios, realizados a lo largo de los años, han utilizado definiciones variables en el 
subgrupo Luminal B y no han diferenciado a los tumores Triple Negativo de los “Basal-Like”.   

1.3.2.1 Subtipo Luminal (A, B)

Este subtipo tiene un patrón de expresión génica similar al epitelio luminal de la mama. Se caracteri-
za por la expresión de receptores de estrógeno y de progesterona y de genes asociados a la activación 
de receptores de estrógeno como LIV1, TFF1/ pS2 y ciclina D1, además de citoqueratinas luminales 
(CK 8/18). 

Diferenciamos dos subtipos: Luminal A (LA) y B (LB). Los  LA generalmente tienen alta expresión 
de receptor de estrógeno y de genes que regulan su expresión, muy baja o ausencia de expresión 
de c-erbB2 y, baja expresión de genes de proliferación, incluyendo Ki-67. Representan el 40% de los 
cánceres de mama (Millikan RC y cols., 2008). Según Jung los carcinomas lobulillares invasivos serían 
el prototipo de este subtipo molecular (Jung SY y cols., 2010). Por el contrario los tumores Luminales 
B tienden a ser de alta proliferación (alta expresión de Ki-67), suelen tener p53 mutada y, en general 
baja expresión de receptor de estrógeno y de genes relacionados con su expresión (Sotiriou C y cols., 
2009). Representan en torno al 10% de los cánceres de mama luminales (Millikan RC y cols., 2008).
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1.3.2.2 Subtipo Her 2

Supone entre un 6 y un 20%  del global (Blows FM y cols., 2010; Del Casar JM y cols., 2008). Sin em-
bargo, no todos los tumores con expresión de este gen o de la proteína Her2-neu detectada por in-
munohistoquímica pertenecen a este subtipo, ya que los tumores Luminales B también lo expresan.

Este subtipo se caracteriza, además, por expresar otros genes próximos a c-erbB2 en el genoma, como 
GRB7, además de altos niveles de expresión de activadores de la transcripción como GATA4 (Bertucci 
F y cols., 2004). Por otro lado, muestran baja expresión de genes luminales y, por tanto de CK 8 y 18 y 
de genes reguladores de la expresión de receptores de estrógeno y de genes “basal-like” (Perou CM y 
cols., 2000). 

El 75% de los tumores presentan un alto grado de diferenciación y más del 40% mutaciones de p53. 
Desde su denominación todos los estudios han confirmado repetidamente su mal pronóstico y su 
agresividad biológica (Carey LA y cols., 2006). Sin embargo, gracias al demostrado beneficio de las 
terapias anti-HER2 su pronóstico ha mejorado (Salmón DJ y cols., 2001; Piccart-Gebhart MJ y cols., 
2005; Geyer CE y cols., 2006). Muestran, además, alta sensibilidad a quimioterapia neoadyuvante 
basada en antraciclinas y taxanos, encontrando mayores tasas de respuesta patológica completa que 
los subtipos luminales (Bhargava R y cols., 2010); sin embargo, sí hay una disminución de la supervi-
vencia libre de recaída y de supervivencia global con respecto a los tumores luminales (Voduc KD y 
cols., 2010). 

Por otra parte, se ha observado también mayor riesgo de diseminación en SNC con respecto a los 
subtipos luminales y Triple Negativo (Bertos NR y cols., 2011) y mayor proporción de recaídas visce-
rales y loco-regionales que los luminales (Voduc KD y cols., 2010).

1.3.2.3 Subtipo triple negativo y/o basal like

Definimos como subtipo triple negativos a aquellos tumores que no expresan receptores ni de estró-
genos, ni de progesterona, ni de HER22. En un paso más allá, denominamos Basal-Like a los tumores 
triple Negativo que, además, expresan CK 5/6 y/o EGFR (Dawson SJ y cols., 2009), lo que supone 
alrededor del 80% de los tumores triple negativos (Perou CM 2011). Las neoplasias que no expre-
san ninguno de los cinco marcadores se denominan “Normal-Like” o “no Basal-Like” y parecen ser 
discretamente menos agresivas que las Basal-Like (Dawson SJ y cols., 2009). Presenta una estrecha 
relación con el carcinoma medular y metaplásico, pero, también, con otros subtipos histológicos in-
frecuentes más favorables, como el adenoide quístico y secretor (Cadoo KA y cols., 2012).

Los tumores Basal-Like expresan un patrón semejante al de las células epiteliales basales con cito-
queratinas basales de alto peso molecular como CK 5/6, 14 y 17, y EGFR, c-kit, vimentina, P-cadhe-
rina, fascina, caveolinas 1 y 2, y p63. Se ha observado un incremento de la actividad mitótica con alta 
expresión de Ki-67, mutaciones de p53 hasta en la mitad de los casos, marcado pleomorfismo nuclear 
y atipia, alto grado nuclear (Parise CA y cols., 2009), necrosis central, múltiples células en apoptosis e 
infiltración linfocítica estromal (Carey LA y cols., 2007). Se ha evidenciado también la falta de función 
de la proteína RB1, la cual es crítica en la regulación del ciclo celular. Estas células son deficitarias 
en actividad del gen del retinoblastoma (RB) y p53, por lo que tienden a un crecimiento rápido al no 
funcionar el mecanismo de supresión tumoral (Perou CM 2011).

Se han encontrado, también, asociación de este subtipo con mutaciones de BRCA 1 (Mangia y cols., 
2011). Específicamente en mujeres portadoras de la mutación que desarrollan un cáncer de mama, 
hasta en el 80% de los casos es Basal-Like (Perou CM 2011). La asociación con la vía BRCA tiene im-
portantes implicaciones terapéuticas con la introducción de los inhibidores de la Polimerasa ADP-Ri-
bosa (PARP). Éstos impiden la reparación de la vía alterada en las células deficientes de BRCA, produ-
ciendo un efecto sintético letal en las células alteradas (Tutt A y cols., 2010).
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1.3.2.4 Otros perfiles de expresión génica

El reciente desarrollo de nuevas tecnologías y, en particular, el uso de microarrays de ácido desoxirri-
bonucleico complementario (cADN) permiten el análisis simultáneo de miles de genes y el estable-
cimiento de una clasificación más refinada del cáncer de mama basada en la expresión génica que 
persiguen una mayor exactitud en la predicción de riesgo de recaída y muerte por cáncer de mama.

El Netherlands Cancer Institute de Amsterdam definió un método de clasificación genético consis-
tente en 70 genes relacionados con la proliferación, invasión, metástasis, integridad del estroma y 
angiogénesis. La determinación de su expresión precisa muestra en fresco de tejido tumoral (Mam-
maprint). Este perfil predecía la recaída en mujeres con cáncer de mama sin afectación ganglionar en 
menores de 55 años (van de Vijver MJ y cols., 2002). Se validó en pacientes de varios centros europeos, 
discriminando entre bajo y alto riesgo de recaída y, resultando un factor pronóstico independiente 
(Buyse M y cols., 2006).

Wang y sus colaboradores seleccionaron un conjunto de 76 genes, denominado “firma de Rotterdam”, 
capaz de predecir la recaída en un pequeño grupo de enfermas de diferente edad, grado, tamaño tu-
moral y estado de receptores hormonales, sin afectación ganglionar. Esta firma también fue validada 
en una muestra independiente de 180 casos de cáncer de mama sin afectación ganglionar, demos-
trando valor pronóstico en tiempo a la recaída y supervivencia global (Wang Y y cols., 2005).

Otra aproximación posible es la clasificación por agrupaciones de genes según el “modelo de res-
puesta cicatricial”, separando grupos de riesgo según la correlación entre la respuesta cicatricial y el 
comportamiento biológico del tumor (Chang HY y cols., 2005).

El “Genomic Grade Index” (GGI) está basado en un grupo de 97 genes, expresados diferencialmente 
entre los cánceres de mama de alto y bajo grado que están asociados a la progresión del ciclo celular 
y a la proliferación tumoral (Sotiriou C y cols., 2006).

Paik y su equipo, en un estudio publicado en 2004, identificaron una escala de recurrencia basada en 
21 genes estudiados en muestras parafinadas (Oncotype DxR) según la cual, las pacientes con expre-
sión de receptores de estrógeno y sin afectación ganglionar, fueron clasificadas en bajo, intermedio y 
alto riesgo de recurrencia (Paik  S y cols., 2004). Se ha sugerido que pudiera complementarse con el 
programa Adjuvant online! (Olivotto IA y cols., 2005) para decidir de forma más precisa la necesidad o 
no de quimioterapia complementaria (Paik S y cols., 2008). En un estudio con inclusión de pacientes 
con y sin afectación ganglionar se demostró como mayor predictor de recaída que las variables clíni-
cas estándar incluidas en el programa Adjuvant online! (Goldstein LJ y cols., 2008).

Otros grupos de genes estudiados con capacidad pronostica han sido: la ratio
HOXB13 versus IL17BR en pacientes tratadas con tamoxifeno (Ma XJ y cols., 2004), genes relaciona-
dos con la secuenciación de la mutación de p53 (Miller LD y cols., 2005) y genes relacionados con la 
activación del estroma (Farmer P y cols., 2009).

De tal forma, hoy en día, a la hora de tomar una decisión en una paciente con unas características 
fenotípicas concretas, además de las particularidades clínico-patológicas, también podemos ayudar-
nos de algunas de estas plataformas ya disponibles comercialmente (Coates AS y cols., 2015).

1.3.3 Factores predictivos

1.3.3.1 Estado hormonal

La expresión de receptores de estrógenos (RE) y progesterona (RP) tiene como principal utilidad su 
valor predictivo de respuesta al tratamiento hormonal. De todas formas, también es conocido su sig-



44

nificado pronóstico, pues el grupo de RE positivo posee a corto plazo mayores tasas de supervivencia 
libre de enfermedad (SLE) que el grupo RE negativo, desapareciendo estas diferencias en seguimien-
tos a largo plazo.

En la actualidad, la determinación de receptores de estrógeno y progesterona es imprescindible por 
su indiscutible preponderancia a la hora de tomar decisiones terapéuticas. A día de hoy las técnicas 
inmunohistoquímicas son las más utilizadas en nuestros hospitales, a raíz de que progresivas publi-
caciones hayan avalado su sensibilidad, especificidad y reproducibilidad (Allred DC y cols., 2009). La 
Sociedad Americana de Oncología (ASCO) también ha realizado sus recomendaciones sobre dicha 
evaluación (Hammond ME y cols., 2010). 

Sobre lo que no hay discusión es sobre su capacidad de predicción de respuesta a la terapia hormo-
nal. La reducción de los niveles de receptor estrogénico, la negatividad o baja expresión de receptor 
de progesterona y la positividad del receptor HER2 se asocian con una menor probabilidad de res-
puesta a cualquier tipo de terapia endocrina (Rastelli F y cols., 2008). Los tumores que sobreexpresan 
HER2 son resistentes al tratamiento hormonal y requieren el bloqueo de la vía de HER2, además de la 
deprivación estrogénica (Parise CA y cols., 2009).

Estudios moleculares han demostrado que la capacidad de respuesta endocrina está influenciada en 
gran medida por los receptores interrelacionados con las vías estrogénicas intracelulares. El diálogo 
entre el receptor HER2 y el receptor de estrógeno se ha puesto de manifiesto en diferentes publica-
ciones (Osborne CK y cols., 2005). La interacción entre ambos podría explicar la resistencia a Tamoxi-
feno (Lipton A y cols., 2002) y el beneficio de los inhibidores de la aromatasa o de la adición de Tras-
tuzumab al tratamiento hormonal en algunas pacientes hormonosensibles (Kaufman B y cols., 2009).

1.3.3.2 HER2

El encogen c-erbB2 forma parte de la familia de EGFR y se encuentra amplificada en el 18-20% de los 
carcinomas de mama. Está ubicado en el cromosoma 17 y se encarga de la síntesis de una proteína 
con actividad tironsínquinasa (Her 2-neu) que se sobreexpresa en este tipo de tumores.

Se ha demostrado su valor tanto pronóstico (mayores tasas de recurrencia y mortalidad) como pre-
dictivo, ya que además de predecir la respuesta a trastuzumab en enfermedad metastásica, adyu-
vancia y neoadyuvancia (Slamon DJ  y cols., 1987; Piccart-Gebhart MJ y cols., 2005; Pérez E. 2007) 
al igual que lapatinib (Geyer y cols. 2006), podemos considerar que pudiera predecir parcialmente 
la respuesta a regímenes de quimioterapia que contengan antraciclinas. Así, la proximidad entre el 
receptor HER2 y el de la topoisomerasa II ha llevado a postular que la amplificación del gen de la 
topoisomerasa, en pacientes con expresión de Her2-neu, sería el responsable de la sensibilidad a las 
antraciclinas, pudiendo utilizarse como biomarcador (Larsimont D y cols., 2008). Sin embargo este 
punto debería validarse en estudios prospectivos. Por otro lado, también ha comunicado que dentro 
de estos pacientes, aquéllos que además son hormonosensibles, pudieran presentar cierta resisten-
cia al tratamiento con tamoxifeno. (Gago FEy cols., 2006).

Se considera que está sobreexpresado si se observa positividad de 3 cruces (3+) en la determinación 
por inmunohistoquímica de la expresión de la proteína HER2 en las células tumorales o, en casos de 
menor positividad (2+), si el FISH es positivo, es decir, si se observan amplificación de las copias del 
gen c-erbB2 en las células tumorales. Se han utilizado en su medición tanto técnicas morfológicas 
como la técnica inmunohistoquímica en las muestras de tejido tumoral mamario (Masood S y cols. 
2002). La hibridación in situ cromogénica (CISH) es el método más moderno utilizado para su deter-
minación (Ross JS y cols. 2009) y se ha validado comparativamente con hibridación in situ fluorescen-
te (FISH) e inmunohistoquímica (Shah S y cols., 2009).



45

Su determinación está universalmente aceptada en la práctica clínica y se  reconoce imprescindible 
para la aproximación terapéutica (Flores YN y cols. 2011).

Otro punto de extraordinario interés es la discordancia en la expresión de c-erbB2 o HER2 entre el 
tumor primario y la metástasis. Ya en 1997 se observó una discrepancia del 31% en la expresión de 
receptores de estrógeno, de progesterona y de Her2-neu, entre tumor primario y metástasis (Kuukas-
jarvi T y cols., 1997). Diferentes publicaciones han observado esta diferencia en diversa proporción, 
recomendando la realización de biopsia en la localización metastásica, siempre que sea factible (Idi-
risinghe PK y cols., 2010).

1.3.3.3 μPA/PAI

El activador del plasminógeno tipo uroquinasa  (uPA) y su inhibidor, PAI-1, han demostrado poder 
predictivo significativo, con especial utilidad en el grupo de ganglios negativos. Los niveles altos (me-
didos sobre extractos titulares usando técnicas de ELISA) indican un alto riesgo de recidiva y necesi-
dad de adyuvancia, mientras que si permanecen bajos el pronóstico es excelente y podrá ahorrarse el 
tratamiento sistémico (Harbeck y cols., 2004).

En un estudio retrospectivo francés, con 169 mujeres sin afectación ganglionar seguidas durante siete 
años, se vio que el 57 % presentaban niveles altos de uPA /PAI-1. Se encontró correlación de este pa-
rámetro con la supervivencia libre de recaída y la recaída a distancia, pero no con la recaída loco-re-
gional (De Cremoux P y cols., 2009).

Aunque se reconoce su importancia, la gran limitación de este marcador es la necesidad de disponer 
de una sustancial cantidad de tejido congelado para realizar su determinación, pues a día de hoy to-
davía no disponemos de técnicas inmunohistoquímicas para su evaluación (Harbeck N y cols., 2011).

1.3.3.4 Susceptibilidad genética

De forma global, la susceptibilidad genética heredada supone alrededor del 10% de casos de cáncer 
de mama. Los genes implicados en mayor número de casos son BRCA1 (responsable del 20-40% de 
casos hereditarios) y BRCA2 (10-30%).

La implicación pronóstica y predictiva de este grupo de tumores se basa en que los tumores con mu-
tación de BRCA1 suelen ser pobremente diferenciados, RE/RP/Her2 negativos, con fenotipo basal, 
EGFR negativos, con escaso componente de carcinoma in situ, e hipersensibles a esquemas de trata-
miento basados en platino e inhibidores de PARP-1 (de Soto JA y cols., 2006)

1.4 Clínica y diagnóstico del cáncer de mama

Gracias a los programas de cribado precoz, cada vez son más las mujeres diagnosticadas en estadios 
iniciales y asintomáticos (Miller AB y cols., 2014), pero en el resto de casos, el hallazgo más frecuen-
te es una tumoración en la mama que puede o no ir acompañada de dolor. Además, este grupo de 
mujeres sintomáticas pueden presentar alteraciones en el pezón como una retracción del mismo o 
alteraciones en la epidermis de la mama.

Los síntomas deben ser evaluados a través de una triple aproximación que consiste en la exploración 
física, el diagnóstico por imagen y, finalmente, la biopsia. La técnica recomendada para la realización 
de la biopsia es la punción con aguja gruesa, que permite extraer una muestra del tumor que debe ser 
analizado y caracterizado por un anatomopatólogo para la caracterización definitiva. Cuando dicho 
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análisis da resultados no concluyentes con respecto a los síntomas, es recomendable llevar a cabo 
una biopsia escisional en el área en la que la tumoración es palpable (DeVita VT y cols., 2011).

Actualmente existe un elevado grado de consenso en cuanto a las características de las unidades 
clínicas en las que la patología mamaria debe ser controlada y tratada. Dichas unidades deben ser 
multidisciplinarias y estarán formadas por cirujanos, cirujanos plásticos, especialistas en diagnóstico 
por imagen, oncólogos clínicos, especialistas en consejo genético, anatomopatólogos, ginecólogos y 
profesionales de salud mental.

1.5 Tratamiento

El tratamiento del cáncer de mama consiste en la integración de una serie de actuaciones que invo-
lucran a varios especialistas y servicios médicos, entre ellos, los servicios de Cirugía, Anatomía Pa-
tológica, Radioterapia Oncológica, Medicina Nuclear y Oncología Médica (Wilson AR y cols., 2013).

 Desde el punto de vista de las opciones terapéuticas, podemos dividirlas, de una forma didáctica, en 
un tratamiento local/locorregional o un tratamiento sistémico.

1.5.1 Tratamiento local/locorregional

1.5.1.1 Cirugía

Dentro de la esfera del tratamiento locorregional se encuentra la cirugía, siendo la escisión tumoral 
amplia o lumpectomía con bordes quirúrgicos libres, el tratamiento de elección para la mayoría de 
las mujeres con cáncer de mama en estadios I y II (Schnitt SJ y cols., 2015). En pacientes con tumores 
de mayor tamaño, en las que la escisión tumoral con bordes quirúrgicos libres no garantiza un buen 
resultado estético, carcinomas mamarios multicéntricos o en pacientes que no toleran suficiente-
mente la radioterapia, la mastectomía radical modificada es la técnica quirúrgica indicada. Ambas 
estrategias registran similares tasas de supervivencia a largo plazo (Schwartz GF, 2006). 

En cuanto a la afectación ganglionar axilar,  la disección de los ganglios linfáticos axilares está indi-
cada en las mujeres que presentan afectación regional en esta zona. Sin embargo, el desarrollo y la 
práctica de la inspección de los ganglios linfáticos centinela, junto con las técnicas de biopsia, están 
permitiendo la reducción de la linfadenectomía, más aún teniendo en cuenta que, la mayoría de los 
cánceres de mama, son diagnosticados en estadios precoces (Gebruers N y cols., 2015).

1.5.1.2 Radioterapia

Otra modalidad de tratamiento para el control locorregional es la radioterapia, la cual se basa en 
la utilización de radiaciones ionizantes. Esta modalidad de tratamiento administrada tras un trata-
miento quirúrgico conservador de la mama, reduce el riesgo de recidiva local en un 15% durante los 
10 años siguientes y el de muerte en un 4% en 15 años (Bartelink H y cols., 2015).

 Por otro lado, el grupo de trabajo EBCTCG (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group) publicó 
en el año 2014 un metanálisis de 22 ensayos clínicos randomizados relacionados con la radioterapia 
después de la mastectomía y la cirugía axilar, obteniendo unos resultados similares a los previos, de 
tal forma, había una reducción del riesgo de recidiva local del 10% a los 10 años, y de muerte en un 8% 
a los 10 años (Mcgale P y cols., 2014).
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 En lo que se refiere a pacientes con carcinoma no invasivo, la radioterapia ha demostrado disminuir 
el riesgo de recurrencia local, después de una tumorectomía, ofreciendo tasa de supervivencia simi-
lares a la mastectomía (Morrow M y cols., 2015).

1.5.2 Tratamiento sistémico

Después del tratamiento local, la terapia sistémica, según su orden de administración, se clasificará 
en:

Terapia adyuvante. La terapia adyuvante se define como la administración de tratamiento sistémico 
después de haber sido eliminado el tumor primario mediante un tratamiento local radical. Se ofrece 
con intención curativa, y su objetivo es el de eliminar la enfermedad residual microscópica, reducien-
do, de esta manera, el riesgo de recurrencia y aumentando la supervivencia de las pacientes.

Terapia neoadyuvante. Es aquélla que se administra antes del tratamiento local con cirugía o radiote-
rapia. Entre sus objetivos se encuentra la eliminación de la enfermedad micrometastásica, y la dismi-
nución de la masa del tumor primario, permitiendo, así, un tratamiento local conservador.

Si nos encontramos en el contexto de una enfermedad avanzada, la cual es tratable, pero no curable, 
el tratamiento sistémico se presenta como el enfoque primordial.

1.5.2.1 Hormonoterapia

La hormonoterapia representa la primera y más exitosa terapia molecular específica desarrollada 
hasta el momento. El efecto de esta estrategia terapéutica es claramente dependiente de las caracte-
rísticas moleculares de las células ya que, en mujeres con tumores mamarios que no sobre-expresan 
receptores hormonales, la hormonoterapia es ineficaz. La utilización de un agente u otro, vendrá 
marcado por el estado menopáusico de la paciente.

Como terapia adyuvante, en las pacientes premenopáusicas, el utilización de tamoxifeno, a dosis de 
20 mg por día durante un periodo de 5-10 años, es el tratamiento estándar; pudiendo realizar un cam-
bio a letrozol, un inhibidor de la aromatasa en las pacientes que comienzan a ser postmenopáusicas 
durante los primeros 5 años del tamoxifeno (Goss PE y cols., 2003). El valor de añadir una supresión 
ovárica, no queda tan claro, debiendo considerarlo en conjunto con la paciente, tras evaluar los bene-
ficios y los posibles efectos secundarios (Francis PA y cols. 2015). En las enfermas  postmenopáusicas, 
tanto el tamoxifeno como los inhibidores de la aromatasa son opciones válidas, permitiendo éstos 
últimos aumentar el intervalo libre de enfermedad, pero sin un impacto significativo en la supervi-
vencia global (Bliss JM y cols., 2012).

La experiencia con hormonoterapia como tratamiento neoadyuvante es menor que con la quimiote-
rapia, siendo también las tasas de respuestas patológicas completas menores. Esta opción se puede 
convertir en una alternativa óptima a la quimioterapia neoadyuvante; sobre todo, en aquellas pacien-
tes postmenopáusicas con receptores hormonales positivos. Parece claro que los inhibidores de la 
aromatasa son superiores o, al menos, tan eficaces, como el tamoxifeno en reducir el tamaño clínico 
del tumor, pero evitando los efectos secundarios del antiestrógeno. Se desconoce la duración óptima 
del tratamiento hormonal neoadyuvante; no obstante, parece recomendable no utilizar el tratamien-
to menos de seis meses para poder obtener la respuesta máxima (Ellis MJ y cols., 2001; Smith IE y 
cols., 2005).

En el escenario de las pacientes metastásicas, en el caso de que sean premenopáusicas, la ablación 
ovárica junto con tamoxifeno, es el tratamiento de elección. En las mujeres postmenopáusicas hay 
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datos que apoyan el uso de fulvestrant, tamoxifeno e inhibidores de la aromatasa (Johnston SR y cols., 
2013). Igualmente, la combinación de everolimus con exemestano, tras progresión a un inhibidor de 
la aromatasa no esteroideo, en pacientes HER2 negativas, ha conseguido demostrar un aumento de 
la supervivencia libre de progresión de 5 meses (Piccart M y cols., 2014).

1.5.2.2 Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento sistémico basado en el empleo de drogas que interfieren en di-
versos procesos celulares relacionados con la división celular, por tanto, estas drogas poseen una 
actividad citotóxica.

Dentro de la terapia adyuvante, este tipo de tratamiento se recomienda, como norma general, en 
las pacientes triples negativas, HER2 y luminal A de alto riesgo, siendo los regímenes más utilizados 
aquéllos que contienen taxanos y/o antraciclinas. Además, habría que añadir que hay autores que 
sugieren que la secuencia taxanos-antraciclinas puede ser más efectiva (Earl HM y cols., 2014). La 
duración recomendada varía entre 12 y 24 semanas, dependiendo del riesgo individual y el esquema 
elegido.

En el contexto de la neoadyuvancia, dentro de los estudios aleatorizados con los regímenes más óp-
timos, destacamos el de Smith  (Smith IC y cols., 2002), en el cual se demostró que la administración 
con docetaxel secuencial obtenía el doble de respuestas completas patológicas. En el estudio del Na-
cional Surgical adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP B27) (Bear HD y cols., 2003) se objetivó 
un aumento de la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global con la incorporación 
docetaxel a los esquemas de neoadyuvancia. En el estudio fase III De Gianni (Gianni L y cols., 2002) y 
en el estudio de la MD Anderson  (Green MC y cols., 2005) se evidenció la utilidad de añadir paclitaxel 
a los esquema de tratamiento utilizados en este contexto. En el estudio Geparduo (Von Minckwitz G y 
cols., 2005)  y Gepartrio (Von Minckwitz G y cols., 2008), se comparó la eficacia en la incorporación de 
antraciclinas y docetaxel, obteniendo en el primero de los estudios unas tasas de respuestas patológi-
cas completas del 14,3% y, en el segundo, del 17%. Estas combinaciones se han venido conformando 
en posteriores estudios (Toi M y cols., 2008; Iwata H y cols., 2011).

En lo que se refiere a los estudios de dosis densas e intensificación, fuera del contexto de ensayos 
clínicos, no se recomiendan de forma actual, debido al modesto impacto en la supervivencia global y 
recurrencia (Gampenrieder SP y cols., 2013).

En el escenario metastático, las recomendaciones generales, siguen manteniendo  el uso de trata-
miento secuencial con agentes únicos, reservando la combinación de quimioterapia para aquellos 
casos con afectación visceral, enfermedad altamente sintomática o rápidamente progresiva (Dear RF 
y cols., 2013). Igualmente, aunque los taxanos pueden ser los agentes utilizados en primera línea, no 
han conseguido demostrar un beneficio superior a las antraciclinas, por lo que las preferencias del 
paciente y la toxicidad provocada, deben ser tenidos en cuenta a la hora de utilizar uno u otro agente 
(Piccart-Gebhart MJ y cols., 2008). Por otro lado, la capecitabina, también, ha mostrado resultados 
consistentes en primera y segunda línea  (Blum JL y cols., 2012). En lo que se refiere a la vinorelbina, 
ésta ha demostrado resultados iguales o superiores a paclitaxel o docetaxel en las pacientes HER2, 
cuando se combina con trastuzumab (Andersson M y cols., 2010). La eribulina, por su parte, ha de-
mostrado un aumento de la  supervivencia global en  aquellas pacientes muy pretratadas (Kaufman 
PA y cols., 2012).

1.5.2.3 Terapia anti-HER2

Dentro del campo de la adyuvancia, la combinación de trastuzumab y quimioterapia en pacientes 
con sobreexpresión de HER2 produce un aumento del 9% en la supervivencia global a los 10 años, y 
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un aumento de la supervivencia libre de enfermedad del 10% a largo plazo (Pérez EA y  cols., 2014), 
habiéndose convertido el año de duración  en el tiempo estándar de tratamiento (Pivot X y cols., 
2013). 

Dentro del tratamiento neoadyuvante, tenemos estudios con trastuzumab, lapatinib y pertuzumab. 
En lo que se refiere al trastuzumab,  el primero de los estudios, es el realizado en la MD Anderson 
Cancer Center (Buzdar AU y cols., 2005). Dicho estudio finalizó con 42 pacientes debido a la alta tasa 
de respuestas completas patológicas encontrada en la rama con trastuzumab: 26.3%, frente a 65.2% 
(p=0.016). Otro ensayo es el estudio Nohah (Gianni L y cols., 2007), en el cual se mostró un aumento 
significativo de la tasa de respuesta completa patológica en el grupo que  recibió trastuzumab (38% 
versus 20%; p=0.003%). El ensayo fase III Geparquattro (Uncht M y cols., 2008), demostró unas ta-
sas incrementadas de la tasa de respuesta completa patológica en las pacientes con trastuzumab de 
45.5% versus 19.5%.

En lo que se refiere al lapatinib, los siguientes estudios (Neo-Allto, Cherlob, Nsabp-41 y el Geparquin-
to) compararon la eficacia de trastuzumab con lapatinib. Excepto el Geparquinto, ninguno de ellos 
mostró diferencias en la tasa de respuesta completa patológica entre ambos agentes. Lapatinib, de 
todas formas presentó más toxicidad debido a la diarrea (grado 3- grado 4 en el 12-36%). En los pa-
cientes Her2 positivos, el estudio Geparquinto mostró mayores tasas de tasa de respuestas completas 
patológicas de trastuzumab en comparación con lapatinib (30% vs 23% con una p<0.04) (Untch y 
cols., 2012). Neo-Allto, Cherlob y el Nsabp-41 demostraron que la combinación de trastuzumab y la-
patinib mejoraban los resultados de eficacia, aunque los resultados del Nsabp no fueron estadística-
mente significativos. La combinación alcanzó unas tasas de respuesta completa patológicas entorno 
a un 50%, sin asociar  efectos cardiacos adversos relevantes (Baselga J y cols., 2012; Guarnieri V y cols., 
2012; Robidoux A y cols., 2012).

Pertuzumab es un anticuerpo monoclonal que bloquea la dimerización de HER2 con otros miembros 
de la familia Erb. En el fase II NeoSphere, 417 pacientes con tumores Her2 positivo y tumores >2cm 
fueron randomizadas en cuatro brazos de tratamiento: docetaxel más trastuzumab (A), docetaxel 
más trastuzumab más pertuzumab (B), trastuzumab más pertuzumab sin quimioterapia (C) y doce-
taxel más pertuzumab (D). El brazo que obtuvo la mayor tasa de respuesta completa patológica fue 
el brazo B con un 46%  (Gianni L y cols., 2012). En el estudio Tryphaena, otro fase II, la combinación 
de pertuzumab y trastuzumab se dio en los tres brazos, obteniendo en todos los brazos unas tasas 
de respuesta completa patológica en torno al 60%, según la quimioterapia recibida (Schneeweiss A y 
cols., 2011).

Por lo tanto, actualmente, ya disponemos de, mínimo, cuatro drogas para inhibir la vía de HER2 (tras-
tuzumab, lapatinib, pertuzumab y trastuzumab emtansina). Nuevas sustancias están investigación, 
como el ertumaxomab, un anticuerpo monoclonal biespecífico cuyas dianas son el HER2 y CD3 y el 
Neratinib, el cual es un inhibidor tirosín Kinasa que bloquea HER1 y HER2 de forma irreversible. A 
su vez, aparecen también, tratamientos dirigidos a HER 2 y al receptor de insulina 1, e inhibidores de 
HSP-90 (Gampenrieder SP y cols., 2013).

En las pacientes metastásicas, el estudio Ma.31 demostró un aumento de la supervivencia libre de 
progresión de 11.4 meses versus 8.8 meses al comparar un taxano con trastuzumab, respecto a la mis-
ma combinación con lapatinib (Gelmon KA y cols., 2012). El estudio Cerebel comparó trastuzumab 
y lapatinib en combinación, ambos, con capecitabina, objetivando un menor número de eventos en 
el sistema nervioso central y una mejor supervivencia libre de progresión en el brazo de trastuzumab 
(Pívot X y cols., 2012). Por otra parte tenemos el estudio Cleopatra (Swain SM y cols., 2013). En este es-
tudio se evidenció un aumento de la supervivencia libre de progresión y, a un año, con la combinación 
trastuzumab + pertuzumab + docetaxel comparado con docetaxel   + trastuzumab en primera línea.

 Con respecto al TD-M1, éste ha conseguido demostrar, en segunda línea, un aumento de superviven-
cia, tanto global como libre de progresión (Wildiers H y cols. 2013).
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1.5.2.4 Terapias dirigidas a VEGF

En el contexto de la neoadyuvancia con bevacizumab se han publicado, de forma simultánea, dos 
estudios, el del GeparQuinto (pacientes Her2 negativas) (Bear H.D. y cols., 2012) y el del Nsabp B-40 
(Von Minckwitz G y cols., 2012). Ambos fase III demostraron una mejora en la tasa de respuesta 
completa patológica al añadir bevacizumab (18% versus 15% y 35% versus 28%). Estas diferencias 
se pueden explicar por los diferentes números de ciclos recibidos, las diferencias en la dosis de qui-
mioterapia y las diferencias en los criterios de inclusión de las pacientes con receptores hormonales 
positivos.

En las pacientes metastásicas, bevacizumab en combinación con quimioterapia,  como terapia de 
primera o de segunda línea, parece ofrecer, únicamente, un beneficio moderado en supervivencia 
libre de progresión, y ningún beneficio en la supervivencia global. Esto puede ser debido a que la 
ausencia de factores predictivos conocidos para la eficacia de bevacizumab, hace difícil su uso. Por 
tanto, bevacizumab sólo se debería considerar como una opción en casos seleccionados, no reco-
mendándose  después de una primera o segunda línea de tratamiento (Cardoso F y cols. 2014).

2. Ciencias “–ómicas”

2.1 Potencialidad de las ciencias “–ómicas” en el cáncer: Pronóstico y diagnóstico

El interés suscitado en la biomedicina por comprender y poder anticipar los cambios en los fenotipos 
de una enfermedad, ha contribuido en los últimos años, al desarrollo de instrumentos de detección 
analítica que se caracterizan por su habilidad para identificar y/o cuantificar miles de moléculas bio-
lógicas, abriendo, así, la posibilidad de obtener la información de todo el genoma de un individuo 
en un corto periodo de tiempo. Sin embargo, si nos conformásemos sólo con este tipo de análisis, 
únicamente se nos permitiría entender las enfermedades de carácter genético. Esto ha obligado a 
que las investigaciones biomédicas hayan seguido descendiendo en la cascada de información (ge-
nómica → transcriptómica → proteómica → metabonómica → fenotipo) con el fin de poder anticiparse 
a todas las causas de una enfermedad. De tal forma, se ha posibilitado la oportunidad de conseguir 
una cantidad significante de información en lo concerniente a las proteínas y metabolitos que se 
pueden hallar en los tejidos o en los biofluidos. Este conocimiento nos proporciona las bases para 
el entendimiento y asimilamiento de los mecanismos que subyacen en gran cantidad de patologías, 
enfermedades y otro tipo de alteraciones.

De tal forma, el termino “–ómicas”, es un neologismo que hace referencia a una visión holística del 
conjunto de moléculas en la biología. Por ello, en la oncología, así como en otro tipo de enfermeda-
des, las tecnologías “–ómicas” abren la posibilidad a la identificación de genes, proteínas o metaboli-
tos que pueden servir de biomarcadores para la detección del comienzo de una enfermedad, es decir, 
su diagnóstico; o bien, para la monitorización de la evolución de la misma. Una vez conocido un 
biomarcador, o una combinación de ellos,  y quedando establecidos los métodos para su detección y 
seguimiento, se nos abre una puerta a la mejora en el diagnóstico, pronóstico y manejo de los pacien-
tes, de tal forma que el descubrimiento de los biomarcadores, y sus rutas de señalización, nos pueden 
permitir sentar las bases para el desarrollo de nuevos tratamientos; o bien, permitirnos un uso más 
racional del arsenal terapéutico actual, bien sea la quimioterapia estándar, o las nuevas terapias bio-
lógicas y agentes antidiana (figura 1).
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Figura 1. Ciencias “–ómicas”.

2.2 Limitaciones de las ciencias –ómicas

No obstante, estas herramientas no están exentas de impedimentos que entorpecen su inclusión en 
la práctica clínica habitual. Así, la complejidad en término de número de moléculas estudiadas, la 
falta de consenso en la terminología utilizada, y la dificultad para el manejo de la gran cantidad de 
información que proporcionan las nuevas técnicas de detección, hacen que la aplicación de estos 
conocimientos teóricos no sea tan rápida como cabría esperar.

En lo que se refiere al estudio de moléculas, la genómica se encarga de todas las secuencias de nu-
cleótidos, incluyendo genes estructurales, secuencias reguladoras y DNA no codificante en los cro-
mosomas de un organismo. La proteómica se ocupa de la identificación de las proteínas, con la 
combinación de 20 aminoácidos, y la determinación de sus papeles en las funciones fisiológicas y 
fisiopatológicas. Por último, la metabolómica se centra en el estudio de las pequeñas moléculas como 
los lípidos, azúcares, hormonas, metabolitos secundarios, etc, siendo el número de metabolitos en el 
ser humano desconocido, y estando estimado un mínimo de 2000 ó 3000, y un máximo de alrededor 
20.000, todo esto en comparación con los 23.000 genes ó las 60.000 proteínas conocidas.

En lo que respecta a la falta de consenso, un ejemplo claro lo tenemos a nivel de la genómica, en la 
cual el gen que codifica a la colín –Kinasa, es presentada por tres símbolos diferentes (CHKA, CHK 
y CKI), siendo todos ellos aceptados y utilizados de forma arbitraria en la literatura (www.uniprot.
org/uniprot/P35790). El mismo problema ocurre con las proteínas, ya que la misma puede tener
varios accesos numéricos en las bases de datos (Casado Vela J y cols., 2011); e igual ocurre con la no-
menclatura designada para las pequeñas moléculas, en la cual coexisten tanto los términos de la quí-
mica orgánica tradicional como los de la Interntional Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC).

Por ello, para intentar combinar toda la información obtenida por las distintas ciencias “–ómicas”, 
será necesario la estandarización de términos y el desarrollo de herramientas bioinformáticas que 
puedan ayudar a integrar la información y facilitar la interpretación; de tal forma que la integración 
funcional de la genómica, transcriptómica, proteómica y metabolómica en estudios comparativos de 
sujetos sanos  y enfermos, facilitarán el conocimiento de la enfermedad oncológica desde una pers-
pectiva global. Esto incluirá no sólo alteraciones genéticas, sino también modulaciones  enzimáticas 
y su conversión en alteraciones metabólicas, que no son tan obvias cuando sólo se estudian los cam-
bios genéticos. Como consecuencia, esta mejora en el entendimiento de estas nuevas y fundamen-
tales diferencias entre la célula sana y la tumoral, podrán ser trasladadas a la mejora de la práctica 
clínica y al manejo del paciente (Nicholson JK y cols., 1999).
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3. Metabolómica

3.1 Definición

El término metabolómica (Fiehn O. 2001), como rama de las ciencias –ómicas, hace referencia al 
estudio, identificación y cuantificación del conjunto de metabolitos presentes en células, tejidos o 
fluidos biológicos, productos de las reacciones metabólicas en los seres vivos, cuya cuantificación 
proporciona un amplio panorama del estatus bioquímico. La ausencia o presencia de alguno de es-
tos metabolitos, así como la concentración relativa entre ellos, puede ser un indicador de estados de 
enfermedad o de factores de predisposición  a ella.

Los metabolitos, por tanto, son moléculas de bajo y medio peso molecular (<1500 Dalton) que in-
tervienen en los procesos celulares y nos revelan cómo está funcionando el metabolismo en un or-
ganismo determinado en un ser vivo. Nos referimos a los lípidos, azúcares, aminoácidos, hormonas, 
metabolitos secundarios, etc, siendo, por tanto, el término “metaboloma” (Oliver SG y cols., 1998), 
el utilizado para referirse al conjunto completo de moléculas que se puede encontrar en un sistema 
biológico. 

Por otro lado, también hay que diferenciar el término “metabolómica” del de “metabonómica”, los 
cuales se utilizan en la literatura de forma intercambiable (tabla 3). Nicholson and Lindon (Nicholson 
JK y cols., 1999) definieron hace unos años estos conceptos:

Mientras que la metabolómica se centra en la descripción analítica, caracterizando y cuantificando 
todas las moléculas de bajo peso molecular de un sistema biológico; la metabonómica es más gene-
ral, y se centra en el conocimiento global de la respuesta metabólica de los seres vivos para mantener 
su homeostasis ante un estímulo fisiopatológico o a una modificación genética. A pesar de las dife-
rencias en los conceptos iniciales, la metodología y filosofía de ambas ciencias son muy similares, 
convirtiéndolas en disciplinas convergentes muy difíciles de distinguir. Esto ha hecho que los térmi-
nos “metabolómica” y “metabonómica” sean usados intercambiablemente en el mundo científico 
marcado principalmente por razones históricas.

CONCEPTO DESCRIPCIÓN AUTOR

Metabolómica Análisis completo del 
metaboloma de un sistema 
biológico que se encuentra 
en unas condiciones 
determinadas.

Fiehn O, 2001

Metaboloma Conjunto de moléculas 
de bajo peso molecular 
(metabolitos) que se 
encuentran en el interior 
o son secretadas por una
célula o tejido.

Oliver SG y cols., 1998

Metabonómica Medida cuantitativa 
multiparamétrica de las
respuestas metabólicas de 
los sistemas vivos
multicelulares a lo largo del 
tiempo, tras la aplicación
de estímulos 
fisiopatológicos o 
modificaciones genéticas.

Nicholson JK y cols., 1999

Tabla 3. Conceptos aplicados en metabolómica.
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La metabolómica se ha convertido en los últimos años en una de las ramas más importante de la bio-
química y de la biología molecular, ya que, mientras la genómica y la proteómica nos indican “lo que 
podría haber pasado”, la metabolómica nos indica “lo que realmente ha pasado y está pasando”. La 
razón es que no tiene necesariamente que existir una relación cuantitativa directa entre la concentra-
ción de RNA mensajero y la función enzimática. Esto hace que el impacto que puedan tener estas dos 
variables sobre la concentración de metabolitos sea inexacto. Sin embargo, en el caso contrario, al 
ser final de las vías de señalización, la metabolómica puede probar más que los clásicos desórdenes 
metabólicos, y aparece como el mejor indicador de la monitorización de cambios en el genoma y de 
la disregularización de genes transcriptores específicos, siendo por tanto, la ciencia que mejor puede 
caracterizar los fenotipos de los seres vivos (Bathen TF y cols., 2007).

3.2 Análisis metabolómico

Este desarrollo viene emparejado a la evolución de las técnicas espectroscópicas de alta resolución, 
junto a los métodos de reconocimiento de patrones que serán necesarios para poder interpretar la 
información metabólica contenida en las muestras biológicas. En los casos de muestras obtenidas de 
individuos sanos y afectados por alguna enfermedad, el objetivo del análisis es identificar las diferen-
cias entre las dos clases, mediante el análisis de los metabolitos endógenos encontrados en tejidos o 
fluidos biológicos. Para ello, a través de técnicas espectroscópicas de alta resolución, se obtendrá una 
matriz de datos metabólicos que contendrá toda la información bioquímica de una muestra bioló-
gica. Debido a su complejidad, la interpretación de esta matriz de datos requerirá del uso de herra-
mientas estadísticas multivariantes que destacarán aquellas diferencias que sean realmente signifi-
cativas entre las clases y por consiguiente biomarcadores del proceso estudiado.

El origen del campo de la identificación metabólica puede marcarse a principio de los años 70, cuan-
do el desarrollo de las técnicas de separación cromatográficas permitieron la cuantificación de pe-
queñas moléculas en biofluidos como la orina (Pauling L y cols., 1971).

Poco después, la espectroscopia RMN de protón fue usada por vez primera como herramienta ana-
lítica en estudios metabólicos, donde un conjunto de compuestos entre los que se encontraban el 
lactato, la creatina o la alanina, fue detectado en una suspensión de glóbulos rojos (Brown FF y cols., 
1977. Durante los años 80, el análisis de los numerosos metabolitos detectados en los espectros de 
resonancia magnética impulsó el desarrollo de nuevas técnicas para clasificar las muestras en fun-
ción de su estatus biológico (Bales JR y cols., 1984; Gartland KP y cols., 1940; Nicholson JK y cols., 
1989). De esta forma, el concepto de huella metabólica (Fiehn O. 2002) nace al aplicar técnicas esta-
dísticas multivariantes en la interpretación de los cada vez más complejos datos espectroscópicos de 
muestras biológicas (tabla 4). Por lo tanto, lo que se busca es comparar los distintos espectros de las 
distintas muestras, aplicando métodos de reconocimiento de patrones, sin necesidad de conocer la 
naturaleza de los picos de los espectros, y por lo tanto, de los metabolitos involucrados. De esta forma 
se vería cómo se agrupan las muestras, y nos permitiría separar individuos sanos de enfermos, y, al 
mismo tiempo, podríamos definir grupos a los que asignamos diversos factores de riesgo, en relación 
a la enfermedad estudiada (Ryan D y cols., 2006).

Otra aproximación es el perfil metabolómico (Fiehn O. 2001), que consiste en seleccionar el conjunto 
de metabolitos con los que queremos trabajar, en general, los relacionados con una determinada 
ruta, y analizar cómo evoluciona. Normalmente es posible identificarlos y cuantificarlos de forma 
relativa. En el caso en que conozcamos qué metabolitos son clave en el proceso, podremos particula-
rizar el tratamiento de muestra y utilizar la técnica de medida más conveniente para identificarlos y 
cuantificarlos de forma absoluta (Dunn WB y cols., 2005). 
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CONCEPTO DESCRIPCIÓN AUTOR

Huella Metabólica Medida global de los 
metabolitos presentes 
en un sistema biológico 
(“metabolic fingerprint”) o
consumidos o secretados 
por el mismo con el 
objetivo de detectar 
diferencias entre muestras.

Fiehn O. 2002

Perfil Metabolómico Identificación y 
cuantificación de un 
número limitado
predeterminado de 
metabolitos relacionados 
entre sí (por presentar 
similitudes físico-químicas 
o por participar en una ruta
metabólica concreta).

Fiehn O. 2001

Tabla 4. Conceptos aplicados en análisis metabolómico

Los datos metabólicos son obtenidos principalmente a través de RMN y MS. Si comparamos ambos 
métodos, MS presenta una mayor sensibilidad en comparación con la RMN. Además, esta técnica 
suele llevar acoplada otros métodos de pre-separación de las muestras como cromatografía gaseosa 
(Morris M y cols., 2005; Yang J y cols., 2004), cromatografía líquida (Wilson ID y cols., 2005), electro-
foresis capilar (Soga T y cols., 2003) o movilidad iónica. Así mismo, otros métodos analíticos como 
la Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (FTIR) o la HPLC, que como herramientas 
metabolómicas presentan la desventaja de proporcionar un nivel de detalle insuficiente para la iden-
tificación molecular, pueden acoplarse al MS como métodos de pre-separación (Gamache PH y cols., 
2004; Kaderbhai NN y cols., 2003). Por el contrario, la RMN por medio de la espectroscopía de ángulo 
mágico (HR-MAS) es la única técnica capaz de realizar análisis sobre tejidos intactos. Así mismo, la 
espectroscopia bidimensional de RMN es muy útil en la identificación de las sustancias bioquímicas 
a través de la conectividad entre señales.

Por otro lado, como dijimos antes, los datos espectrales resultan de una enorme complejidad como 
para ser analizados manualmente. La interpretación de los datos obtenidos requerirá el uso de una 
serie de herramientas estadísticas multivariantes supervisadas y no supervisadas. Tras la adquisición 
de los espectros por RMN o MS, será necesario realizar un pretratamiento de las señales con el fin 
de evitar varianzas propias de la adquisición y hacer los análisis posteriores más robustos. Una vez 
preprocesados los datos espectrales, se podrá comenzar el análisis estadístico. Como primer paso, 
generalmente se ejecuta un análisis multivariante no supervisado; principalmente un análisis de 
componentes principales (PCA). El PCA destacará las regiones espectrales que están sometidas a 
una mayor variabilidad (posibles biomarcadores) o que presenten señales no reproducibles (posi-
bles contaminaciones), e identificará las muestras que se diferencian en exceso del conjunto general 
(posibles “outliers”). El análisis no supervisado permitirá filtrar los datos, mejorando su robustez y a 
través de él se podrá identificar los posibles biomarcadores, que serán validados a través de un análi-
sis multivariante supervisado o un modelado posterior (Figura 2)
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Figura 2. Diagrama del análisis metabolómico.

Así pues, estos métodos han contribuido de forma muy significativa al incremento de estudios en 
metabolómica. La verdadera razón de este suceso, es que estas tecnologías han permitido la  iden-
tificación y la cuantificación de cientos de metabolitos en cortos periodos de tiempo; sin embargo, 
como se comentó anteriormente, aún hoy, continúan existiendo varias limitaciones que enlentecen 
el desarrollo. Así, sabemos que sólo un bajo porcentaje de los metabolitos pueden ser identificados 
y monitorizados con la tecnología disponible hoy en día. A esto hay que añadir que la metabolómica 
no sólo se centra en el conocimiento de los metabolitos naturales del ser humano, sino que también 
se centra en la identificación de fármacos y sustancias. Por último, hay que tener en cuenta, que, al 
contrario que en la proteómica, la identificación de metabolitos no está unida a la información gené-
tica, lo cual, no contribuye al esclarecimiento de los mismos. A pesar de que todas estas limitaciones 
dificultan la creación de bases de datos, en la actualidad ya se disponen de alguitas de ellas. Algunas 
de las más empleadas se destacan en la Tabla 5. En dichas bases de datos se confronta la masa obte-
nida a partir de los valores proporcionados por el espectrómetro de masas y las masas teóricas de los 
metabolitos contenidos en dichas bases de datos.
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NOMBRE INFORMACIÓN AUTOR

KEGG La Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto recopila 
datos sobre sustancias químicas y reactividad de 
compuestos relacionados con los seres vivos de cinco 
bases de datos distintas:
Compound, Glycan, Reaction, Rpair, y Enzyme. Permite 
enlazar con más de 20 bases de datos. 
(www.genome.jp/ligand/)

Kanehisa M,
1997

METLIN Contiene información sobre la fórmula molecular y 
estructural de los metabolitos (espectros de masas y 
espectros de fragmentación), además del enlace a otras 
bases de datos (KEGG, HMDB, PubChem, LipidMaps). 
(metlin.scripps.edu/).

Smith CA  y 
cols., 2005

LipidMaps Se enfoca a sustancias de carácter lipídico. Ofrece 
información sobre su clasificación, nomenclatura y 
estructura. Contiene dos bases de datos primarias, 
una con información estructural (LMSD) y la otra con 
asociación de los lípidos a proteínas (LMPD).
Contiene enlaces con otras bases de datos relacionadas 
(Cell Migration Gateway, Functional Glycomics Gateway, 
Omics Gateway, Pathway
Interaction Database, RNAi Gateway, Signaling Gateway, 
Structural Genomics Knowledgebase). 
(www.lipidmaps.org).

Sud M y 
cols.,
2007.

HMDB Es una base de datos que contiene información 
detallada sobre los metabolitos del cuerpo humano. A 
través de ella se puede obtener información química, 
clínica y bioquímica del compuesto seleccionado, de 
forma directa o por medio de enlaces con otras bases 
de datos (KEGG, PubChem, MetaCyc, ChEBI, PDB, Swiss-
Prot, y GenBank). (www.hmdb.ca).

Wishart DS y
cols., 2007

PubMed Contiene la descripción e información estructural de 
millones de compuestos químicos. Dentro de esta base 
de datos se encuentran tres bases de datos primarias: 
de compuestos (puros y mezclas), de sustancias 
(mezclas, extractos y sustancias no caracterizadas) y 
bioensayos (artículos referentes a bioactividades de 
moléculas investigadas). Contiene enlaces a más de 20 
bases de datos adicionales. 
(pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Bolton E y 
cols., 2008

MassBank Es una base de datos focalizada en el espectro de 
masas de alta resolución de metabolitos. Entre las 
bases de datos a las que se puede acceder a través de 
ella se encuentran KEGG, KNapSAcK y LipidBank. 
(www.massbank.jp)

Horai H y 
cols.,
2010

Tabla 5. Principales bases de datos para la identificación de metabolitos.

3.2.1 Espectroscopia de RMN

La Resonancia Magnética Nuclear (Lindon JC y cols., 2007) es un fenómeno basado en la existencia 
de núcleos con momento dipolar magnético no nulo. La espectroscopía de RMN se basa en que no 
todos los núcleos de un mismo isótopo resuenan a la misma frecuencia debido a que estos núcleos 
están rodeados por una nube de electrones diamagnéticos la cual generará un campo magnético 
local opuesto al campo magnético principal. Esta modificación dependerá de la distribución de elec-
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trones alrededor del núcleo y, por tanto, de la estructura química molecular. Esta pequeña modifica-
ción de la señal de resonancia de los núcleos se conoce como desplazamiento químico del spin. Las 
señales de núcleos individuales pueden mostrar desdoblamientos debidos al acoplamiento indirecto 
espín-espín. Para dos núcleos con espín ½ como es el caso de los protones, las líneas de resonancia 
de cada protón se desdoblarán en un doblete, dos líneas correspondientes a las dos posibles orienta-
ciones del protón adyacente respecto al campo magnético. Extendiendo la cadena de acoplamientos, 
cada componente de un doblete puede desdoblarse, a su vez, en otro doblete, formando tripletes, 
dobles dobletes, etc. De esta forma, el acoplamiento indirecto espín-espín es un parámetro evaluable 
para la distinción entre isómeros y para las medidas de conformación molecular.

Es, por tanto, un procedimiento muy robusto y versátil que permite la medida de un gran número de 
metabolitos de forma fiable y repetitiva, partiendo de un proceso de acondicionamiento de muestra 
muy sencillo, y con un nivel de automatización muy alto. El campo magnético de los equipos de RMN 
utilizados en metabolómica es, en general, muy alto (superior a 10 teslas), y existen sondas que per-
miten la medida en flujos, así como en materiales semisólidos. 

3.2.1.1 Espectroscopía bidimensional

En la RMN unidimensional una molécula está caracterizada por la amplitud espectral representada 
en un eje de frecuencias. Este método permite la determinación de la composición de una muestra 
solamente si no se observan solapamiento de señales en el espectro. Como solución al solapamien-
to de señales, a mediados de los años 70 se desarrolló un método de espectroscopía de RMN bidi-
mensional (Aue Wp y cols., 1976). El espectro bidimensional obtenido dará un mapa bidimensional, 
donde las señales espectrales serán representadas en función de dos dimensiones de frecuencia. Una 
señal cruzada en este mapa indicará que durante la secuencia de pulsos se ha producido una trans-
ferencia de magnetización entre un par de espines. El análisis de este mapa bidimensional ayudará a 
identificar los metabolitos presentes en las muestras estudiadas.

3.2.1.2 Espectroscopía de alta resolución por ángulo mágico

La espectroscopía de RMN de alta resolución por giro de ángulo mágico (HR-MAS) es una técni-
ca que permite la adquisición de espectros de alta resolución de tejidos y células al compensar los 
mecanismos de ensanchamiento de señal, de tal forma que en el tratamiento teórico de muestras 
líquidas homogéneas, estos efectos se incluyen como pequeñas modificaciones, pero cuando nos 
encontramos con células o tejidos, implican una consideración especial al ser dependientes de la 
posición de la muestra. El campo magnético local creado por el acoplamiento dipolar y la susceptibi-
lidad heterogénea variará según la posición de la muestra.

3.2.2 Espectroscopía de masas

La espectroscopia de masa (MS) (Watson JT y cols., 2007; Wilson ID y cols., 2007) es una técnica mi-
croanalítica que puede ser usada selectivamente para detectar y determinar la cantidad de un deter-
minado analito en una muestra. Esta técnica se basa en identificar las partículas ionizadas en estado 
gaseoso a través de su relación masa/carga, la masa del ión dividido por el número de cargas que 
posee. De esta forma, los espectrómetros de masas,  haciendo uso de campos magnéticos o de una 
combinación de campos eléctricos y magnéticos, podrán modificar la posición de estas partículas, 
obteniendo un espectro de la relación masa/carga. Normalmente la separación iónica se lleva a cabo 
mediante cuatro métodos: sector magnético, transformada de Fourier de la resonancia del ciclotrón 
del ión, cuadrupolo y tiempo de vuelo, siendo estas dos últimas las más utilizadas en aplicaciones 
metabólicas.
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Los espectrómetros de tiempo de vuelo (TOF) miden el tiempo requerido por un ión para viajar des-
de la fuente de iones al detector. Como todos los iones recibirán la misma energía cinética durante 
la aceleración, las diferentes velocidades corresponderán a diferentes valores de su relación masa/
carga.

Los espectrómetros de cuadrupolo (Q) hacen uso de campos eléctricos oscilantes para selectivamen-
te estabilizar o desestabilizar los iones que pasan a través de un campo cuadrupolar de radiofrecuen-
cia creado por cuatro placas paralelas. De esta forma, solamente se permite pasar en un determinado 
tiempo a los iones con un determinado valor de la relación masa/carga.

Uno o más de uno de estos analizadores (del mismo o diferente tipo) pueden ser acoplados para 
crear un tándem de espectrómetros de masas (MS/MS). Estas asociaciones proporcionan múltiples 
posibilidades en el diseño de experimentos. Por ejemplo, una de las combinaciones más comunes 
es el Q-TOF, donde utilizamos un cuadrupolo, que nos permitirá pasar únicamente los iones con un 
valor de la relación masa/carga determinado, y un espectrómetro de tiempo de vuelo que analizará 
los fragmentos de dicho ión.

La sensibilidad y selectividad de la espectroscopía de masas la convierten en una técnica ideal para la 
detección de metabolitos. No obstante, el análisis metabolómico requerirá de un fraccionamiento de 
las muestras previo a la MS. Por lo tanto, cuando hablamos de análisis metabólomico por espectros-
copía de masas, realmente nos estamos refiriendo a la combinación de la espectroscopía de masas 
con técnicas de separación como son la cromatografía de gases (GC) o cromatografía líquida (LC). 
Las técnicas de GC-MS y LC-MS permiten analizar una gran cantidad de metabolitos a sensibilidades 
muy superiores a las de la RMN y, además, eligiendo el método de separación adecuado, se consigue 
una gran selectividad, proporcionando una comprensión mayor del metaboloma. GC-MS es útil para 
metabolitos volátiles o aquellos que se hacen volátiles por derivación química como aminoácidos, 
ácidos grasos y otros ácidos orgánicos, mientras que la LC-MS es más útil para el análisis de metabo-
litos no volátiles como los compuestos fosforilados (Wen T y cols., 2013). Dentro de esta última está 
la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) o la cromatografía líquida de ultra-alta resolución 
(UPLC). El uso de HPLC-MS en estudios metabolómicos ha experimentado un gran desarrollo en 
los últimos años frente a otras técnicas como la cromatografía gaseosa, al requerir una preparación 
menos compleja de muestras. Muestras biológicas acuosas como la orina requerirán una mínima 
preparación. El análisis de muestras más complejas como el plasma requerirá métodos de prepa-
ración más exhaustivos para prevenir la degradación de la columna del cromatógrafo. Las muestras 
retenidas por el HPLC pasarán al espectrómetro ionizadas mediante un electrospray. Dado que algu-
nos analitos ionizarán mejor en modo positivo y otros en modo negativo, un estudio metabólomico 
completo requerirá el	 análisis por ambos métodos de ionización. No obstante, la generalización 
del HPLC-MS para análisis metabolómicos aún guarda una serie de cuestiones por resolver. Uno de 
los problemas es que no todas las moléculas se ionizarán de la misma manera, provocando diferen-
cias de sensibilidad aún cuando los componentes estén presentes en la misma concentración molar. 
Esto complica el análisis de muestras complejas como la orina o el plasma, donde no todos los com-
ponentes son conocidos.

 No obstante, mediante un análisis metabolómico por HPLC-MS detectaremos de una forma rápida 
biomarcadores discriminantes entre las muestras, lo complicado será determinar qué moléculas son 
estos biomarcadores. En la tabla 6 se presentan ventahas e inconvenientes de la MS en el uso de la 
metabolómica.
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VENTAJAS INCONVENIENTES

• Alta sensibilidad y selectividad en
cualquiera de sus métodos utilizados.

• Adecuado para la obtención de huellas y
perfiles metabolómicos.

• Medidas seguras de masa/carga ideales
para la identificación de metabolitos.

• La sensibilidad depende de la eficiencia de
la ionización.

•Más eficaz cuando se acopla a técnicas de
se paración.

• Protocolo de preparación de muestras más
laboriosos.

Tabla 6. Ventajas e inconvenientes de la MS para su uso en metabolómica.

3.2.3 Reconocimiento de patrones

Los métodos quimiométricos o de reconocimiento de patrones nos permiten extraer la información 
relevante de la compleja matriz de datos metabólicos. Estos métodos podemos dividirlos en dos ver-
tientes, métodos no-supervisados y métodos supervisados. Los métodos no supervisados se encargan 
de reducir la complejidad de una manera robusta, produciendo representaciones gráficas fácilmente 
interpretables. En los métodos supervisados, un conjunto de muestras de clase conocida son utilizadas 
para construir y entrenar un modelo matemático que será evaluado con un conjunto independiente de 
muestras. Entre los métodos no supervisados destaca el Análisis de Componentes Principales (PCA), 
mientras que entre los supervisados diversas técnicas como el Análisis Discriminante por Mínimos 
Cuadrados Parciales (PLS-DA), el Análisis Lineal Discriminante (LDA), el Análisis por Vecinos Cerca-
nos (KNN) o las redes neuronales han sido utilizados con éxito en los estudios metabolómicos.

3.2.3.1 Análisis de Componentes Principales 

PCA es una de las técnicas exploratorias más comunes en el análisis metabolómico (Trygg J y cols., 
2007; Eriksson L y cols., 2005) al poder representar datos espectrales en un espacio de baja dimen-
sionalidad. Los componentes principales son autovectores de la diagonalización de la matriz de co-
varianza de la matriz de datos original. De esta forma, el primer componente principal consistirá en 
una combinación lineal de todas las variables espaciales ponderadas para explicar el máximo de la 
varianza total del espacio original; el segundo componente principal será ortogonal al primero y ex-
plicará el máximo de la varianza residual, y así con el resto hasta que la varianza total esté explicada.

3.2.3.2 Análisis discriminante por mínimos cuadrados parciales

El Análisis Discriminante por Mínimos Cuadrados Parciales (PLS-DA) es un método de regresión 
lineal supervisada basado en la combinación de una matriz de observables (datos espectrales) y una 
matriz de valores cualitativos. El objetivo del PLS-DA es encontrar variaciones relevantes en la matriz 
de observables que presenten un máximo de covarianza con el vector de información. PLS-DA pro-
porciona un método gráfico de fácil comprensión para identificar las regiones espectrales que mar-
can una separación entre clases, mostrando la bondad de la separación y la significancia estadística 
del resultado (Berenton RG, 2007).

3.2.3.3 Análisis lineal discriminante

El Análisis Lineal Discriminante (LDA) se trata de otra técnica común en la interpretación de datos 
metabolómicos (Hewer R y cols., 2006). A través del LDA se obtendrán funciones discriminantes, 
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combinaciones lineales de las variables originales seleccionadas para maximizar las diferencias entre 
los grupos de muestras analizadas. De esta forma, si las muestras analizadas están divididas en dos 
grupos, la función discriminante será una línea. Si tenemos tres grupos obtendremos un plano y para 
más de tres clases obtendremos hiperplanos de dimensión n-1, siendo n el número de grupos.

El LDA al tratarse de un método estadístico supervisado, donde el usuario proporciona al algoritmo 
información sobre la clase de cada muestra, es necesario que el modelo construido se valide con uno 
conjunto externo de muestras con el fin de demostrar su robustez. 

3.2.3.4 Análisis por vecinos cercanos

La regla de los vecinos cercanos (KNN) (Fix E y cols., 1989) es uno de los métodos supervisados más 
básicos para la clasificación de muestras. Para calificar un objeto de clase desconocida se computa 
la distancia al resto de los objetos. La clase del objeto a una distancia más corta es seleccionada asig-
nando esa misma clase al objeto desconocido. Primeramente se construirá el modelo con una parte 
de las muestras, y finalmente será validado con el resto de muestras.

3.2.3.5 Redes neuronales

La aplicación de redes neuronales artificiales para el procesamiento de datos está caracterizada por 
una analogía con la neurona biológica. Una red está formada por una red de capas de nodos, en cada 
uno de los cuales se realiza una operación sencilla con varias entradas para producir una única salida 
(Venables W y cols., 2008).

3.3 Metabolómica y medicina

Los avances en el campo de la metabolómica están siendo utilizados actualmente en una gran va-
riedad de aplicaciones clínicas y farmacológicas dentro de la medicina. Así, se han venido aplicando 
con éxito en las distintas etapas  del desarrollo de nuevos fármacos, ya sea en la detección y selección 
de nuevas sustancias activas; en la medida de los cambios metabólicos generados por ellas; en la 
toxicidad del principio activo o en la comprobación de los efectos sobre la salud del medicamento en 
poblaciones (Wishart DS y cols., 2008).

También tiene un enorme potencial en la monitorización de intervenciones nutricionales, a partir 
de la medida del cambio provocado por un determinado alimento sobre determinados grupos de 
metabolitos, especialmente los triglicéridos y el colesterol.

La metabolómica se ha revelado, también, muy eficaz en la monitorización de los transplantes de 
órganos sólidos, ya que a partir de una muestra de orina o suero, permiten analizar la evolución de 
un conjunto de metabolitos que indican en estadíos incipientes, si se producirá o no el rechazo del 
órgano implantado.

Otro ámbito de aplicación es en la medicina personalizada. Actualmente, cuando se elige un trata-
miento para una persona enferma, se conoce muy poco sobre su fenotipo y sobre las probables reac-
ciones frente al tratamiento elegido. El conocimiento de las variables metabolómicas debería servir 
para predecir la reacción de un ser vivo a la administración de medicamentos, de tal manera que el 
tratamiento podría particularizarse para cada individuo.

Una de las contribuciones más importantes de la metabolómica estaría dirigida a la detección de facto-
res de riesgo poblacionales. A partir de un análisis de orina o suero, se pretendería conocer para un de-
terminado individuo, qué factores de riesgo presenta, y a qué tipo de enfermedades está predispuesto.
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Y, finalmente, otro ámbito de aplicación emergente es en lo referente al diagnóstico y tratamiento de 
enfermedades metabólicas, neurológicas, y especialmente oncológicas.

3.4 Metabolómica aplicada a la oncología

De los principales papeles que intervienen en la cancerinogénesis, uno de los más importantes recae 
sobre los cambios en el RNA y los niveles de expresión y regulación  de las proteínas (Chari R y cols., 
2010). Sin embargo, los recientes avances  en MS han permitido el estudio, identificación y cuantifica-
ción de compuestos de bajo y medio peso molecular a una escala inimaginable, lo que ha permitido 
descubrir la importancia de este estatus bioquímico en la regulación del cáncer. Y es que, aunque la 
reprogramación del metabolismo energético  como una de las características emergentes del cáncer 
(Hanahan D y cols., 2011) se conoce desde hace relativamente poco, Warburg identificó el metabo-
lismo alterado del cáncer, descubriendo que las células neoplásicas utilizan la glicolisis anaerobia 
en lugar de la fosforilación oxidativa para producir la energía que necesitan, incluso en presencia de 
oxígeno, un fenómeno conocido como el efecto Warburg (Warburg O y cols., 1924). Otras vías impor-
tantes alteradas en el metabolismo del cáncer serán la glutaminolisis, como fuente clave de precur-
sores del ácido tricarboxílico; y las implicaciones de la piruvato kynasa mediante la canalización de la 
conversión de fosfenolpiruvato en piruvato (Vermeersch KA y cols., 2013).

Se sabe, por tanto, que las células neoplásicas sufren unos cambios significativos en su metabolismo 
que conllevan a una transformación total de su medio ambiente (Boros LG y cols., 2013). Esto per-
mite que la evaluación metabolómica se pueda realizar in vitro e in vivo, utilizando células, fluidos 
o tejidos. Los biofluidos constituyen las muestras más sencillas para trabajar, y se han publicado es-
tudios con suero, plasma, orina, líquido ascítico, saliva, lavado bronquioalveolar, bilis, secreciones
prostáticas y líquido cefalorraquídeo. La gran mayoría de investigaciones se llevan a cabo con suero,
plasma u orina (Lindon JC y cols., 2003), quizás porque estos fluidos poseen el mayor potencial para
proveer de información relacionada con el estado de salud del organismo. Los metabolitos de la san-
gre y de la orina reflejan el resultado del estado de la enfermedad así como la respuesta del huésped
a dicha agresión. Se requieren pequeños volúmenes de muestra, y cuando son almacenados a bajas
temperaturas, ambos tipos de muestra, orina y suero, pueden permanecer inalterables durante largos 
periodos de tiempo; de tal forma, que los análisis posteriores no se verán alterados por esta condi-
ción; encontrándose, incluso, menos variaciones diurnas y entre sujetos en las muestras de suero.
Por tanto, los perfiles metabolómicos basados en muestras de suero y orina se han utilizado con fines 
diagnósticos en una gran variedad de tumores, incluyendo vejiga, renal, hepático, colon, mama, prós-
tata y ovario (Davis VW y cols., 2011).

Por otro lado, la utilización de muestras de tejido tumoral, siempre que se consiga material suficien-
te, conlleva más dificultad y es más costoso debido a su gran heterogeneicidad. A esto se une que 
las células estromales y las células epiteliales que rodean a las células tumorales pueden contami-
nar el perfil metabolómico, sesgando así los resultados si se comparan con muestras puras de tejido 
tumoral. Las técnicas de microdisección pueden solucionar este problema, purificando la muestra, 
pero esto requiere un incremento significativo del equipo utilizado y de la experiencia. Debido a la 
alta susceptibilidad que presentan las rutas metabólicas a influencias exógenas, hay que ser muy 
cuidadoso en la metodología de extracción de las muestras, y en su posterior conservación a bajas 
temperaturas.

En cuanto a las técnicas analíticas, como se ha comentado anteriormente, se cuenta con la MS y la 
RMN, siendo éstas las dos técnicas más usadas en el análisis metabolómico. El espectro de datos de 
la RMN y de la MS proveniente tanto de los tejidos tumorales como de los biofluidos, contiene cien-
tos de señales de metabolitos endógenos y son altamente redundantes. Para ello los sets de datos 
los reducen a entre 100 y 500 segmentos espectrales, y sus respectivas intensidades de señales son 
introducidas directamente en programas estadísticos (Dettmer K y cols., 2007). El primer paso del 
análisis metabolómico facilita el reconocimiento de modelos, o la categorización dentro de grupos, 
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como “normal” vs “cáncer” o “respondedores” vs “no respondedores”, basándose en la diferencia de 
espectros. La interpretación de los marcadores nos muestra información sobre las relaciones entre 
las muestras, e ilustra tendencias y agrupamientos. En el siguiente paso, las regiones específicas que 
son responsables de la formación de grupos en el primer paso, son identificadas y unidas a metaboli-
tos específicos basados en sus características químicas por RMN. El último paso del análisis consiste 
en la cuantificación y asociación de biomarcadores con respecto a características particulares como 
el grado del tumor o la respuesta a terapias. Según el tamaño del grupo, se podrán utilizar métodos 
estadísticos como la t de Student o ANOVA.

3.4.1 Metabolómica como biomarcador en la oncología

Los biomarcadores son ampliamente utilizados en la medicina clínica como factores pronósticos o 
predictivos. Como ejemplos en la oncología están los receptores hormonales y el Her2 en el cáncer 
de mama. De forma general, los biomarcadores metabolómicos en oncología se utilizan, bien para 
la detección de la propia enfermedad, o bien para evaluar la respuesta a los tratamientos, lo cual, se 
suele hacer de forma preclínica utilizando animales o cultivos celulares, seguido de una posterior 
validación en biofluidos o tejidos tumorales (Nagrath D y cols., 2011)

3.4.1.1 El metaboloma del cáncer.

La información disponible en lo que respecta al metaboloma tumoral es cada vez más amplia. Usando 
una metodología estándar, la metabolómica del cáncer muestra niveles elevados de fosfolípidos (ca-
racterizados por una elevación de los componentes que contienen colina y fosfocolina), incremento 
de la capacidad glicolítica, incremento de la función glutaminolítica y sobreexpresión de isoenzimas 
de la glucolisis, como la piruvato-quinasa tipo 2 (Glunde K y cols., 2006). 

Igualmente, el perfil metabolómico lipídico está documentado con hasta un 83% de sensibilidad para 
discernir entre pacientes con cáncer y controles, utilizando para ello la RMN en muestras sanguíneas 
(Bathen TF y cols., 2000).  

Sin embargo, a pesar  de lo comentado, continúan existiendo grandes lagunas en lo que al conoci-
miento del metaboloma del tumor se refiere. Así, entre los distintos tipos de tumores, los perfiles 
pueden variar con respecto a muchos metabolitos, incluyendo alanina, citrato, glicina, nucleótidos 
y lípidos, haciendo muy difícil el poder extrapolar conocimientos de un tipo de tumor a otro (Griffin 
JL y cols., 2004).

3.4.1.2 Diagnóstico de cáncer

Todas las ciencias “–ómicas” han utilizado una gran variedad de plataformas experimentales de 
reconocimiento de patrones para el diagnóstico de diferentes tipos de tumores. Quizás la mejor 
aplicación hasta ahora de la metabolómica en el diagnóstico del cáncer, sea en el de la mama. 
Varios estudios con RMN, analizando biopsias de mama, han identificado hasta 30 metabolitos 
endógenos en el tejido mamario. Se han encontrado niveles altos de fosfocolina, y bajos de glice-
rofosfocolina y glucosa, en comparación con tumores benignos o tejido sano. De tal forma, cuando 
91 muestras de tumores de mama fueron comparados con 48 muestras de tejidos sanos adyacentes 
mediante RMN, se detectó un fenotipo maligno con una sensibilidad del 83% y una especificidad 
del 100% para el tamaño tumoral, la afectación ganglionar, el estado hormonal y la histología (Ba-
then TF y cols., 2007). Esto demostraría in vivo que ante una imagen sospechosa de cáncer de 
mama en una paciente, el 68% de las biopsias podrían ahorrarse detectando los niveles de colina 
(Jacobs MA y cols., 2004).
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De forma muy similar al cáncer de mama, el cáncer de próstata se caracteriza por un perfil metabóli-
co con altos niveles de compuestos de colina y fosfocolina y un incremento de lactato y alanina como 
productos de glucolisis (Swanson MG  y cols., 2006). El fluido prostático de los pacientes con cáncer 
de próstata se caracteriza por mostrar bajos niveles de citrato y elevados de fosfato de espermina, 
comparado con sujetos sanos. De hecho, en un estudio con 28 pacientes con cáncer y 33 controles, se 
objetivó que la detección en el fluido prostático de citrato y fosfato de espermina, se correlacionaban 
con el grado de diferenciación descrito por Gleason, además de superar al PSA en el diagnóstico de 
cáncer (Kline EE y cols., 2006).  

Con respecto a los tumores cerebrales, células in vitro procedentes de meningiomas, neuroblastomas 
y glioblastomas han mostrado patrones metabolómicos que reflejan diferencias en alanina, glutama-
to, creatina, foforilcolina y treonina entre los distintos subtipos histológicos. Estas diferencias meta-
bolicas podrían ser de utilidad a la hora de localizar los lugares de biopsias más rentables, constitu-
yendo, así, un mapa metabólico para procedimientos ablativos (Dowling C y cols., 2008). 

Se han investigado también diferencias metabolómicas entre mujeres sanas y aquellas con cáncer 
epitelial de ovario, llegando a obtener perfiles metabólicos que diferencian mujeres con cáncer de 
mujeres premenopáusicas o de mujeres con enfermedades benignas de ovario en el 100% de los ca-
sos. Estas diferencias se corresponden con vías responsables de la regulación del metabolismo de la 
pirimidina (Fujwaki R y cols., 2000). 

Estos y otros resultados muestran, pues, el potencial de la metabolómica en el campo del diagnóstico 
del cáncer, con una mayor sensibilidad y menos agresividad que las técnica hasta ahora utilizadas.

3.4.1.3 Evaluación de respuesta al tratamiento

El uso de la metabolómica para evaluar el efecto de los tratamientos, tanto como marcador predic-
tivo de eficacia como marcador farmacodinámico, se ha demostrado in vitro en la quimioterapia y 
en la hormonoterapia. El uso de la RMN en cultivos celulares de glioma humano consiguió predecir 
la respuesta al tratamiento previo al mismo utilizando la 1-(2- cloroetilo)-3-ciclohexyl-1-nitrosurea 
(El-Deredy W y cols., 1997). Igualmente, la respuesta de las células endometriales a la exposición 
hormonal, en este caso, tamoxifeno, objetivó un cambio en los nucleótidos dosis dependiente, sugi-
riendo que el tamoxifeno podría modificar la trascripción del RNA (Griffin JL y cols., 2003).

También se han realizado investigaciones in vivo como por ejemplo los cambios metabólicos pro-
ducidos por las nitrosureas en células de melanoma y cáncer de pulmón en ratones (Morvan D y 
cols., 2007). Durante la fase de inhibición del crecimiento, las muestras tumorales mostraron un 
incremento significativo de glucosa, glutamina, aspartato, y metabolitos derivados de la serina, al 
igual que un descenso en succinato, lo que sugería un reducción de la síntesis de nucleótidos y de las 
vías de reparación del DNA. La recuperación del crecimiento reflejó una adaptación del metabolis-
mo que incluía la activación de los sistemas de producción de energía y el incremento en la síntesis 
de nucleótidos.

Igualmente, en el cáncer de próstata, el citrato se ha posicionado como un buen marcador de sensi-
bilidad. Una alta puntuación según un perfil metabólico obtenido y el tamaño tumoral, fue predictivo 
de recaída en 15 de los 16 pacientes reclutados para el estudio (Pucar D y cols., 2004).

Por lo tanto, hay un esfuerzo por todos los profesionales implicados en el tratamiento del cáncer 
en conseguir afianzar el uso de la metabolómica en la evaluación de la respuesta al tratamiento en 
oncología. Los intermediarios del metabolismo de la fosforilcolina han demostrado ser un potencial 
biomarcador para la monitorización de la eficacia del tratamiento en una gran variedad de cánceres 
humanos. Así, por lo general, un descenso en los compuestos de colina suele ir correlacionado con 
una respuesta a la quimioterapia o a la radioterapia, y puede constituirse en marcador temprano de 
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eficacia, detectándose, antes, incluso, que las tradicionales respuestas por imagen del cáncer de prós-
tata, mama, cerebrales y linfomas no Hodgkin.

3.4.1.4 Novedades terapéuticas

El esfuerzo en el desarrollo de los tratamientos oncológicos de los últimos años se ha encaminado 
hacia el desarrollo de drogas que medien específicamente en rutas aberrantes que intervengan en 
el proceso de crecimiento, proliferación  y metastatización. Los biomarcadores se han venido utili-
zando de forma progresiva para el desarrollo de dicho agentes, de tal forma que nos han ayudado a 
identificar, validar y optimizar dianas y agentes terapéuticos; determinar y confirmar mecanismos 
de acción y, por supuesto, predecir y monitorizar respuestas al tratamiento, toxicidad y resistencias. 
Ejemplos actuales de este uso de la metabolómica, lo tenemos en el desarrollo de los inhibidores de 
tirosin-kinasa, agentes proapoptóticos y los inhibidores de las proteínas de choque térmico.

Una hipótesis explorada ha sido el tratamiento con agentes diana como inhibidores de señales de 
transducción, lo que resultó en distintos perfiles metabólicos entre células sensibles y resistentes. Así, 
el imatinib, un inhibidor tirosin-kinasa del encogen BCR-ABL, demostró una disminución de la proli-
feración celular y una inducción a la apoptosis en la leucemia mieloide crónica (Fan G y cols., 2000). 
Metabólicamente, imatinib inhibe la síntesis de macromoléculas requeridas para la supervivencia de 
la célula mediante la supresión de sustratos básicos (Serkova N y cols., 2005). Utilizando la RMN, se 
ha investigado el metabolismo de la glucosa de las leucemias mieloides crónicas BCR-ABL positivas 
tratadas con imatinib, demostrando un descenso de la glucosa por inhibición de la glucolisis, al igual 
que se ha objetivado una disminución significativa de los niveles de fosfocolina, lo que se ha relacio-
nado con una disminución en la proliferación celular (Gottschalk S y cols., 2004). También se han 
comunicado resistencias metabolómicas a imatinib, de tal forma que un descenso en la oxidación de 
la glucosa mitocondrial y unos niveles altos de fosfocolina  fueron indicativos de resistencia al fárma-
co y progresión (Serkova N y cols., 2005). Estos datos indican que los perfiles metabolómicos pueden 
proveer de un método para monitorizar los cambios en el metabolismo celular que reflejen de forma 
temprana una resistencia a los agentes antidiana.

La apoptosis tiene un papel fundamental en los tratamientos de quimioterapia y radioterapia, y su au-
sencia está bien correlacionada con mecanismos de resistencia (Schmitt CA y cols., 1999). Múltiples 
nuevos agentes antidiana relacionados con la apoptosis están en desarrollo hoy en día. Un agente ya 
conocido es el FK866. Los efectos metabólicos observados consisten en un aumento del bifosfonato 
de fructosa, con el consiguiente descenso del pH como resultado de ciclo glucolítico incompleto. 
Otras alteraciones son compatibles con cambios en la sínstesis de guanilato, los niveles de pirimidina 
y metabolismo de fosfolípidos, etc. Todos estos cambios conducen a vías de señalización aberrantes 
que finalmente dan como resultado la apoptosis (Muruganandham M y cols., 2005).

Otra aplicación de la metabólica es en el área de los inhibidores de las proteínas de choque térmico. 
Aunque los mecanismos de acción no están bien dilucidados, los datos sugieren esta familia de agen-
tes podrían inducir la destrucción celular relacionados con los oncogenes (Neckers L. 2007). En un 
estudio de pacientes con cáncer de colon tratados con inhibidores de Hsp90, se observó un aumento 
de fosfocolina y de la razón fosfomonoester/fosfodiester, valina y fosfoetanolamina, todo ello compa-
tible con alteraciones fosfolipídicas. A la vista de estos resultados, se podrían utilizar los cambios me-
tabólicos como biomarcadores farmacodinámicos de los inhibidores Hsp 90 (Chung YL y cols., 2003).

3.4.2 El futuro de la metabolómica en la oncología

La metabolómica es una nueva disciplina que abarca la evaluación de los metabolitos de forma com-
prensiva, reconociendo sus patrones y realizando análisis estadísticos. Los biomarcadores son am-
pliamente utilizados en la clínica habitual  para pronosticar o predecir el estado de la enfermedad. La 
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metabolómica debería ser utilizada para identificar biomarcadores, incluyendo huellas metabólicas, 
perfiles o firmas que caractericen la evolución del cáncer. Utilizando esta tecnología, se podría, even-
tualmente, ser capaz de diagnosticar la enfermedad de forma temprana, que es cuando, realmente, 
puede llegar a ser curable; determinando, así, la agresividad del cáncer para ayudarnos a determinar 
el pronóstico, la terapia y predecir la eficacia de las drogas.

El uso de la metabólica como herramienta diagnóstica ha sido validado en el caso del cáncer de prós-
tata (Huan T y cols., 2016). El precedente de esta tecnología  ómica incluye el dianóstico y el pro-
nóstico del cáncer de colon, utilizando los microarrays, y el diagnóstico del cáncer de ovario con 
perfiles séricos de proteínas (Buckhaults P y cols., 2001; Petricoin EF y cols., 2002). Por otro lado, otras 
publicaciones demuestran ya la utilización de perfiles metabólicos en el cáncer de ovario analizando 
muestras de tejido, e incluso plasma (Gaul DA y cols., 2015).

El diagnóstico del cáncer de páncreas también ha sido posible in vivo analizando el ciclo de la glu-
cosa (Boros LG y cols., 2005). Estudios actuales ya están evaluando el uso de los biofluidos, como por 
ejemplo, saliva en el cáncer oral (Ishikawa S y cols., 2016); las secreciones pancreáticas y plasma en 
el cáncer de páncreas (Di Gangi y cols., 2016); orina en cáncer gástrico (Chan AW y cols 2016) y el 
líquido pleural, el lavado bronquioalveolar o incluos el esputo, en el cáncer de pulmón (Cameron SJ y 
cols., 2016). Si se pueden encontrar patrones patognomónicos y se pueden validar en estos fluidos, la 
metabolómica puede ahorrar tiempo, costes y esfuerzo a la hora de obtener un diagnóstico definitivo 
en situaciones en la que otras pruebas diagnósticas no son concluyentes. Además, la metabolómi-
ca tomará un papel destacado en el campo del screening poblacional, particularmente en aquellos 
tumores cuyos metabolitos se secretan o se producen en biofluidos accesibles (Pasikanti KK y cols., 
2010; Qiu Y y cols., 2010; Wei J y cols., 2010).

De forma similar a otras estrategias, como la individualización en el tratamiento, la metabolómica 
también se está aplicando en la investigación preclínica y clínica y a la evaluación de valores predic-
tivos. Así, una forma in vivo de metabolómica, es el PET, con el uso de la glucosa radioactiva, colina, 
o la timidina como metabolito activo. Por ejemplo, en los tumores del estroma recurrentes, el PET
con fluorodesoxiglucosa fue superior respecto a la tomografía convencional a la hora de evaluar la
respuesta a imatinib (Holdsworth CH y cols., 2007). También se ha visto que cambios en el PET con
fluorodesoxiglucosa han sido predictores de respuesta a tratamientos citotóxicos estándar en cáncer
de mama, cáncer de pulmón, cáncer de ovario, tumores germinales y de cuello de útero (Bokemeyer
C y cols., 2002; Avril N y cols., 2005; Pio BS y cols., 2006; de Geus-Oei LF y cols., 2007; Kidd Ea y cols.,
2007). En hematología, las patologías malignas en la cuales las pruebas de imagen PET con fluoro-
desoxyglucosa son útiles; en cambio, sí son subsidiarias de análisis con células tumorales circulantes 
con glucosa marcada con 13C Esta manera de evaluar los tratamientos, también puede ser aplicada a
las células tumorales de los tumores sólidos.

Por lo tanto, la metabólica está ya preparada para servir de marcador farmacodinámico de nuevos 
agentes, y también puede ayudar a caracterizar efectos secundarios. Por ejemplo, puede utilizarse 
como biomarcador de toxicidad renal, hepática y pulmonar utilizando varios metabolitos como la 
glucosa, el lactato, lipoproteínas y aminoácidos, los cuales pueden aumentar o disminuir, proveyen-
do así, de un patrón asociado a una disfunción orgánica (Serkova NJ y cols., 2006). 

Con lo cual, aunque la metabolómica ha experimentado un gran desarrollo, y se ha empezado a uti-
lizar en la toma de decisiones clínicas, le queda todavía un largo camino por recorrer, junto con la 
necesidad de conseguir integrarla junto a las demás ciencias ómicas para conseguir caracterizar el 
espectro total de la patología oncológica.

3.5 Metabolómica y cáncer de mama

El cáncer de mama es el la neoplasia más frecuente entre las mujeres, y surge como resultado del 
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avance en el desarrollo de la carcinogénesis, un proceso vinculado a  unos profundos cambios meta-
bólicos mediante los cuales una célula normal se transformará en maligna. 

A pesar de los múltiples avances en el screening, diagnóstico, seguimiento y tratamientos, muchas 
pacientes fallecerán de forma secundaria a la enfermedad avanzada. Es verdad que el desarrollo de 
nuevas técnicas quirúrgicas, radioterápicas y tratamientos sistémicos, bien sean agentes diana, en-
docrinos o quimioterápicos, han mejorado la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia 
global (EBCTCG, 2005); sin embargo, aún se siguen requiriendo muchas mejoras que se puedan apli-
car a la clínica habitual.

Un punto crítico para el desarrollo consiste en la búsqueda de nuevas estrategias que se focalicen en 
la biología del tumor más que en la carga tumoral, reconociendo así el cáncer como una enfermedad 
heterogénea con distintos subgrupos e individualizando las evaluaciones clínicas y los tratamientos, 
y es que la existencia de un cáncer de mama específico en un individuo determinado conlleva una 
interacción compleja y dinámica entre tumor y huésped. Un ejemplo claro lo tenemos en el estudio 
de Borgan (Borgan E y cols., 2010), el cual mediante la combinación de los DNA microarrays y el es-
tudio metabolómico mediante la RMN demostró, cómo incluso dentro de un mismo subgrupo, como 
eran pacientes Luminal A, había diferencias en términos de menores niveles menores de glucosa y 
mayores de alanina, lo que sugería disparidad en la actividad glicolítica, y contribuiría así una clasi-
ficación más refinada.

Por tanto, el fenotipo metabólico maligno y la dependencia del tumor de su huésped, conforman el 
racional biológico bajo el que se sostiene la investigación metabolómica en el cáncer. Esto va a poder 
permitir una aproximación clínica al cáncer de mama, particularmente en el screening, diagnóstico, 
estadiaje, así como marcador para predecir resultados, respuestas a terapias y toxicidades. 

3.5.1 Implicaciones clínicas

3.5.1.1 Diagnóstico y estadiaje

En términos de diagnóstico de cáncer de mama, el principal problema continúa siendo la depen-
dencia de disponibilidad de tejido procedente de la paciente, lo cual lleva vinculado la supeditación 
de habilitar  distintas técnicas como son la punción con aguja fina, la biopsia, o bien, la extirpación 
completa del tumor. A esto habría que sumarle un personal experimentado que ejecutara  dichos 
procedimientos, así como el riesgo derivado de la realización de dichas técnicas. No se debe olvidar 
que posteriormente hay que realizar una labor morfológica e inmunohistoquímica, la cual se desa-
rrolla por un patólogo. Este estudio consume mucho tiempo y recursos, y no deja de ser dependiente 
del profesional que manipula y estudia la muestra.

Otro de los principales problemas reside en la diferenciación exacta de los tejidos malignos respecto 
a los tejidos normales y benignos (tabla 7), seguido de intentar discriminar las características que van 
a representar a las células tumorales, como son el estado de los receptores hormonales (receptores 
de estrógenos y progesterona), HER2, invasión linfovascular, grado de diferenciación o afectación 
ganglionar (tabla 8). Estos rasgos, junto con otros datos como la edad de la paciente y el tamaño del 
tumor, van a ayudar en el cáncer de mama temprano a estimar el riesgo de recaída de la enfermedad; 
al igual que aportarán, tanto en la enfermedad temprana como avanzada, a definir una estrategia de 
tratamiento y predecir el beneficio de dicho tratamiento.
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ESTUDIO TEJIDO MALIGNO BENIGNO METABOLITOS

Sitter et al (2006)
(2010)

Biopsia 85 18 Glicerofosfocolina
Fosfocolina
Colina

Gribbestad et al 
(1997)

Biopsia 16 16 Colina
Glucosa
Lactato
Taurina
Succinato

Mackinnon et al 
(1997)

Punción 82 106 Colina 
Creatina

Cheng et al (1998) Biopsia 19 20 Colina
Fosfatidilcolina

Bathen et al (2007) Biopsia 91 48 Glicerofosfocolina
Fosfocolina
Colina
Glucosa
Lactato
Taurina 
Mioinositol
Creatina
Myo-inositol

Mountford et al 
(2001)

Punción 83 57 Colina 
Creatina

Tabla 7. Distinción entre tejidos benignos y malignos mediante el estudio metabolómico.

ESTUDIO FACTORES

Lean et al. (2004) Receptores de estrógeno
Receptores de progesterona
Grado tumoral

Bathen et al. (2007) Receptores de estrógeno
Receptores de progesterona
Grado tumoral
Afectación ganglionar axilar

Sitter et al. (2006) Afectación ganglionar axilar

Mountford et al. (2001) Invasión vascular

Budzcies et al. (2013) Receptores de estrógeno

Xiaohu et al. (2014) Receptores de estrógeno

Tabla 8. Determinación de factores pronósticos y predictivos mediante el estudio metabolómico.
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3.5.1.2 Diferencias entre normal, benigno o maligno

Sitter (Sitter B y cols., 2006) utilizando glicerofosfocolina, fosfocolina y colina consiguió discriminar 
entre diferentes muestras de tumor con una sensibilidad  del 82% y una especificidad del 100%. A 
continuación, comparó un panel de metabolitos (colina, creatinina, beta-glucosa, mio-inositol, fo-
sofocolina y taurina), con tipo de tumor, tamaño y afectación ganglionar. Hubo pocas diferencias en 
las concentraciones de metabolitos, no obstante, los niveles de colina y glicina fueron mayores en los 
tumores mayores de 2 cm. En un artículo posterior, los autores comunicaron la relación entre bajas 
concentraciones de glicina con pacientes de buen pronóstico y altas concentraciones en pacientes de 
mal pronóstico. En pacientes metastáticos o en aquellos tuvieron una recaída se encontraron bajos 
niveles de taurina/glicina y glicerofosfocolina/glicina comparando con aquellas enfermas que per-
manecían sanas 5 años después de la cirugía. Estos resultados mostraron el papel que pueden jugar 
estos metabolitos en el pronóstico y la recaída (Sitter B y cols., 2010).

Gribbestead (Gribbestead IS y cols., 1999) observó en el tejido tumoral presentaba alteraciones con 
bajos niveles de glucosa y latos de colina. Otros cambios observados fueron incrementos de los nive-
les de lactato, taurina y succinato, y reducción de los niveles de fosfocreatina.

Mackinnon (Mackinnon WB y cols., 1997) examinó 218 muestras por PAAF de 191 pacientes con cán-
cer invasivo, in situ o con patología benigna. Utilizando los picos espectrales atribuibles a la colina y 
la creatina, consiguieron distinguir entre los tejidos benignos y los malignos con una sensibilidad del 
95% y una especificidad del 96%.

Cheng (Cheng LL y cols., 1996) utilizando patrones de fosfocolina consiguió, también, distinguir el 
tejido tumoral del tejido sano circundante en el cáncer de mama. Bathen (Bathen TF y cols., 2007) 
basándose en distintos metabolitos como la glucosa, lactato, creatinina, myo-inositol, taurina, glice-
rofosfocolina, fosfocolina y colina consiguió distinguir entre tejido tumoral y sano. Este mismo autor 
en un estudio posterior (Bathen TF y cols., 2013) con pacientes intervenidas, demostró, mediante el 
estudio en muestras de tejidos, un perfil metabólico basado en la fosfocolina que diferencia al tejido 
tumoral del tejido sano circundante. Este descubrimiento tendría aplicación durante las cirugías de 
cáncer de mama, para reducir el número de reintervenciones, además de disminuir el número de 
ocurrencias locales. Mountford (Mountford CE y cols. 2001) utilizando la RMN en muestras de PAAF, 
distinguió tejido maligno del benigno con una exactitud del 93%.

Más recientemente, Qiu (Qiu Y y cols., 2013) presentó los resultados de un estudio en el que mediante 
tres metabolitos estudiado en el plasma de pacientes con cáncer de mama, dos glicerofosfocolinas y 
una lisofosfatidilcolina (lysoPC a C16:0, PC ae C42:5 y PC aa34:2), estableció una ecuación diagnós-
tica con la que diferenciaba con éxito las pacientes enfermas de las sanas con una sensibilidad del 
98,1% y una especificidad del 96%.

3.5.1.3 Factores pronósticos y predictivos

Lean (Lean C y cols., 2004), a partir de muestras de tejidos obtenidas por PAAF de cáncer de mama, 
predijo el estado de los receptores de estrógeno, progesterona y grado de diferenciación con una sen-
sibilidad del 91.1%, 90.9% y 96.2% respectivamente; al igual que con una especificidad del 89.5%, 
86.3% y 95.2%.

Bathen (Bathen TF y cols., 2007) comparó resultados histopatológicos con resultados obtenidos de 
modelos de predicción por RMN. El modelo se verificó en un número limitados de pacientes, con una 
clasificación correcta en 11/12 para receptores hormonales, 8/12 para afectación ganglionar y 9/12 
para el grado.

Sitter (Sitter B y cols., 2006) mostró que podía predecirse la afectación ganglionar a partir de los datos 
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obtenidos por RMN de la muestra de tumor primario. Mountford (Mountford CE y cols., 2001), tam-
bién, consiguió predecir la afectación ganglionar con una sensibilidad del 96% y especificidad del 
97%. Igualmente consiguió con la invasión vascular: sensibilidad del 82% y especificidad del 100%. 
Cheng (Chen LE y cols., 1996) desarrolló un modelo preclínico de afectación ganglionar, utilizando 
incrementos de metabolitos como el lactato, creatinina/lisina, glutamato/glutamina en tejido tumo-
ral. Esta rápida evaluación añadiría eficiencia y podría eliminar los errores a la hora de manipulación 
de los tejidos dependientes de los técnicos y patólogos.

Budzcies (Budzcies J y cols., 2013), estudiando el tejido tumoral de pacientes con receptores de es-
trógeno positivos y negativos mediante GC, obtuvo cambios en 19 metabolitos, que incluyeron el in-
cremento de beta-alanina, 2-hidroxiglutarato glutamato y xantina; y el descenso de glutamina en los 
tejidos de pacientes con RE negativos. La beta-alanina demostró la diferencia más significativa para 
diferenciar entre RE negativos y RE positivos.

Tang y cols (Tang X y cols., 2014) publicaron diferencias metabolómicas entre las pacientes con cán-
cer de mama y receptores de estrógenos positivos respecto a aquéllas que los presentaban negativos. 
De tal forma, las pacientes con receptores de estrógenos negativos presentaron notables diferencias 
en las necesidades energéticas, potencial redox y catabolismo de las proteínas, que se correlacionaba 
con un incremento en la biosíntesis de glutatión, producción de NAD+ y señales de proliferación.

3.5.2 Eficacia del tratamiento y nuevos fármacos diana

El progresivo conocimiento y asimilación de las distintas rutas metabólicas en cáncer de mama no 
sólo han permitido un avance en el campo del diagnóstico, sino que también han permitido un im-
portante desarrollo en la terapéutica.

Sterin (Sterin M y cols., 2001) evaluó los niveles de fosfolípidos en cánceres de mama tratados con 
fármacos como el paclitaxel, vincristina, doxorrubicina y metotrexato. Se encontró una correlación 
entre los efectos citotóxicos de los agentes antimitóticos y los cambios metabólicos. Los agentes an-
timicrotúbulos (paclitaxel, vincristina y colchicina) causaron incrementos intracelulares de glicero-
fosfocolina que no estaban relacionados con cambios en la composición de la membrana celular de 
fosfolípidos. Este efecto se amplificaba si el tratamiento se sincronizaba con la fase G2 del ciclo celu-
lar. Estos resultados apuntan a la existencia e una interacción entre el metabolismo de los fosfolípidos 
y los microtúbulos.

Belouche-Babari (Belouche-Babari M y cols., 2005) utilizando un inhibidor de de MAPK quinasa, de-
mostró en líneas celulares de cáncer de mama y colon, una disminución de los niveles de fosfocolina. 
Muruganandham (Muruanandham M y cols., 2005) utilizando inhibidores de la síntesis de NAD, ob-
jetivó cambios en la vía apoptótica, incluyendo incrementos de la fructosa-bi-fosofonato y descenso 
del pH y NAD, resultantes del ciclo incompleto de la glicolisis.

Glunde (Glunde K y cols., 2004) demostró que la fosfolipasa y la lisofosfolipasa cumplen un papel 
fundamental en el metabolismo aberrante de la fosfolípidocolina, detectado en las células del cáncer 
de mama. Estas enzimas se convierten así en potenciales diana para la terapia antineoplásica del 
cáncer de mama, porque la fosfocolina y el total de metabolitos que contiene colina se correlacionan 
con la malignidad que se le da a un cáncer de mama. De tal forma, inhibidores de la colina kinasa se 
han utilizado como terapéutica (Ramírez de la Molina A y cols., 2002).

Por otro lado, recientemente, Cao  (Cao B y cols., 2013) ha demostrado la importancia que tienen los 
cambios metabolómicos en el papel de la resistencia que las células tumorales del cáncer de mama 
desarrollan frente a un agente antineoplásico, como es la adriamicina. De tal forma, el tratamiento 
con adriamicina conlleva un lento descenso en la glicolisis y en las vías metabólicas de la biosíntesis 
de proteínas, purinas, pirimidinas y glutatión. Se sugiere que este enlentecimiento del metabolismo y 
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el agravamiento del estrés oxidativo se relacionan con la resistencia a la adriamicina. Utilizando esta 
información, se podrían descubrir marcadores metabólicos medibles que nos informarían de forma 
temprana de la resistencia a fármacos.

3.5.3 Predicción y detección de toxicidad

La metabolómica también puede utilizarse como una herramienta para el estudio de la toxicología 
clínica, complementado, así, a la farmacogenómica en su papel de predecir la eficacia y la toxicidad 
de los agentes quimioterápicos, endocrinos y diana. Mismos agentes quimioterápicos pueden indu-
cir diferentes toxicidades en pacientes con cáncer de mama incluso con misma densidad de dosis. Si 
se pudiese predecir esta toxicidad, se podria  hacer una mejor selección de estos agentes. Así las dosis 
podrían ser individualizadas, y los pacientes podrían evitar tratamientos inefectivos para ellos y to-
xicidades excesivas. Evaluaciones basales pretratamiento podrían predecir la toxicidad. Medidas se-
riadas durante el tratamiento podrían poner de manifiesto una toxicidad temprana, pudiendo llegar 
a evitar la aparición de los signos y síntomas secundarios a dicha toxicidad (Oakman C y cols., 2011).

3.5.4 Biofluidos

Clásicamente, el análisis metabolómico del cáncer de mama se ha realizado a través de muestras de 
tejido o citologías. El gran reto consiste en confirmar si los perfiles metabólicos son detectables en 
biofluidos más fáciles de obtener como el suero, la saliva (Sugimoto M y cols., 2010) o la orina, tal y 
como refleja el estudio de Slupsky (Slupsky CM y cols., 2010), en el cual mediante RMN, obtiene un 
modelo estadístico multivariante basado en 67 metabolitos obtenidos de la orina para la detección de 
cáncer de cáncer de mama en estadios tempranos con una especificidad del 93%. 

Actualmente, la relación existente entre el tumor y el huésped tanto en las fases iniciales de la enfer-
medad como en el diagnóstico y el pronóstico vienen dados por características del tumor como son 
el tamaño, grado de diferenciación, estado hormonal, afectación ganglionar etc. Sin embargo,  en 
la práctica clínica se hallan individuos que con particularidades similares evolucionarán de forma 
diferente después de la intervención. El huésped puede jugar un papel principal en estos aconteci-
mientos. Esto se basa en los estudios de enfermedad  micrometastásica, más específicamente, en las 
células tumorales circulantes y en la infiltración medular, demostrando que no todos los pacientes 
con enfermedad medible desarrollarán enfermedad clínicamente evidente (Braun S y cols., 2005; Xe-
nidis N y cols., 2003). La interacción crítica entre tumor y huésped es dinámica y multifactorial, con 
dependencia de la inmunidad del huésped y de las características del estroma. Esta interacción pue-
de ser capturada en una señal metabólica.

3.6 Metabolómica y cáncer de mama con muestras de suero

El entendimiento del cáncer de mama ha mejorado de forma sustancial debido al creciente núme-
ro de estudios de metabolómica publicados hasta la fecha; sin embargo, la mayoría de ellos se han 
centrado en identificar alteraciones metabolómicas en células o tejidos (Yang C y cols., 2007), lo cual 
suele conllevar técnicas invasivas que llevan aparejadas  complicaciones propias como el sangrado, 
infecciones o la diseminación tumoral. En cambio, el análisis de biofluidos, en este caso muestras 
de suero, puede llegar a resultar mucho más atractivo desde el punto de vista que el clínico, que está 
más acostumbrado a trabajar con este tipo de elementos, ofreciendo facilidad para su obtención con 
una mínima preparación. Otro aspecto importante a la hora de decantarse por el suero en vez del 
tejido tumoral es porque la señal metabolómica capturada deriva tanto del tejido tumoral como del 
individuo, detalle fundamental, si se considera que en el marco de la oncología el comportamiento 
de la enfermedad y la eficacia del tratamiento van a variar debido tanto a las características del propio 
tumor, como por las peculiaridades del anfitrión.
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En la detección de la enfermedad de forma temprana hay resultados publicados mediante la combi-
nación de la RMN y MS (Gu H y cols., 2011). 

En enfermas ya diagnosticadas, Oakman y cols. han publicado datos en las que las pacientes con 
cáncer de mama metastático pueden ser diferenciadas de las enfermas con estadios tempranos con 
una sensibilidad del 72% utilizando muestras de suero estudiadas por RMN (Oakman C y cols., 2013). 
Posteriormente, este mismo grupo de investigadores han publicado un nuevo estudio en 2014 (Te-
nori L., 2014), en el que de forma retrospectiva comparaban el espectro metabolómico de pacientes 
metastásicas con aquellas con la enfermedad en un estadio inicial e intervenidas, y que, además, 
fueran RE negativos. De tal forma obtienen un modelo predictivo con una sensibilidad del 90% y una 
especificidad del 67%. Además, se objetiva que las posibilidades de recaída se correlacionan con ba-
jos niveles de histidina y altos niveles de glucosa.

También se ha comparado el perfil metabólico de las pacientes con el riesgo de recaída obtenido 
por el Adjuvantonline!, objetivando que la metabolómica identificó más pacientes con bajo riesgo de 
recaída que dicha plataforma informática: de una n 44 pacientes, 23 fueron de bajo riesgo según Ad-
juvantonline! y 31 mediante metabolómica. Esto demuestra el papel de la metabolómica en la evalua-
ción de la enfermedad micrometastásica en el cáncer de mama temprano (Oakman C y cols., 2011).

Recientemente Jobard ha publicado un estudio en el que demuestra las diferencias en un perfil me-
tabólico realizado mediante RMN, según el cual utilizando 9 metabolitos (histidina, acetoacetato, gli-
cerol, piruvato, glicoproteínas, manosa, glutamato y fenilalanina) permite distinguir perfiles metabó-
licos en suero en pacientes con cáncer de mama metastático de pacientes con enfermedad temprana, 
con una sensibilidad del 89,8% y una especificidad del 79,3% (Jobard E y cols., 2014).

Por otro lado, se ha obtenido un modelo predictivo para la identificación de la recurrencia del cáncer 
de mama utilizando la detección de 11 biomarcadores, incluyendo tirosina y colina, mediante RMN y 
GC-MS obteniendo una sensibilidad del 86% y una especificidad del 84% (Asiago VM y cols., 2010), lo 
cual permite predecir a un 55% de las pacientes que recaerán, trece meses antes de que la recurrencia 
sea diagnosticada clínicamente, además de permitir la detección del cáncer de mama metastático 
antes que la detección por el marcador tumoral sérico Ca 27,29.

La metabolómica también se ha aplicado a muestras de suero en pacientes con cáncer de mama me-
tastático para explorar la respuesta al tratamiento. De tal forma, Tenori y cols. (Tenori L y cols., 2012) 
analizaron las muestras de suero de 500 pacientes antes y durante el tratamiento con paclitaxel y un 
agente anti-HER2, en este caso lapatinib, contra un placebo. Utilizando el análisis mediante RMN, el 
estudio demostró que en el subgrupo de pacientes con enfermedad HER-2 tratadas con paclitaxel-la-
patinib mostraron diferencias significativas en los perfiles metabolómicos en cuanto el tiempo hasta 
la progresión y supervivencia global.

Finalmente, se han publicado también perfiles metabólicos en pacientes con cáncer de mama ancia-
nas, de tal forma, que se ha visto que aquellas consideradas frágiles en función de escalas geriátricas, 
presentan un perfil basado en alteraciones de aminoácidos como la serina, triptófano, hidroxiprolina 
e histidina y sus derivados (Corona G y cols., 2014). 

3.6.1 Metabolómica y cáncer de mama con muestras de suero como método diagnóstico 

De todos es conocido que, en los últimos años, los avances tecnológicos han permitido profundizar 
en el conocimiento de la biología de muchas enfermedades oncológicas, no siendo una excepción 
el caso del cáncer de mama. Sin embargo, dicho progreso no se ha traducido, en la mayoría de las 
ocasiones, en un cambio en el tratamiento, en la prevención o, centrándonos ya en nuestro estudio, 
en el diagnóstico.
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De tal forma, cuando actualmente se realiza el diagnóstico clínico de los tumores de mama, éstos 
suelen presentar ya un tamaño medio de 2 a 2,5 cm (Singletary SE y cols., 2002), lo que les hace ser 
propenso a clasificarlos dentro del estadio III, convirtiéndolos ya en tumores que pueden mostrar 
metástasis en los ganglios linfáticos axilares. Esto demuestra la carencia que existe, en este momento, 
en la disponibilidad de una prueba diagnóstica de alta precisión. Así, el estudio estándar del que se 
dispone, la mamografía, tiene una sensibilidad de un 54% a un 77% (Guth U y cols., 2008). Otras he-
rramientas de diagnóstico como la ecografía, la tomografía computarizada y la resonancia magnética 
son ligeramente más sensibles, pero no son coste-eficientes.

Por tanto, nuevos métodos diagnósticos que puedan ser utilizados, bien individualmente, o bien, 
en combinación con otras modalidades de diagnóstico existentes, se precisan con urgencia para 
conseguir una detección rentable del cáncer de mama. En este sentido, la metabolómica es capaz 
de proveer de biomarcadores diagnósticos más precisos, coste-fectivos y que además, en el caso de 
muestras de suero, sean obtenidos de forma menos invasiva.

En este sentido, se han publicado algunos estudios con muestras poblacionales pequeñas y con más 
o menos éxito. De tal forma, en 2011, mediante la combinación de la MS y RMN ya se intentó una se-
paración entre sujetos sanos y enfermos (Gu Hy cols., 2011). En los resultados comunicados por Qiu
(Qiu Y cols., 2013) se analizó un panel de lípidos en plasma de 55 pacientes con cáncer de mama y 25 
controles sanos, lo cual le permitió obtener una ecuación diagnóstica, según la cual, se distinguían
los pacientes sanos de los enfermos con una sensibilidad del 98,1% y una especificidad del 96%.

Otra aplicación ha sido la demostrada por Shen J y cols. (Shen J y cols., 2013), los cuales utilizando 
la MS en muestras de suero de 60 pacientes con cáncer de mama y 60 controles sanas, objetivaron 
más de 300 metabolitos, de los cuales 117 eran diferentes según las pacientes fueran de raza afroame-
ricana o de raza caucásica, y 78 según fueran casos con enfermedad o sanas. La mayoría de estos 
metabolitos fueron aminoácidos, ácidos grasos y lisolípidos. Se observó, además, que muchos de los 
aminoácidos presentaban, de forma estadísticamente significativa, niveles menores en plasma en las 
pacientes con cáncer de mama, especialmente en aquéllas triple negativas. También se pudo verificar 
que los niveles plasmáticos de ácidos grasos relacionados con la beta-oxidación fueron estadística-
mente superiores en las pacientes con cáncer de mama, indicando, por tanto, una sobreexpresión de 
esta reacción. 
Rasmus, mediante cientos de metabolitos analizados por RMN, comunicó un modelo diagnóstico 
capaz de predecir un mayor riesgo de desarrollo del cáncer de mama en un sujeto, con un intervalo 
comprendido entre los 2-5 años posteriores al haber recogido la muestra, mostrando unos niveles de 
sensibilidad y especificidad, por encima de 80% (Bro R y cols., 2015).

Más recientemente, se ha publicado un modelo basado en 5 metabolitos, que incluyen la taurina, 
hipotaurina, alanina, aspartato y glutamato, mediante el cual se pueden diagnosticar pacientes con 
cáncer de mama en estadio temprano con un AUC de 0.934, y para todos los estadios, con un AUC de 
0.968 (Huang S y cols., 2016).

De tal forma, se constata que la mayor parte de la producción bibliográfica en relación al uso del plas-
ma como recurso para el estudio del cáncer de mama, ha perseverado en aspectos muy dispares de 
la enfermedad como es el estudio de sus diferentes subtipos, qué procesos se llevan a cabo durante 
el desarrollo de la metastización o, incluso, en la evaluación de diferentes terapias empleadas. Per-
manece mucho más reducido el aspecto enfocado al diagnóstico de la enfermedad.  Aún así, incluso 
dentro de las publicaciones dirigidas en este sentido, destaca como todos los estudios están reali-
zados con poblaciones pequeñas, en los que, además, no se consideran como factor de influencia, 
variables clínicas habituales en la practica clínica diaria (edad, comorbilidad asociada, mediación 
conocmitante, etc) o mucho menos estudio alguno basado en población española.
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HIPÓTESIS

La hipótesis de este trabajo es la siguiente: 

Los estudios mediante espectrometría de masas pueden permitir confirmar la existencia de un 
perfil metabolómico patofisiológico, propio del cáncer, siendo éste directamente detectable a 
través del análisis del propio suero de las pacientes. Esto permitirá obtener una herramienta 
diagnóstica no invasiva, que aportará un mejor conocimiento de esta enfermedad.
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OBJETIVOS

Los objetivos de esta Tesis Doctoral son los siguientes: 

1. Exponer y optimizar los métodos de análisis metabolómicos más avanzados para el  análisis de 
muestras procedentes de suero, de tal forma que, integrando los datos obtenidos de múltiples plata-
formas analíticas, se pueda conocer el espectro de los metabolitos detectados.

2. Seleccionar las herramientas bioinformáticas más adecuadas para conseguir un adecuado proce-
sado de la información, en función de la técnica analítica utilizada y la muestra biológica estudiada, 
para poder diseñar y aplicar el análisis estadístico más apropiado en función de los datos metaboló-
micos obtenidos.

3. Utilizar la información obtenida para probar que existe una firma metabólica del cáncer, y que, 
además, ésta puede ser detectada en el plasma. Esto permitirá diferenciar a pacientes con cáncer de 
mama de sujetos sanos, de manera estadísticamente significativa. 
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MATERIAL Y MÉTODOS

1. Diseño experimental

Se trata de un estudio observacional y analítico, que pretende establecer una potencial firma 
meta-bolómica, a través de la identificación de metabolitos circulantes, con el objetivo de obtener 
una he-rramienta que nos permita diferenciar sujetos sanos, de sujetos con cáncer de mama, 
siendo obvias las implicaciones diagnósticas que de esta situación derivarían.

El diseño de este estudio comprende una cohorte de sujetos sanos y otra de pacientes enfermas, 
con cáncer de mama, pertenecientes al Complejo Hospitalario de Jaén. 

Para el análisis de los metabolitos circulantes se extrajeron muestras de sangre total, tanto de 
los controles sanos, como de las pacientes con cáncer de mama, siendo el momento de la 
extracción, en éstas últimas, el previo al inicio del tratamiento quimioterápico. Posteriormente, se 
recopiló y analizó la información relevante disponible en cada caso, dando lugar a una base de 
datos que incluyó la in-formación relativa a la evolución de la enfermedad oncológica y los 
parámetros clínicos de cada una de las participantes del estudio (figura 3).

Figura 3. Esquema del diseño experimental del estudio

2. Población a estudio

Dada la complejidad de los datos obtenidos a partir de un análisis metabolómico con reconocimien-
to de patrones, no existe hasta el momento ningún método estadístico estandarizado para el cálculo 
del tamaño muestral, por lo que nos remitimos a estudios previos llevados a cabo (Wei S y cols., 2012).

Las pacientes participantes en el estudio fueron reclutadas en las consultas externas del Servicio de 
Oncología del Hospital Médico-Quirúrgico de Jaén, después de su valoración previa en el comité 
de tumores de cáncer de mama. Así mismo, los controles sanos fueron escogidos entre el personal 
sanitario voluntario del Complejo Hospitalario. De tal forma, definimos los sujetos controles como 
aquellas mujeres que no presentaban, en el momento del estudio, ningún de tipo de neoplasia gine-
cológica, tras examen clínico y mamográfico, siendo, además, del mismo rango de edad, zona geográ-
fica y actividad hormonal que los casos reclutados.

2.1 Criterio de inclusión de las pacientes

En el caso de las pacientes, los criterios de inclusión y exclusión aplicados para su selección fueron 
los siguientes:
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1.- Mujeres diagnosticadas de cáncer de mama invasivo confirmado mediante biopsia incisional o 
con trucut.

2.- Estadio funcional de 0 a 2 en la escala de ECOG.

3.- Presentar, como mínimo, una lesión medible según se define en los criterios para la evaluación 
de la respuesta de los tumores sólidos: al menos, 20 mm, si se realiza la medida con técnicas conven-
cionales (mamografía o resonancia magnética); o bien, con diagnostico histológico documentado de 
cáncer de mama invasivo operable.

4.- Ausencia de tratamiento previo para cáncer de mama.

5.- Edad mínima de 18 años y sin edad máxima de participación.

6.- Esperanza de vida de al menos 6 meses.

7.- Función orgánica adecuada, que abarca los índices siguientes:

7.1- Reserva medular adecuada: RAN (recuento absoluto de neutrófilos) ≥1,5 mil/mm3 plaque-
tas ≥100 mil/mm3 y hemoglobina ≥9 g/dl.

7.2.- Función hepática: bilirrubina, FAlc (fosfatasa alcalina), ASAT (aspartato amino transamina-
sa) y ALAT (alanina amino transferasa) ≤ LNS (límite superior de la normalidad).

7.3.- Función renal: Aclaramiento de creatinina (Ccr) ≥45 ml/minuto.

8.- Función cardiaca normal, a juzgar por la exploración física y el electrocardiograma. La fracción de 
eyección del ventrículo izquierdo deberá ser > 55%, de acuerdo con las técnicas de medicina nuclear 
o el ecocardiograma.

9.- Cumplimiento terapéutico y proximidad geográfica que faciliten un seguimiento adecuado.

10.- Las mujeres en edad fértil deberán seguir un método anticonceptivo fiable durante y hasta 3 
meses después del tratamiento; se exigirá una prueba negativa de embarazo en suero y no estar en 
periodo de lactancia materna.

2.2 Criterios de exclusión de las pacientes

Fueron excluidas del estudio aquellas pacientes que cumplieron alguno de los siguientes criterios:

1.- Tratamiento previo, de cualquier naturaleza, para el cáncer de mama.

2.- Enfermedad general grave asociada (p. ej., infección activa, incluyendo VIH, o enfermedad car-
diaca) que, en opinión del oncólogo médico responsable, ponga en peligro la salud de la paciente 
o su capacidad para completar el estudio o cualquier otra enfermedad que pueda empeorar con la
quimioterapia o los posibles tratamientos de apoyo.

3.- Antecedentes de arritmias aurículo-ventriculares y/o insuficiencia cardiaca congestiva, o de am-
bas, aun cuando se hallen bajo control médico, o bloqueo cardíaco activo de segundo o de tercer 
grado. Antecedentes de infarto de miocardio en los seis meses anteriores al reclutamiento o hiperten-
sión arterial no controlada o maligna.
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4.- Antecedentes de hipersensibilidad a los fármacos quimioterápicos o de reacciones alérgicas a 
alguno de sus componentes.

5.- Neuropatía sensorial o motora de severidad > grado 1.

6.- Pacientes gestantes.

7.- Segunda neoplasia maligna primaria, a excepción de carcinoma in situ del cuello uterino o de 
un cáncer de piel no melanoma, tratado correctamente. Sólo se permitirían los casos de neoplasias 
malignas previas si hubiera sido diagnosticada y tratada definitivamente como mínimo 5 años antes 
y no hubiera ningún indicio posterior de recidiva.

2.3 Pérdidas durante el seguimiento

La pérdida en el seguimiento se produjo en cuatro pacientes por traslado a diferentes centros sa-
nitarios. Sin embargo, dado el  carácter transversal de nuestro trabajo, este hecho no tuvo ninguna 
incidencia en los resultados aquí expuestos. 

3. Consideraciones éticas

Tanto el diseño del estudio, como el modelo de consentimiento informado entregados tanto a pacien-
tes como controles, fueron revisados y aprobados por el Comité de Ética e Investigación del Complejo 
Hospitalario de Jaén. Así mismo, se siguieron y respetaron los principios y recomendaciones para la 
investigación biomédica con sujetos humanos, establecidos en la declaración de Helsinki (Asamblea 
General de la Asociación Medica Mundial, Helsinki, Finlandia 1964).

Las sujetos participantes en el estudio fueron informadas previamente de las características del estu-
dio y se les entregó una hoja informativa, explicándoles la voluntariedad del mismo, el uso confiden-
cial de los datos y la posibilidad de revocar su consentimiento en cualquier momento. Antes de entrar 
a formar parte del estudio las pacientes firmaron un consentimiento informado (Anexo II)

4.Variables clínicas e histopatológicas

La inclusión de cada sujeto incluida en el estudio llevó implícita, además de la recogida de muestras 
biológicas, la recopilación de toda aquella información clínico-histopatológica relevante para el es-
tudio.

Todos estos datos fueron extraídos, bajo la supervisión de un oncólogo experto, de los informes médi-
cos recogidos en las historias clínicas que a tal efecto el personal administrativo y auxiliar del Hospital 
Médico-Quirúrgico de Jaén archiva.

4.1 Variables Clínicas

Entre las variables clínicas recogidas, se consensuó recopilar parámetros relativos a la edad, índice 
de masa corporal (IMC), historia ginecológica, comorbilidad y tratamientos farmacológicos conco-
mitantes.

 Con respecto a la edad, en el caso de las pacientes se consideró la que tenían en el momento del diag-
nóstico; y con respecto a los controles, la correspondiente al momento de la extracción.
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 En lo referente al estado menstrual, se hicieron dos grupos, premenopáusicas y posmenopáusicas. 
Se consideraban posmenopáusicas a las pacientes que no hubieran tenido la menstruación en los 2 
últimos años, o en el último año si tenían determinaciones hormonales en rango de menopáusica.

Otros parámetros clínicos recogidos,  fue la existencia de comorbilidad asociada, centrándose en este 
caso en patologías como  la diabetes y los niveles de colesterol, así como en la toma de tratamientos 
farmacológicos concomitantes de cualquier tipo (tabla 9).

Parámetros Clínicos

Edad

Índice de masa corporal

Estado menopáusico

Comorbilidad: diabetes mellitus y niveles de colesterol

Tratamiento farmacológico concomitante

Tabla.9 Variables clínicas 

4.2 Variables histopatológicas

Los datos derivados del análisis anatomopatológico, llevado a cabo de forma rutinaria por el Servicio 
de Anatomía Patológica, fueron recogidos en la base de datos elaborada para el bloque de análisis 
clínico e histopatológico.

Para el estadiaje de las pacientes, se  utilizó el sistema TNM de la sexta edición del Cancer Staging 
Manual de la AJCC (American Joint Cancer Committee), pero para el estudio estadístico comparativo, 
en el caso de la T se consideraron solo 2 grupos, tumores con menos de 2 cm. (T1) y con más de 2 cm. 
(T2, T3 y T4). La clasificación de la N, se ha considerado teniendo en cuenta la clasificación de TNM 
de la sexta edición del Cancer Staging Manual de la AJCC (American Joint Cancer Committee) (Gree-
ne F et al. 2002) para el estudio descriptivo, pero para el estudio comparativo la afectación ganglionar 
se dividio en dos grupos, sin afectación ganglionar (N0) y con afectación ganglionar (N1, N2 y N3). 

Los datos sobre los receptores de estrógenos y progesterona, se clasificaron en menor o igual al 10%, 
mayor del 10% o no evaluable, además se hizo un contaje en función de +, ++ y +++. Para este estudio, 
se consideraron como positivos (+, ++ y +++), siempre que fueran positivos los de receptores de estró-
genos y/o progesterona y negativos si no lo era al menos uno de ellos (-).

La determinación de HER2, se realizo en el Servicio de Anatomía Patológica; de tal forma que la pri-
mera determinación se hacía por IHC, clasificándolos en - , +, ++ y +++. Se consideró HER2 amplifi-
cado cuando tenía +++. Cuando existían ++, se hacia la determinación por hibridación fluorescente 
in situ. Si el resultado era positivo, se consideraba que estaba amplificado. Para el estudio se dividió 
en dos grupos, negativos (los -, + y ++ que no tuvieran FISH positivo) y positivos, los de +++ por IHC 
o amplificado por FISH.

Los subtipos intrínsecos descritos por Perou, se adaptaron a los datos de IHC, para ello, se 
agrupó a las pacientes en los 4 subtipos intrínsecos siguiendo los criterios descritos por Carey, de 
grupo de Perou (Carey LA et al. 2006):

• Luminal A: Positividad para receptores de estrógeno y/o progesterona (RE y/o RP), niveles bajos de
Ki-67 y ausencia de expresión de Her2-neu.
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• Luminal B: Positividad para receptores de estrógeno y/o progesterona (RE y/o RP), niveles altos de
Ki-67 y/o expresión de Her2-neu.

• HER2: Negatividad para receptores de estrógeno y/o progesterona (RE y/o RP) y expresión de Her2-
neu, independientemente de los niveles de Ki-67.

• Triple Negativo: Negatividad para receptores de estrógeno y/o progesterona (RE y/o RP) y ausencia
de expresión de Her2-neu, independientemente de los niveles de Ki-67.

Toda la información recogida, se resume en la siguiente tabla (tabla 10)
.

Parámetros Histopatológicos

TNM al diagnóstico

Estadio clínico

Receptores de estrógeno y progesterona

Her2

Fenotipo

Tabla 10. Variables histopatológicas

4.3 Datos del seguimiento

Se realizó un seguimiento de todos los sujetos del estudio, tomando como fecha inicial, en el caso de 
los controles, la de la extracción, y en el de las enfermas, la del inicio del tratamiento. Como fecha de 
fin de estudio, se hizo coincidir la de las controles, con el final la de la última revisión de las enfermas, 
que en todas las pacientes fue, cuando menos, una en los 6 últimos meses anteriores al cierre de la base 
de datos para el estudio. Se objetivó que ninguno de los sujetos sanos había desarrollado ninguna en-
fermedad neoplásica, y en el caso de las pacientes que sufrieron una recaída, se tomó la fecha de ésta. 

5. Análisis metabolómico

5.1 Extracción de plasma de sangre periférica

Las muestras de sangre de los sujetos fueron extraídas mediante venopunción por el personal de 
enfermería del hospital de día del Servicio de Oncología Médica del Hospital Médico-Quirúrgico de 
Jaén, a las 8:30 horas, coincidiendo con el horario de apertura del Hospital de Día. En cada extracción 
se obtuvieron 5 ml de sangre total que fueron depositados en un tubo con EDTA para evitar su coa-
gulación. Dentro de las dos primeras horas tras su obtención, cada muestra fue centrifugada a 1000 
×g durante 15 minutos. Tras la centrifugación era posible observar tres fases claramente separadas en 
el tubo. La fase superior, de color amarillento, la correspondiente al plasma, fue transferida con una 
pipeta a otro tubo y alicuotada en viales de 500 μl para su inmediata congelación a -80ºC.

5.2 Envío de las muestras

Las muestras fueron enviadas por mensajería urgente, en una caja de poliespam y cubiertas de nieve 
carbónica para impedir que se descongelaran. En menos de 24 horas fueron recepcionadas por el 
personal de la Universidad de Lleida-Instituto de Investigación Biomédica de Lleida, y conser-
vadas consecuentemente hasta su procesamiento y posterior análisis metabolómico.
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Previamente al envío y manipulación de las muestras, se asignaron códigos a cada una muestra para 
adecuarlos al análisis y facilitar el procesamiento de los datos resultantes (Tabla 11).

Nombre de la paciente Código para el análisis metabolómico

Nombre de la paciente Nº1
Nombre de la paciente Nº2
…
Nombre de la paciente Nº92

RNA1
RNA2
…
RNA92

Nombre del control Código para el análisis metabolómico

Nombre del control Nº1
Nombre del control Nº2
…
Nombre del control Nº20

R1
R2
…
R20

Tabla 11. Códigos metabolómicos

5.3 Preparación de las muestras

Para la extracción de metabolitos, a partir de las muestras de plasma, se siguió una dinámica ya vali-
dada (Jové M y cols., 2015). De tal forma, cada ejemplar se descongeló en hielo a 4ºC. Posteriormente, 
se añadieron 300 μl de metanol frío (que contiene 1 μM de butilhidroxytolueno como antioxidante y 1 
μ/ml de fenilalanina marcada con carbono 13 como estándar interno de extracción) a 100 μl de plas-
ma para la desproteinización, seguido de incubación a - 20ºC durante 1 hora. Tras este proceso, se 
procedió al centrifugado a 12000g durante 3 min. Los sobrenadantes se recuperaron y se evaporaron 
utilizando un Speed Vac (Thermo Fisher Scientific, Barcelona, España). Finalmente, se procedió a su 
resuspension con agua de 0,4% de ácido acético / metanol (50/50 v/v).

5.4 Separación y detección de los metabolitos

Para el estudio metabolómico, con el fin de obtener una adecuada separación cromatográfica, antes 
del análisis por espectrometría de masas, se utilizó un sistema Agilent LC 1290 acoplado a un sistema 
ESI-Q-TOF MS / MS 6520 (Agilent Technologies). De esta  forma, se evitó que los picos cromatográfi-
cos de los diferentes metabolitos pudieran solaparse y permitieron el análisis de un elevado número 
de metabolitos con una gran sensibilidad  (Fig. 4).

Figura 4. Sistema ESI-Q-TOF-MS/MS
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Para llevar a cabo el analisis se inyectaron 2μl de sobrenadante previamente extraido a una columna 
de fase inversa Zorbax SB-AQ 1,8 μm 2,1 x 50 mm; (Agilent Technologies, Barcelona, España) equi-
pada con una precolumna Zorba-SB-C8 Rapid Resolution Cartridge 2,1 x 30 mm 3,5 μm; (Agilent 
Technologies, Barcelona, España) sometida una temperatura de columna de 60 ° C. El flujo fue de 0,6 
ml / min. Para la fase movil el disolvente A estaba compuesto por agua que contenía ácido acético al 
0,2%. El disolvente B se componía de metanol con ácido acético al 0,2%. El gradiente se inició a 2% de 
la fase B y aumentó a 98% en 13 min, manteniéndose en este estado durante 6 min. Se estableció un 
periodo de tiempo postanalitico de 5 minutos.

El sistema de espectrometría de masas en este estudio consistió en una combinación de 
espectrómetro de cuadropolo, con espectrómetro de tiempo de vuelo asociado a una fuente de 
ionización ESI (fuente de ionización por electrospray), tanto en modo de ionización positiva como 
negativa. Se utilizó un modo de barrido completo (100-3000 m/z) en un rango dinámico extendido (2 
GHz). Como gas nebulizador se utilizó  el N2 (5 L/min, 350 ° C). La tensión capilar fue de 3500 V, con 

una velocidad de barrido de exploración 1 scan/s. Para la fuente de electrospray se empleo un 
nebulizador indepen-diente para la introducción continua a bajo nivel (10 L/min) de compuestos 
de referencia de masas: 121.050873, 922.009798 (modo de ionización positiva) y 119.036320, 
966.000725 (modo de ionización negativa), que fueron utilizados para la calibración de masas en 
línea.

 Mediante el MassHunter Data Analices Software A.02.00 (Agilent Technologies, Barcelona,   
España) se recopilaron los resultados; y, por medio del MassHunter Qualitative Analises Software 
(Agilent Te-chnologies, Barcelona,   España) se obtuvieron las características moleculares de las 
muestras según el algoritmo de extracción de características moleculares, lo que permitió 
identificar la  especie iónica co-emigrante de una entidad molecular dada. (Agilent Technologies, 
Barcelona,   España). (Jové M y cols., 2015; Sana TR y cols., 2008).

Por último, utilizando el MassHunter Mass Profiler Professional Software (Agilent Technologies, 
Bar-celona, España) y la plataforma Metaboanalyst (Xia y cols., 2012) se llevó a cabo un análisis no 
dirigido de los resultados obtenidos. Para ello, se seleccionaron muestras con un mínimo de 2 
iones. Los  múltiples estados de carga no fueron considerados. Los compuestos de las diferentes 
muestras fueron alineados utilizando una ventana de tiempo de retención de 0,1% ± 0,25 minutos y 
una venta-na de masa de 10,0 ppm  ± 2,0 mDa. Se analizaron las características comunes (que se 
hubieran encontrado en, al menos, el 50% de las muestras de cualquier grupo), corrigiendo por 
sesgo individual.

 El análisis de componentes principales, y el análisis discriminante por mínimos cuadrados 
parciales, agrupación jerárquica, análisis de Random Forest y las curvas de rendimiento diagnóstico 
(ROC) se realizaron utilizando la plataforma MetboAnalyst, que permitió el análisis estadístico y 
facilitó la interpretación funcional de los datos mediante el análisis de las vías metabólicas (Xia J y 
cols., 2012).

5.5 Análisis de datos e identificación de metabolitos

Se aplicó una estadística univariante (prueba de la T de Student, p <0,05, Benjamini-Hochberg 
False Discovery Rate) para evaluar las diferencias significativas inducidas por el proceso 
carcinogénico. Para la identificación de los metabolitos resultantes, se utilizó la base de datos 
PCDL_AMRT (Agilent Technologies, Barcelona, España), que utiliza los tiempos de retención en un 
sistema cromatográfico estandarizado como parámetro de búsqueda ortogonal, comparando con 
los datos de masa exacta (Accurate Mass Retention Time Approach) (Sana TR y cols., 2008).El 
proceso de forma esquemática queda resumido en la siguiente figura (Fig. 5) 
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Fig. 5 Análisis metabolómico
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RESULTADOS

1. Análisis de variables clínicas e histopatológicas

En lo referente a las participantes del estudio, procedentes de sus historias clínicas, se 
extrajeron aquellos parámetros, como la edad, IMC, estado menopáusico, comorbilidad y 
tratamiento farmaco-lógico concocmitante, que resultaron útiles para la caracterización clínica de 
nuestra población. Fi-nalmente, procedente de las enfermas, también se recogieron datos relativos 
a otros aspectos, como la toxicidad, efectos adversos asociados al tratamiento y parámetros 
hematológicos y bioquímicos, siendo  guardados en una base de datos para su posible utilización 
en estudios futuros.

 En cuanto a las variables histopatológicas, toda la información de este estudio fue escrutada de 
in-formes emitidos por un patólogo experto. De tal forma, se recogieron  todas las variables 
relacionadas con los resultados del estudio inmunohistoquímico y los datos de expresión de los 
marcadores RE, RP, Ki67 y Her2.

De forma resumida, podemos encontrar todas las características mencionadas anteriormente, de 
for-ma más descriptiva y resumida, en la siguiente tabla (T abla 12).

Los datos recogidos en la Tabla 1 muestran que el grupo de edad predominante en la muestra de la 
po-blación con cáncer de mama osciló entre los 34 y los 91 años, con una mediana en torno a los 60 
años. En el grupo de sujetos utilizados como control, la media de edad estuvo alrededor de los 50 
años.

 En referencia a la situación hormonal, tanto  las enfermas como las controles se  presentaron en 
es-tados muy similares, siendo más numerosos los casos de sujetos  postmenopáusicas en el 
grupo de pacientes (50,5%) con respecto a las controles (45%).

Si nos fijamos en el IMC, en ambos grupos, la categoría predominante fue la que coincidía con 
pará-metros dentro de la normalidad. Por otro lado, sí cabe destacar una mayor proporción de 
obesidad en el grupo de enfermas con respecto a las sanas.

Respecto a la comorbilidad, vimos como en las pacientes con cáncer de mama había más casos 
de diabetes y dislipemia que en los controles sanos, encontrándonos, a la vez, un paralelismo 
con el tratamiento farmacológico concomitante existente en cada grupo.

En lo que se refiere al análisis de la información histopatológica, se objetivó que, más del 70% de 
las pacientes, fueron estadío II al diagnóstico, siendo, dentro de éste, su fase más temprana (IIa), el 
grupo que más pacientes albergó. (43,4%).

Finalmente, al reparar en las características fenotípicas de las pacientes con cáncer de mama, de 
for-ma predominante, encontramos un fenotipo concordante con el tipo Luminal B (41,3%), 
seguido de un equilibrio entre el tipo Luminal A y HER2 (27.1%), y, como era esperable, una minoría 
de pacientes triple negativas (13%).

2. Separación y detección de metabolitos

Para obtener las diferencias metabolómicas entre el plasma de las pacientes con 
cáncer respecto al plasma de las controles sanas, una vez preparada la muestra, se 
tenía que conseguir la separación y el análisis del conjunto de metabolitos que la 
componen. En nuestro caso se utilizó un tándem LC-ESI-Q-TOF-MS/MS, que permite, por un 
lado, una buena sepa-ración cromatográfica, reduciendo, así, la complejidad y mejorando la 

resolución de la muestra, y por otro, un posterior análisis por espectrometría de masas. 93
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Pacientes con 
cáncer de mama

controlES 
SANOS

Tipo de muestra Plasma Plasma

Número de participantes 91 20

Edad (mediana, rango) 62 (34-91) 48 (22-64)

ESTADO MENOPÁUSICO

Premenopáusica 46 (40,5%) 9 (45%)

Postmenopáusica 45 (49,4%) 11 (55%)

IMC

Peso normal (18,5-24,9) 34 (37,3%) 12 (60%)

Sobrepeso (25-29,9) 30 (32,9) 8 (40%)

Obeso (>30) 27 (29,6%) 0 (0%)

DIABETES MELLITUS

Sí 8 (8,7%) 0 (0%)

No 83 (91,2%) 20 (100%)

COLESTEROL

Alto 10 (10,9%) 0 (0%)

Bajo 81 (89%) 20 (100%)

TRATAMIENTO CONCOMITANTE

Sí 24 (26,3%) 1 (5%)

No 67 (73,6%) 19 (95%)

ESTADIO

TNM estadio-I 2 (2, 1%) No aplicable

TNM estadio-Iia
TNM estadio-IIb 

40  (43, 4%)  30 
(32, 6%) No aplicable

TNM estadio-IIIa
TNM estádio-IIIb

13 (14, 1%)
7 (7, 6%) No aplicable

TNM estadio-IV 0 (0%) No aplicable

FENOTIPO

Luminal A 25 (27, 1%) No aplicable

Luminal B 38 (41, 3%) No aplicable

HER2 25 (27, 1%) No aplicable

Triple Negativo 12 (13%) No aplicable

Tabla 12. Características clínico-patológicas de las pacientes.

Para esto se combinó una fuente de ionización por electrospray, junto con dos analizadores, uno en 
cuadrupolo y otro de tiempo de vuelo, separados entre sí, por una celda de colisión. Esto nos permitió 
centrarnos en los perfiles de bajo peso molecular, moléculas ionizables (relación masa/carga ó m/
z<1500), que estaban presentes en, al menos, el 50% de las muestras de cada grupo (2356).
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3. Análisis de datos

Para el análisis de datos, utilizamos los métodos de reconocimiento de patrones, los cuales nos per-
mitieron extraer la información relevante procedente de la compleja matriz de datos metabólicos 
obtenidos.

 Las aproximaciones más empleadas para estos supuestos son los análisis de multivarianza, y, en 
nuestro caso, utilizamos primero un método no supervisado y, posteriormente, uno supervisado. El 
no supervisado consistió en el análisis de componentes principales (PCA), y el supervisado en el 
Análisis Discriminante por Mínimos Cuadrados Parciales (PLS-DA).

3.1 Análisis de componentes principales (PCA)

Para determinar si existía una diferencia en la huella metabólica plasmática entre  las pacientes con 
cáncer de mama y los controles sanos, se realizó un análisis multivariante no supervisado, en nuestro 
caso, un análisis de componentes principales (PCA). El PCA se utiliza para obtener una visión general 
del metaboloma de las muestras a analizar; pudiendo así, representar datos espectrales en un espacio 
de baja dimensionalidad. De esta forma, conseguimos reflejar la variabilidad intrínseca de la muestra 
y pudimos detectar outliers así como definir grupos y tendencias dentro de las muestras (Madsen y 
cols., 2010). 

En nuestro caso (Figura 6), al analizar la figura, vemos cómo existe una clara diferenciación entre los 
dos grupos de plasma, sugiriéndonos, ya, la existencia de una firma metabolómica específica para 
cada condición.

Figura 6. Análisis de los componentes principales. Los análisis de componentes principales revelaron una buena clusteri-

zación de las muestras del grupo con cáncer de mama.
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3.2 Análisis Discriminante por Mínimos Cuadrados Parciales (PLS-DA)

El PLS-DA es un análisis de multivarianza supervisado donde se utiliza la información de clase, para 
optimizar la separación entre los distintos grupos analizados. De tal forma, un análisis más detalla-
do utilizando modelos PLS-DA consiguió demostrar una robusta separación de grupos entre los dos 
grupos (Figura 7)

Figura 7. Análisis Discriminante por Mínimos Cuadrados Parciales. Mediante este análisis se define una firma metabó-

lica perfecta para ambos grupos.

Además, los resultados de validación cruzada obtenida para la separación de ambos grupos son 
igualmente de óptimos (Tabla 13)

MEASURE 1 COMPS 2 COMPS 3 COMPS 4 COMPS 5 COMPS

ACCURACY 0.948 1.0 0.98 0.97 0.98

R2 0.57875 0.87072 0.94092 0.97992 0.99615

Q2 0.49665 0.74071 0.77456 0.7795 0.77166

Tabla 13. Datos de validación cruzada de PLS-DA (utilizando aquellas moléculas presentes al menos en el 50% de las 

muestras del mismo grupo)

3.3 Influencia de las variables en la firma metabolómica 

Obtenida la separación de ambos grupos, intentamos defirnir la posible influencia en la homogenei-
cidad obtenida, en relación con las características clínicas de los sujetos. Para ello, utilizamos una T 
de Student para las variables continuas (edad, IMC y niveles de colesterol), y Test exacto de Fisher 
para las variables dicotómicas (estado menopáusico, diabetes y toma de fármacos concomitantes).
De todas las variables analizadas, sólo el IMC presentó significación estadística entre ambos grupos. 
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De tal forma, un siguiente paso consistió en realizar un análisis multivariante que nos permitiera con-
firmar la influencia o no de esta variable sobre los metabolitos plasmáticos. Finalmente, se demostró 
como, contrariamente a lo que podía parecer en un principio, el IMC no presentó ningún peso sobre el 
perfil metabolómico obtenido, y por lo tanto no determina una firma metabólica específica  (Figura 8).

Figura 8. Análisis de componentes principales según IMC. El análisis de componentes principales indica que el IMC no es 

un factor que describa el metaboloma de forma adecuada.

Además, el ANOVA unidireccional realizado sobre las tres catgorias de IMC no demostró metabolitos 
con significación estadística entre los distintos subgrupos (figura 9). 

Figura 9. Análisis ANOVA por categorías de IMC. La condición de cáncer de mama condiciona una firma metabolómica 

específica, en comparación con los controles sanos, independientemente del valor de IMC de los sujetos.
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3.4 Análisis de “Random Forest”

Los análisis de clasificación multivariante anteriormente descritos, los complementamos con la apli-
cación del análisis de “Random Forest”, un modelo de clase de predicción supervisado. De tal forma, 
pretendíamos:

a) Determinar la capacidad global del metaboloma para clasificar, con máxima precisión, a los pa-
cientes dentro de sus respectivos grupos.

b) Identificar los metabolitos más influyentes en la predicción de cada uno de los grupos, pudiendo
reconocer, así, aquellos metabolitos que poseen la correlación más robusta.

De tal forma, con el análisis de “Random Forest”, se consiguió clasificar, con una precisión del 100%, 
las muestras pertenecientes a las pacientes con cáncer de mama, y las muestras procedentes de los 
controles sanos (Figura 10). 

Figura 10.  Clasificación según Análisis de “Random Forest”. La figura muestra un error global en la clasificación de 0, 

tanto para las pacientes enfermas, como para los sujetos sanos.

Por lo tanto, el error de clase, tanto para grupos, como para outliers fue de 0. Los metabolitos más im-
portantes que contribuyeron a la clasificación de ambos grupos, se muestran en el siguiente esquema 
(Figura 11).

Figura 11. Metabolitos principales según el análisis de “Random Forest”. Aquellos metabolitos desconocidos se represen-

tan mediante su masa exacta y tiempo de retención.
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4. Identificación de los metabolitos alterados y vías metabólicas implicadas

Tras realizar el análisis multivariante, se procedió a desarrollar un análisis univariante mediante la 
aplicación de la T de student (p<0.05, con corrección por Benjamini-Hochberg). Con este análisis 
pretendíamos describir potenciales biomarcadores específicos de cada condición experimental; es 
decir, queríamos definir qué metabolitos estaban alterados, de forma significativa, en las pacientes 
con cáncer de mama. De tal forma, encontramos 1269 metabolitos con diferentes concentraciones 
plasmáticas entre los controles sanos y las enfermas (Anexo III).

Tras la obtención de estos metabolitos, se procedió a una primera identificación basándonos en la 
masa exacta, el tiempo de retención y la distribución isotópica, utilizando la base de datos PCDL_
AMRT ( Agilent Technologies, Barcelona, España).

Finalmente, mediante este método, conseguimos obtener 35 metabolitos con potencial identidad  
(Tabla 14)

COMPOUND P 
(CORR)

REGULATION
(cancer patients 
vs healthy con-
trol)

FC MASS RETENTION 
TIME

2-Hydroxy-3-methylbutyric
acid

3.3E-04 Up 36.6 100.0522 1.5816069

2-Hydroxy-3-methylpenta-
noic acid

2.3E-02 Up 3.3 114.0682 3.2419913

2-Methylhippuric acid 1.8E-03 Down -92.0 175.0639 3.6565607

2-Octenoic acid 5.3E-03 Down -39.3 372.268 9.767441

3-Hydroxyanthranilic acid 8.8E-06 Down -341.8 135.0336 1.5612222

3-Methylglutaric acid 5.5E-03 Up 37.6 128.0489 1.5807501

4-acetamidobutanoate 2.0E-03 Down -53.3 127.064 0.70647365

5-b-Cholestane-3a ,7a
,12a-triol

3.6E-02 Down -13.2 402.3519 12.439621

5α-androstane-3,17-dione 1.2E-10 Down -148.8 305.2386 10.385417

7-ketocholesterol 4.3E-04 Up 117.0 400.3335 12.138314

7α-hydroxy-cholesterol 8.9E-03 Down -31.4 384.329 12.368574

Caproic acid 8.4E-17 Down -1.7 348.2573 5.769

Chenodeoxycholic Acid 6.1E-04 Up 161.8 392.2908 11.337122

Cortisol 3.1E-05 Down -1.7 362.2124 7.031
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Cortisone 3.0E-02 Down -5.8 360.1945 6.9761095

Creatine 3.9E-04 Down -339.6 113.0561 0.42863637

Cytidine 3.5E-02 Up 21.9 225.0778 0.7119473

DL-pipecolic acid 1.5E-06 Up 270.4 129.0792 0.33790255

Dopamine 7.8E-04 Up 1.5 135.0675 0.575

Glutamine 2.0E-06 Down -1060.4 146.0684 0.5461304

Hippuric acid 3.8E-02 Down -8.8 179.0599 2.1277783

Homocystine 2.9E-04 Up 62.3 306.0068 0.33542165

Inosine diphosphate (IDP) 1.8E-03 Up 52.7 410.0028 0.34574685

L-Arginine 1.5E-05 Down -397.2 174.1067 0.4356315

Linoleic acid 4.1E-17 Up 42496.8 280.2411 11.370296

L-Lysine 1.7E-04 Down -61.4 146.1059 0.34584

L-Valine 1.7E-02 Down -64.5 117.0775 0.44549397

Myristic acid 2.7E-04 Up 78.9 250.1932 12.096725

N-Oleoyl-D-erythro-Sphin-
gosine (C18:1 Ceramide)

7.2E-07 Down -645.7 571.51 13.315624

Oleamide 3.8E-05 Up 2.0 281.2726 11.383955

Retinoic acid 1.3E-08 Down -128.9 863.6179 11.356807

Stearic acid 2.0E-06 Up 673.6 284.2717 12.056651

Taurine 6.4E-09 Up 198.1 125.0153 0.32860422

Threonate 3.9E-02 Up 3.9 136.0378 0.88052344

Uric acid 2.8E-02 Up 2.3 168.0292 0.6809543

Tabla 14. Metabolitos con potencial identidad. Son metabolitos estadísticamente significativos, con potencial identidad 

(p <0,05 con corrección por Benjamini-Hochberg).

Al valorar de forma detenida estos metabolitos, observamos cómo a su vez, están implicados en el 
proceso de la biosíntesis de aminoacil-tRNA y de ácidos biliares primarios; además de en las vías 
metabólicas de la arginina y la prolina, entre otras, las cuales constituyen, en su conjunto, las vías 
metabólicas alteradas en el cáncer de mama (Tabla 15).
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Pathway name Total Expected Hits P
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 75 0.87246 4 0.010095
Arginine and proline metabolism 77 0.89572 4 0.011061
Primary bile acid biosynthesis 47 0.54674 3 0.01624
Nitrogen metabolism 39 0.45368 2 0.074242
Purine metabolism 92 1.0702 3 0.088937
D-Arginine and D-ornithine metabolism 8 0.093062 1 0.089485
Lysine degradation 47 0.54674 2 0.10237
Fatty acid biosynthesis 49 0.57 2 0.10982
Biotin metabolism 11 0.12796 1 0.12101
D-Glutamine and D-glutamate metabolism 11 0.12796 1 0.12101
Pyrimidine metabolism 60 0.69796 2 0.15306
Linoleic acid metabolism 15 0.17449 1 0.16141
Taurine and hypotaurine metabolism 20 0.23265 1 0.20939
Retinol metabolism 22 0.25592 1 0.22783
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 24 0.27919 1 0.24586
Pantothenate and CoA biosynthesis 27 0.31408 1 0.27215
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 27 0.31408 1 0.27215
Lysine biosynthesis 32 0.37225 1 0.314
Steroid hormone biosynthesis 99 1.1516 2 0.32119
Propanoate metabolism 35 0.40715 1 0.33799
Valine, leucine and isoleucine degradation 40 0.46531 1 0.37618
Ascorbate and aldarate metabolism 45 0.52347 1 0.41224
Phenylalanine metabolism 45 0.52347 1 0.41224
Fructose and mannose metabolism 48 0.55837 1 0.43291
Glycine, serine and threonine metabolism 48 0.55837 1 0.43291
Cysteine and methionine metabolism 56 0.65143 1 0.48465
Tyrosine metabolism 76 0.88409 1 0.59485

Tryptophan metabolism 79 0.91899 1 0.60928

Tabla 15. Vías metabólicas moduladas en cáncer de mama

Con el fin de intentar definir un perfil metabólico de las pacientes con cáncer de mama, se realizó 
una nueva estadística multivariante, pero, en este caso, utilizando  aquellas moléculas anteriormente 
mencionadas; es decir, aquéllas que presentaron una diferencia estadísticamente significativa entre 
ambos grupos, y, de las que, además, se determinó una potencial identidad basada en su masa exac-
ta, en su tiempo de retención y en la distribución isotópica. Para la mejor visualización de los resulta-
dos se realizó un  análisis de segmentación o clusterización jerárquica, en el cual podemos objetivar 
la concentración relativa de cada metabolito (Figura 12).
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Figura 12. Análisis de clusterización jerárquico. Utiliza aquellos metabolitos estadísticamente significativos con potencial 

identidad (Basado en la masa exacta, tiempo de retención y distribución isotópica).

Siguiendo la misma línea argumental anteriormente utilizada, podemos demostrar que, tanto me-
diante el análisis de los componentes principales (Figura 13), como mediante el análisis discrimi-
nante por mínimos cuadrados parciales (Figura 14), se consigue evidenciar una firma metabolómica 
empleando sólo los 35 metabolitos con potencial identidad ya descritos, a pesar de que, por supuesto, 
la diferencia entre ambos grupos se realizaría mejor utilizando todas las moléculas detectadas.  

Figura 13. Análisis de componentes principales realizado con los metabolitos significativamente estadístico con potencial 

identidad (basado en la masa exacta, tiempo de retención y la distribución isotópica)
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Figura 14. Análisis discriminante por mínimos cuadrados parciales con los metabolitos significativamente estadísticos 

con potencial identidad (basado en la masa exacta, tiempo de retención y la distribución isotópica).

Al igual que anteriormente, los resultados de validación cruzada corroboran la separación (tabla 16).

MEASURE 1 COMPS 2 COMPS 3 COMPS 4 COMPS 5 COMPS

ACCURACY 0.97067 0.974 0.966 0.948 0.948

R2 0.64092 0.79248 0.81766 0.82385 0.82633

Q2 0.58961 0.69667 0.64811 0.6131 0.5879

Tabla 16. Datos de validación cruzada en PLS-DA (utilizando las moléculas que presentan una diferencia significativa-

mente estadística (p <0,05) y con potencial  identidad).

Con el fin de controlar el sobreajuste, decidimos utilizar un test de permutación y un análisis de Ran-
dom Forest. De tal forma, la posibilidad de obtener una firma metabolómica utilizando sólo los 35 
metabolitos antes mencionados, fue apoyado por ambos análisis. Así, se obtuvo un test de permuta-
ción significativo (p = 0,005) y un error out of bag de 0.027 (Figuras 15 y 16).

Figura 15.Test de permutación. Con la prueba de permutación, utilizando sólo los metabolitos con potencial identidad, 

validamos el PLS-DA, demostrando que ninguna de las distribuciones formadas por los datos permutados es mejor que 

la obtenida sobre los datos originales.
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Figura 16. Clasificación de Random Forest. Con los metabolitos con potencial identidad, se obtiene un error global de 

clasificación de 0.027.

5. Análisis por curvas de rendimiento diagnóstico

Los resultados del análisis de Random Forest, los test de significación y los análisis de False Discovery 
Rate identificaron varios metabolitos fuertemente asociados al cáncer de mama. Un paso más, con-
sistiría en caracterizar, de una forma más precisa, el valor predictivo de estos metabolitos. Para ello 
se realizó un análisis mediante curvas de rendimiento diagnóstico, utilizando, para ello, las áreas de 
picos obtenidas mediante la espectrometría de masas. De tal forma, esto lo podemos observar, mejor, 
a modo de resumen, en la siguiente tabla (Tabla 17)

METABOLITE
ACCURATE MASS@ 
RETENTION TIME SENSITIVITY SPECIFICITY AUC P

FOLD DIFFERENCE IN 
BREAST CANCER VS. 
HEALTHY CONTROLS

C26H43ClN4S3 542.2335@6.062 100 100 1.00 3.21e-18 0.98

C26H51N5O4 497.3955@6.065 100 100 1.00 2.62e-14 1.32

C9H16O3S 204.0813@9.653 100 100 1.00 5.74e-38 1.08

C23H30N2S 366.2115@7.516 100 100 0.999 4.76e-17 2.08

278.1552 @ 9.641 278.1552@9.641 100 100 0.999 6.15e-36 1.06

Caproic acid 348.2573@5.769 100 100 0.995 4.12e-23 0.99

Taurine 125.0153@0.328 100 90 0.952 3.048e-14 0.66

Stearamide 283.2877@11.795 90 90 0.959 2.3782e-12 0.85

Linoleic Acid 280.2411@11.37 100 90 0.935 8.7246e-8 6.29

Tabla 17. Análisis mediante Curvas ROC de los metabolitos estadísticamente significativos asociados al cáncer de mama. 

Los metabolitos investigados mediante el análisis de curvas ROC fueron seleccionados basándonos en función del aná-
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lisis de Random Forest, el p-valor con corrección por Benjamini-Hochberg, y la diferencia en la que se encuentran entre 

las pacientes con cáncer de mama frente a las controles sanas. En el análisis ROC se utilizaron las  áreas de los picos de 

espectrometría de masa correspondientes a los niveles de expresión en cada paciente

De esta manera, encontramos 3 metabolitos:

- Metabolito número 1: 542.2335@6.062038 (p = 3.2109E-18)
- Metabolito número 2: 497.3955@6.065792 (p = 2.6216E-14)
- Metabolito número 3: 204.0813@9.653965 (p = 5.7445E-38)

Lo más característicos de  todos ellos es que presentaban un área bajo la curva (AUC) igual a 1, lo que 
lleva implícito una especificidad y una sensibilidad del 100%. 

Por otro lado, de entre los metabolitos que presentan potencial identidad, también podemos encon-
trar otros cuatro metabolitos que predicen las diferencias, con una alta exactitud global:

- Ácido Caproico (AUC = 0,995; Especificidad = 1; Sensibilidad = 1)
- Taurina (AUC = 0,952; Especificidad = 0,9; Sensibilidad = 1)
- Estearamida (AUC = 0,959; Especificidad = 0,9; Sensibilidad = 0,9)
- Ácido Linoleico (AUC = 0,935, Especificidad = 0,9; Sensibilidad = 1)

A continuación, presentamos las curvas ROC de estos cuatro metabolitos. En ellas se representan la 
sensibilidad en ordenadas y el complementario de la especificidad en abscisas (1- especificidadad, 
siendo este resultado la proporción de falsos positivo). De este modo, el metabolito ideal es el que 
se sitúa en el ángulo superior izquierdo de la gráfica (sensibilidad y especificidad del 100%). Esto 
significa  que la exactitud global de cada metabolito para discriminar una condición de otra, puede 
describirse como el área bajo la curva de rendimiento diagnóstico es decir, a mayor área, mejor es el 
metabolito a la hora de diagnosticar (Figura 17, 18, 19, 20).

Figura 17. Curva ROC del Ácido Caproico. Muestra como el área bajo la curva es de 0.995.
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Figura 18. Curva ROC de la Estearamida. Muestra como el área bajo la curva es de 0.959.

Figura 19. Curva ROC de la Taurina. Muestra como el área bajo la curva es de 0.952.
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Figura 20. Curva ROC del Ácido Linoleico. Muestra como el área bajo la curva es de 0.935.
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DISCUSIÓN

El cáncer de mama es un fenómeno médico y social de grandes proporciones a nivel mundial. De tal 
forma, esta enfermedad, por sí sola, representa un problema de salud pública de primer orden, tanto 
por su incidencia, como por su mortalidad. 

En España, el cáncer de mama es conocida por representar la primera causa de muerte por cáncer en 
el sexo femenino. Se trata, por tanto, de un problema de gran importancia y magnitud, que necesita 
un enfoque estricto, científico y profesional. No obstante, gracias a la implementación de las cam-
pañas de diagnóstico temprano y a la eficacia de los tratamientos complementarios ha sido posible 
observar, desde el año 2000, un descenso progresivo de las cifras de mortalidad por esta neoplasia, a 
pesar de existir un incremento en la incidencia de la misma.

En los últimos años, los avances tecnológicos  han permitido profundizar en el conocimiento de la 
biología molecular de muchas enfermedades oncológicas; y, el cáncer de mama no ha sido una ex-
cepción. En este sentido, en los últimos años se ha registrado un incremento exponencial en la litera-
tura publicada en áreas de la biología de la patología maligna mamaria, que ponen de manifiesto la 
asociación existente entre el cáncer de mama y la presencia de importantes cambios metabólicos  en 
el huésped (Mishra y cols., 2015). Esta simbiosis se ha objetivado, tanto en estudios realizados a nivel 
celular (Aboagye y cols., 1999; Katz-Brull y cols., 2002; Kennedy y cols., 2013; Locasale y cols., 2011; 
Shaw y cols., 2013; Simpson y cols., 2012; Singer y cols., 1995; Weljie y cols., 2011) como a nivel tisular 
(Balluff y cols., 2015; Borgan y cols., 2010; Brockmoller y cols., 2012; Budczies y cols., 2012; Budczies 
y cols., 2013; Budczies y cols., 2015; Cao y cols., 2014; Giskeodegard y cols., 2012; Grinde y cols., 2014; 
Hines et al., 2014; Kanaan y cols., 2014; Li y cols., 2011; Mackinnon y cols., 1997; Mimmi y cols., 2013; 
Mountford y cols., 2001; Tang y cols., 2014).

De esta manera, se han producido avances notables en la identificación de patrones de diseminación 
concretos, en la mejora de la clasificación de tumores con evoluciones diferente y en el reconoci-
miento de diversas rutas metabólicos asociados a la resistencia de determinadas terapias. Existe, a 
la vez, una gran expectativa para poder identificar nuevas dianas moleculares, y simultáneamente, 
marcadores que sean predictivos de respuesta a determinados fármacos.

No obstante, a pesar de que se tiene un conocimiento más profundo de la biología de la neoplasia 
mamaria, el oncólogo clínico mantiene la sensación de que aún se mantiene una importante depen-
dencia del acceso al tejido tumoral mamario, el cual sigue siendo inherente a la disponibilidad de 
técnicas de cruentas como la punción con aguja fina, la biopsia o bien, la  extirpación completa del 
tumor; todas ellas, técnicas que pueden llevar aparejadas complicaciones propias como el sangrado, 
las infecciones o la diseminación tumoral.

Por tanto, uno de los intereses que ha subyacido siempre, en la práctica diaria, ha sido el de buscar la 
posibilidad de ofrecer una mejor opción diagnóstica a las pacientes a las cuales debemos asistir, con 
el fin de poder plantearles estrategias que les  minimicen los riesgos y las molestias. Por esto, el análi-
sis de biofluidos, en nuestro  caso, muestras de suero, resulta mucho más atractivo para el clínico, ya 
que añade el incentivo de estar más acostumbrado a trabajar con este tipo de elemento, y, además, 
ofrece más facilidad para su obtención y utilización, todo ello unido a la ventaja de que requiere una 
mínima preparación.

Si seleccionamos los artículos más relevantes, y con mayor potencial de traducción en la práctica 
asistencial en lo referente a la utilización del plasma como recurso para estudiar los cambios meta-
bólicos, comprobamos cómo éstos se han afianzado, sobre todo, en intentar discriminar subtipos de 
cáncer de mama (Fan y cols., 2016), estudiar los cambios asociados al desarrollo de la metastatiza-
ción (Jobard y cols., 2014; Oakman y cols., 2011; Tenori y cols., 2012), reconocer las modificaciones 
que ocurren en el proceso de la recidiva (Asiago y cols., 2010; Tenori y cols., 2015) o, incluso, intentar 
predecir la respuesta terapéutica en el tumor primario tras haber recibido un tratamiento de forma 
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neoadyuvante (Wei y cols., 2013), encontrándonos de forma más anecdótica, la búsqueda de diferen-
cias entre los perfiles de mujeres sanas y enfermas (Qiu Y y cols., 2013).

El propósito de nuestro estudio consiste en poner de manifiesto los cambios específicos existentes 
dentro del perfil metabólico procedente de una muestra de plasma; sabiendo, además, que las mo-
dificaciones que obtengamos, serán propias del cáncer de mama. De tal forma, hemos obtenido fe-
notipos metabólicos, con la mejor sensibilidad y especificidad publicados hasta la actualidad, que 
revelan diferencias significativas al comparar los patrones de metabolitos provenientes de pacientes 
afectas de cáncer de mama, con aquéllos de los controles sanos, facilitándonos, así mismo, la posibi-
lidad de  reflejar el dinamismo existente entre las distintas rutas de señalización metabólica.  Es decir, 
nuestros resultados demuestran que existe una firma metabólica propia del cáncer, y que, además, 
puede ser detectada en el plasma del paciente, independientemente de las características clínicas de 
las pacientes. Se consigue, así, un método de diagnóstico precoz y poco invasivo.

Para nuestro estudio seleccionamos dos muestras de sujetos, una compuesta por  pacientes afectas 
de cáncer de mama, las cuales habían sido diagnosticadas, tratadas y seguidas en el Complejo Hos-
pitalario de Jaén; y, otra, compuesta por controles sanos.  De tal forma, recogimos muestras de suero 
de un total de 91 pacientes afectas de cáncer de mama y, de 20 controles sanos, según los criterios 
establecidos, y que ya se expusieron en la sección de Material y Métodos (Ver apartados 2.1 y 2.2 de 
Material y Métodos). Aunque en un principio se pudiera pensar que el tamaño muestral sería  mejo-
rable, al revisar la bibliografía existente, ponemos de manifiesto que somos el estudio que recoge el 
mayor número de pacientes con cáncer. De tal forma, 55 enfermas y 25 controles sanos (Qiu y cols. 
2013); 20 enfermas y 20 controles (Cui M y cols., 2015); 30 enfermos y 25 controles (Wang J y cols., 
2009); 60 enfermas y 60 controles (Shen J y cols., 2013); 27 enfermas y 30 controles (Gu H y cols., 2011). 
Así, todos los autores están de acuerdo en que, debido a la complejidad de los datos obtenidos a partir 
de un análisis metabolómico con reconocimiento de patrones, no existe hasta el momento ningún 
método estadístico estandarizado para el cálculo del tamaño muestral, y se remiten a estudios pre-
vios ya realizados (Wei S y cols., 2012). 

En lo que respecta a las variables clínicas que caracterizan a nuestros sujetos, vemos como son simi-
lares a las descritas en referencias previas. Así, la edad media de los controles sanos fue alrededor de 
los 50 años, ligeramente inferior a la edad media de las pacientes, la cual fue de 62 años, pero que, en 
cambio, sí coincide con los datos epidemiológicos publicados en población caucasiana (Altekruse SF 
y cols., 2010), en la cual, clásicamente, el aumento del riesgo del cáncer de mama es máximo entre los 
50 y 65 años de edad, y en las cuales, se pone de manifiesto, incluso, que la curva de incidencia actual 
ya muestra un aumento significativo en la proporción de casos diagnosticados a partir de los 40 años. 

Si nos fijamos en el estado menopáusico, los datos obtenidos están en consonancia con la edad de las 
pacientes, de tal forma, más de la mitad de las pacientes eran postmenopáusicas (50,5%).

A pesar de todo, en nuestro estudio hemos demostrado cómo los cambios descritos en el perfil meta-
bolómico de las pacientes con cáncer de mama no se ven afectadas por estas variables. De hecho, ya 
se sabía que la edad no era un factor de confusión. En el artículo de Qiu (Qiu y cols., 2013) se distribu-
yó a las pacientes por  grupos de edad, de tal forma que había  pacientes por encima de los 60 años y 
por debajo de los 41 años; y pacientes por encima de los 50 años y por debajo de los 50 años. De esta 
forma, finalmente, objetivaron que los metabolitos no varían e función de la longevidad poblacional. 

De forma contraria, la influencia del estatus postmenopáusico era deconocida hasta ahora. Aunque 
en alguna publicación sí se recoge el estado hormonal de las pacientes (Wei S y cols., 2012), la moti-
vación está más dirigida a la descripción de la población, que al análisis de su influencia en el perfil 
metabolómico. Esto va en consonancia con diferentes estudio, en los cuales tampoco se tiene en 
cuenta el estado hormonal a la hora de hacer diferencias entre los distintos perfiles (Fan Y y cols., 
2016; Oakman C y cols., 2011; Tenori L y cols., 2011; Asiago VM y cols., 2010).
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La tendencia es similar en lo que respecta a las demás características clínicas recogidas. Así, aunque 
en un primer análisis, el IMC se presentó como un posible factor de confusión. Sin embargo, tras el 
análisis multivariante, finalmente se demostró cómo no influye en el perfil, bien sea considerándolo 
en global, o bien sea por categorías. Se pueden encontrar alusiones a este tema en alguna publica-
ción (Shen J y cols., 2013), pero nunca sin llegar a analizarlo de forma estadítica. Somos, por tanto, el 
primer trabajo que demuestra la no existencia de relación entre el IMC y el perfil metabólico de las 
pacientes con cáncer.

Otras variables como la ingesta de medicación concomitante, los niveles de colesterol o la diabetes, 
que resultaron ser más frecuentes en el grupo de las paciente que en de las controles, tampoco apor-
taron diferencias en el perfil metabólico obtenido, siendo también el primer trabajo que lo demuestra.

Por tanto, los cambios descritos en el perfil metabolómico de las pacientes con cáncer de mama pue-
den afectar a la biología de la enfermedad de diferentes formas, sin embargo, hemos demostrado 
cómo esas modificaciones no se ven afectadas por las distintas caractesíticas clínicas de las pacientes.  

 En lo que se refiere a las variables histopatológicas, en nuestro trabajo, éstas han sido analizadas 
desde un punto de vista meramente descriptivo, pues no era la finalidad de este estudio diferenciar 
perfiles en función de fenotipos tumorales. Así, si nos fijamos en el tamaño del tumor al diagnóstico, 
el 2.1% de las pacientes presentaron tumores menores de 2 cm. En lo que se refiere al análisis de la 
información histopatológica, se comprobó que, más del 70% de las pacientes, estaban dentro de un  
estadio II al diagnóstico, estando, a su vez, en su fase más temprana (IIa), el grupo que más pacientes 
albergó (43,4%).

En nuestra muestra los subtipos intrínsecos de Perou, siguiendo los criterios inmunohistoquímicos 
que hemos referido en material y método (Ver aparatdo 4.2 de Material y Métodos), tenían la siguien-
te distribución:

Tumores subtipo triple negativo: 13%
Tumores subtipo HER2: 27.1%
Tumores subtipo Luminal A: 27.1%
Tumores subtipo Luminal B: 41.3%.

 Nuestros datos, con alguna pequeña variación, son muy similares a los obtenidos en la mayoría de 
los grandes estudios de pacientes sin seleccionar, (Blows FM y cols., 2010), en los cuales los tumores 
luminales representan más del 60% de la muestra, seguidos de los HER2 amplificado, y, los menos 
frecuentes, son los del subtipo Basal-Like. 

Por lo tanto, independientemente de las varibles clínicas, y sin haber tenido en cuenta las variables 
histopatológicas, mediante la utilización de la espectrometría de masas, obtuvimos 1269 metabolitos 
con diferente concentración entre el plasma de los controles sanos y el de las pacientes con cáncer. 
Posteriormente, basándonos en la masa exacta, tiempo de retención y la distribución isotópica iden-
tificamos 35 metabolitos, lo que  representa un 2,75% de los metabolitos totales.

 Esto se puede explicar porque a pesar de que el uso de ESI-Q-TOF-MS/MS en estudios metabolómi-
cos ha experimentado un gran desarrollo en los últimos años, las muestras biológicas acuosas más 
complejas, como el plasma, siguen requiriendo unos métodos de preparación más exhaustivos para 
prevenir la degradación de la columna del cromatógrafo. Si a esto se añade que las muestras retenidas 
tienen que pasar al espectrómetro ionizadas mediante un electrospray, y que algunos analitos ioniza-
rán mejor en modo positivo y otros en modo negativo, un estudio metabólomico completo requerirá 
el análisis por ambos métodos de ionización, lo que representa, también, una cuestión por resolver, 
ya que no todas las moléculas se ionizan de la misma manera, provocando diferencias de sensibili-
dad aún cuando los componentes estén presentes en la misma concentración molar.
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En definitiva, todas estas circunstancias complican el análisis de muestras complejas, como es el 
plasma, donde cada análisis detectará miles de iones cuyos tiempos de retención y masas, no son 
conocidos, como ha sido nuestro caso.

No obstante, incluso con el limitado número de metabolitos identificados en nuestro caso, sí hemos 
conseguido confirmar que, a pesar de su aparente papel en el desarrollo de las  funciones vitales 
habituales dentro de las células sanas pertenecientes a nuestro organismo, también contribuyen, en 
forma de soporte metabólico a la transformación neoplásica a través de su participación en varias 
rutas metabólicas. De tal forma, algunos metabolitos contribuyen al crecimiento celular mediante la 
proporción del material de construcción necesario para la síntesis de componentes celulares esen-
ciales y sustratos para la bioenergética.

De este modo, las bajas concentraciones plasmáticas de los aminoácidos valina, arginina, triptófano 
y lisina en las pacientes con cáncer de mama podrían traducir un mayor consumo aminoácidos por 
parte del tumor, pero también podría expresar la especial predilección que sienten las células neo-
plásicas por ellos.

Igualmente, los elevados niveles alcanzados en nuestro estudio, en relación con las concentraciones 
de taurina y homocisteína, son, también, sugestivos de un mayor empleo de la metionina, un ami-
noácido esencial en la síntesis de compuestos donantes de grupo metilo, el aminoácido cisteína, y el 
antioxidante glutatión (Stipanuk MH y cols., 2011).

Siguiendo esta línea de argumentación, el mayor contenido de ácido linoleico y ácido esteárico, así 
como de citidina, la cual, además, también se utiliza para la biosíntesis de la fosfatidilcolina y de la 
fosfatidiletanolamina (Gibellini F y cols., 2010), sugiere un incremento en la tasa de biosíntesis para 
lípidos estructurales.

Hay que añadir que esta alta concentración plasmática obtenida para la citidina (nucleósido pirimi-
dínico), para el difosfato de inosina (nucleósido purínico) y para el ácido úrico, nos sugiere un au-
mento en la demanda de sustratos para la biosíntesis de ácido nucleico necesarios para el desarrollo 
y crecimiento del tumor. En paralelo, la elevada concentración en ácidos grasos de cadena media y 
corta (ácido caproico y ácido mirístico), y el menor contenido en glutamina y creatina, junto con una 
mayor cuantía de taurina, sugieren un importante incremento en la transformación y cambios ener-
géticos de las células tumorales.

En este contexto es, también, interesante destacar la detección de tres metabolitos pertenecientes al 
metabolismo de aminoácidos de cadena ramificada (BCAA), cuyos niveles se encontraban elevados 
en las pacientes con cáncer de mama. El cambio detectado en los niveles de estos tres metabolitos 
(ácido 2-hidroxi-3-methylbutiric, ácido 2-hidroxi-3-metilpentanoico, y ácido 3-metilglutárico) nos 
sugiere que los aminoácidos de cadena ramificada son utilizados, preferentemente, por las células de 
cáncer de mama, debido a su capacidad para proporcionar el carbono necesario para la gluconeo-
génesis. Si a este hecho, añadimos que los BCAA son esenciales para el mantenimiento de la masa 
corporal y para la regulación del metabolismo de las proteínas del músculo esquelético (Baracos VE 
y cols., 2006); los metabolitos descritos podrían utilizarse como biomarcadores tempranos de esta 
condición, ya que el cáncer de mama sería el responsable de la activación de las vías metabólicas 
inductoras de la caquexia, por su capacidad para incrementar la oxidación de los BCAA, al igual que 
de la puesta en marcha del catabolismo neto en músculo esquelético. Todo ello se obtendría a través 
de una reducción en la síntesis de proteínas y una activación de la proteolisis.

Por otro lado, otros metabolitos conocidos, tales como la taurina y el ácido úrico, han demostrado su 
capacidad para desempeñar un papel clave en la protección celular cancerígenas del daño excesivo 
producido por el estrés oxidativo, debido a sus propiedades antioxidantes. Este hecho se ha reforzado 
mediante la detección de una concentración más baja de 7alpha-hidroxi-colesterol y ácido 3-hidro-
xiantranílico, en el grupo de mujeres con cáncer de mama. Estos 2 metabolitos, se caracterizan por 
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ser compuestos derivados del estrés oxidativo, siendo ambos, además, productos de oxidación del 
triptófano.

Por último, hay, además, otras clases de metabolitos que son utilizadas como moléculas de transduc-
ción de señales. De tal forma, lo más relevante es, que todos ellos, son lípidos endógenos de señaliza-
ción. Así, detectamos un contenido disminuido de ácido retinoico; C18: 1 ceramida y de dos aminoá-
cidos N-acilo (ácido 2-metilhipúrico y ácido hipúrico). En cambio, la oleamida endocannabinoide se 
encontró incrementada en el grupo de cáncer de mama. Esto nos lleva a pensar que, globalmente, 
todos estos cambios parecen estar enfocados y diseñados para una mejor y mayor proliferación y 
supervivencia de las células tumorales.

Por lo tanto, podemos ver cómo los cambios en el perfil metabolómico de las pacientes con cáncer de 
mama que hemos descrito en nuestro estudio, pueden llegar a afectar a la biología de la enfermedad 
de una manera muy compleja. De esta manera, los  metabolitos pueden llegar a promover la tumo-
rogénesis de diferentes formas, como puede ser mediante el cambio en el estado de diferenciación, 
la inducción  y promoción de patrones de diseminación, o bien, alterando diversos mecanismos mo-
leculares que asocien resistencia a determinadas terapias, y provocando que los tumores sean más 
viables en condiciones de estrés.

Aunque nuestro estudio se centra en una cohorte relativamente pequeña de pacientes, claramente 
indica que, la metabolómica enfocada al plasma humano es útil en la identificación de metabolitos 
diferenciales y en la predicción de cáncer de mama.  Desde nuestro punto de vista, las firmas meta-
bólicas para el diagnóstico, deben ser elaboradas a partir de un número pequeño de pacientes y de-
ben de presentar una sensibilidad y especificidad adecuada. Posteriormente, creemos, deberían ser 
validadas en una cohorte de pacientes, independiente de la que se empleo para desarrollar la firma, 
y con mayor número de pacientes, para validar los resultados, y  posiblemente, poder encontrar más 
marcadores que nos permitan aumentar la sensibilidad y la especificidad de la prueba. 

Posiblemente esta aproximación pueda venir más dirigida en el contexto de una mayor focalización 
del estudio de los ácidos grasos; de tal forma, que, mediante su análisis y ponderación, podamos ob-
tener una herramienta diagnóstica, y no invasiva, de cáncer de mama.

La fuerza de nuestro estudio, por tanto, se fundamenta en la obtención de metabolitos de muestras 
de suero, obtenidas mediante métodos poco invasivos, y en el desarrollo de un modelo diagnóstico 
de alta sensibilidad y especificidad, independientemente de las características clínicas e histopato-
lógicas de las pacientes. A pesar de que el mecanismo de interconexión sigue siendo especulativo, 
los resultados  que confirman la correlación paciente/tumor de las diferentes muestras, avalan la 
aplicación de este método para el estudio de los cambios metabólicos y la aplicación de métodos 
diagnósticos más efectivo en nuestro caso. Por tanto, la identificación de biomarcadores moleculares 
en este tipo de muestras abre un excitante camino para entender tanto la fisiopatología específica del 
cáncer de mama, como el comportamiento de los distintos metabolitos, según la procedencia de la 
muestra analizada. 

Es evidente que la metabolómica abre un nuevo campo de investigación aplicada en el cáncer de 
mama, de potencial aún incalculable, y cuyos resultados prácticos estamos sólo comenzando a des-
cubrir. En el futuro, los estudios clínicos en cáncer de mama deberían desarrollarse teniendo en 
cuenta la información metabolómica, hasta ahora disponible y recopilada, incluyendo, además, un 
elemento traslacional sistemático que nos permita adquirir nuevos conocimientos de forma prospec-
tiva en el contexto más favorable; es decir, el estudio aleatoriazado de forma prospectiva.
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CONCLUSIONES

• Conclusión 1: se han expuesto y se han optimizado, métodos analíticos apropiados, rentables, 
reproducibles y eficientes, basados en técnicas de espectrometría de masas, para el análisis 
metabolómico de mues-tras biológicas obtenidas mediante métodos poco invasivos, en concreto, 
suero obtenido de sangre venosa de pacientes. A esto hay que añadir el hecho de que, en función de los 
objetivos establecidos, se han seleccionado y planteado los criterios más adecuados para el procesamiento 
de los datos y su posterior análisis mediante herramientas bioinformáticas avanzadas. 

• Conclusión 2: se ha demostrado cómo hasta en 1269 metabolitos, la concentración sérica fue 
diferente según la condición del sujeto; evidenciando así que, a pesar de su aparente papel en el 
desarrollo de las funciones vitales habituales dentro de las células sanas pertenecientes a nuestro 
organismo, también contribuyen, en forma de soporte metabólico, a la transformación neoplásica, a 
través de su participación en varias rutas metabólicas. 

Se han identificado 35 metabolitos, que permiten diferenciar a pacientes con cáncer de mama de 

sujetos sanos de manera estadísticamente significativa, cabiendo destacar  la alta especificidad y 
sensibilidad que presentan los elevados niveles de taurina y el ácido linoleico, y los bajos niveles 

de ácido caproico. Es decir, este estudio prueba la existencia de una firma metabólica del cáncer 
y que, además, ésta puede ser detectada en suero sanguíneo.

• Conclusión 3: a pesar del elevado número de trabajos publicados sobre metabolómica en cáncer 
de mama, hasta donde podemos saber, en esta tesis doctoral se presenta, por vez primera, los mejores 
resultados en cuanto a una ecuación diagnóstica, con una test de permutación significativo (p=0.05) y 
un error “out of bag” de 0,027, independientemente de las características clínicas del sujeto. 

• Conclusión 4: es conocido que los estudios de detección de biomarcadores en metabolómica son 
difíciles de reproducir, bien sea por la heterogenicidad y el tamaño de las poblaciones de los 
estudios, la variabilidad de los protocolos experimentales, el ruido en los datos de la metabolómica 
o, incluso, las variaciones biológicas de los propios metabolitos. Aún así, los resultados 
metabolómicos obtenidos en este trabajo de tesis doctoral en relación a la detección de 
metabolitos, que se posicionan como nuevos biomarcadores relacionados con el diagnóstico del 
cáncer de mama, pueden permitir profundizar en el estudio de otras líneas de actuación, ya vuelvan 
a ser diagnósticas, o  incluso, terapéuticas.

• Conclusión general: queda un largo camino por recorrer en lo que se refiere a la metabolómica 
y su relación con el cáncer de mama. Si duda, un mejor conocimiento del metabolismo del cáncer 
de mama puede abrir el camino a un mejor control de la enfermedad. De tal forma, sería 
interesante explorar las posibi-lidades que nos brinda un perfil metabolómico obtenido de 
biofluidos, y por tanto de forma poco invasiva, en cualquier aspecto relacionado con el 
diagnóstico, seguimiento y tratamiento del cáncer de mama. De esta manera, se destacan tres 
situaciones concretas. Por un lado, continuar con el es-tudio que permita obtener métodos 
diagnósticos no invasivos, eficaces y fáciles de llevar acabo. Por otro, conseguir una mejor 
determinación de la enfermedad micrometastásica residual que queda en una paciente tras la 
intervención quirúrgica, perimitiendo, así, la posibilidad de evaluar la necesidad de someterla a un 
tratamiento adyuvante; y para finalizar, poder plantear estrategias de tratamiento individualizado a 
cada paciente, optimizando así, la eficacia terapéutica y minimizando, además, el riesgo de 
toxicidad. 
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO

Yo, _____________________________________________________________________________ 
(Nombre del paciente)

He leído la información que se me ha entregado.
He recibido la hoja de información que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente información sobre el estudio.
He hablado del estudio con:

_____________________________________________________________________________
(Nombre del investigador)

Comprendo que mi participación es voluntaria
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1º Cuando quiera
2º Sin tener que dar explicaciones
3º Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Por la presente, otorgo mi consentimiento informado y libre para participar en esta investi-
gación y doy mi consentimiento expreso y revocable al acceso de mis datos personales según 
consta en el apartado de confidencialidad de datos de la hoja de información al paciente.

(Firma del paciente) (Fecha)

He comentado este estudio de investigación clínica con el paciente en un lenguaje com-
prensible e idóneo. Considero que he informado completamente al participante de la natu-
raleza del estudio y de los posibles beneficios y riesgos derivados del mismo, y creo que el 
participante ha comprendido esta explicación. He entregado una copia de este documento 
fechada y firmada al paciente.

(Firma del investigador) (Fecha)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO ORAL ANTE TESTIGOS

Yo, ___________________________________________________________________________ 
(Nombre del testigo)
Declaro bajo mi responsabilidad que:

__________________________________________________________________________
(Nombre de paciente)

Ha recibido la hoja de información del estudio.
Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.
Ha recibido suficiente información sobre el estudio.
Ha hablado del estudio con:

___________________________________________________________________________
(Nombre del investigador)

Comprende que su participación es voluntaria
Comprende que puede retirarse del estudio:
1º Cuando quiera
2º Sin tener que dar explicaciones
3º Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos
Y ha expresado libremente su conformidad expresa y revocable para participar en el estudio 
y para el acceso a sus datos personales según consta en el apartado de confidencialidad de 
datos de la hoja de información al paciente.

(Firma del testigo) (Fecha)

He comentado este estudio de investigación clínica con el paciente y el testigo en un lengua-
je comprensible e idóneo. Considero que he informado completamente al participante y el 
testigo de la naturaleza del estudio y de los posibles beneficios y riesgos derivados del mis-
mo, y creo que el participante y el testigo han comprendido esta explicación. He entregado 
una copia de este documento fechada y firmada al paciente.

(Firma del investigador) (Fecha)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO DEL REPRESENTANTE
(Sólo en caso de pacientes incapaces)

Yo, _______________________________________________________________________________ 
(Nombre del representante)

En calidad de _____________________________________________________________________
(Relación con el paciente)

De_______________________________________________________________________________
(Nombre del paciente)

He leído la hoja de información que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas.
He recibido suficiente información sobre el estudio.
He hablado del estudio con 

__________________________________________________________________________________
(Nombre del investigador)

Comprendo que la participación es voluntaria.
Comprendo que pueda retirarse del estudio.

1.o Cuando quiera.
2.o Sin tener que dar explicaciones.
3.o Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

En mi presencia se ha dado a __________________________ (nombre del paciente), toda la 
información pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y está de acuerdo en partici-
par. Y presto mi conformidad expresa y revocable con que _____________________________
____________ (nombre del paciente) participe en este estudio y al acceso de sus datos per-
sonales según consta en el apartado de confidencialidad de datos de la hoja de información 
al paciente.

(Firma del representante) (Fecha)

He comentado este estudio de investigación clínica con el paciente y el representante en 
un lenguaje comprensible e idóneo. Considero que he informado completamente al parti-
cipante y el representante de la naturaleza del estudio y de los posibles beneficios y riesgos 
derivados del mismo, y creo que el participante y el representante han comprendido esta 
explicación. He entregado una copia de este documento fechada y firmada al paciente y al 
representante.

(Firma del investigador) (Fecha)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO, ESPECÍFICO PARA SUJETOS CONTROLES SIN 
CÁNCER DE MAMA, DIRIGIDO AL ESTUDIO DE METABOLITOS EN PLASMA

Nombre del centro: COMPLEJO HOSPITALARIO DE JAÉN

Dirección Avda. del Ejército Español, 10. 23007  JAÉN

Nombre del paciente

Número de paciente:

Este formulario forma parte del proceso del consentimiento informado. Está diseñado para 
darle a usted una idea de lo que trata este estudio de investigación y de lo que le ocurrirá 
si usted elige participar en el estudio. Si usted quisiera conocer con profundidad algún as-
pecto mencionado en este impreso o tiene algunas preguntas relacionadas con este estudio 
de investigación, no dude en preguntarle al investigador principal. Lea detenidamente este 
impreso para estar seguro de que entiende toda la información contenida en el mismo. Us-
ted se quedará con una copia. Este estudio se llevará a cabo en el Complejo Hospitalario 
de Jaén. El investigador principal le explicará el estudio. Su participación en el mismo es 
completamente voluntaria. Usted no tiene porqué tomar parte en este estudio si no lo desea 
y su atención médica no va a depender del hecho de que tome parte en él o no. Este estudio 
podría no ayudarle directamente a usted, pero esperamos que nos permita ampliar nuestros 
conocimientos para poder ayudar a otros sujetos en el futuro.

Objetivos

El investigador principal le ha pedido su consentimiento para que participe en este estu-
dio cuyo objetivo es identificar las diferencias metabolómicas existentes entre mujeres que 
padecen un cáncer de mama y mujeres que no tienen dicha enfermedad. Para ello, le soli-
citamos que nos permita tomarle una muestra de sangre (10ml). No será necesario que se 
someta a pruebas adicionales por haber concedido su permiso para utilizar este material 
tumoral.

Beneficios potenciales, individuales o colectivos

Es posible que usted no se beneficie directamente de la participación en este proyecto. Sin 
embargo, confiamos en que su generosa aportación sirva para mejorar el tratamiento de 
muchas personas que en un futuro puedan padecer cáncer de mama.

Posibles riesgos derivados de la participación

En general, los riesgos son escasos, puesto que la extracción de sangre la realiza personal 
con mucha experiencia. En cualquier caso, estas molestias son las propias de un pinchazo, 
aunque en situaciones excepcionales podría llegar a aparecer un proceso infeccioso, una 
pequeña hemorragia o la molestia relacionada con la necesidad de realizar varios pinchazos 
para localizar las venas.

Información sobre el procedimiento

Si usted decide participar en este proyecto, se le tomarán aproximadamente 10 ml de sangre 
en cada ocasión, que será almacenada en un congelador con todas las garantías de seguri-
dad que exige la ley.



161

Legislación

Igualmente, junto con la muestras de sangre, necesitaremos poder disponer de algunos da-
tos de su historia clínica que guardaremos en una base de datos segura, que estará sola-
mente al alcance del personal responsable de este proyecto.

Las muestras de sangre que usted nos proporcione serán codificadas, de manera que no 
aparecerá en los tubos ningún dato que comprometa su identidad. Este código nos per-
mitirá relacionarle con la información que de usted hayamos guardado en nuestra base de 
datos.

De acuerdo con la Ley 15/1999 de Protección de Datos de Carácter Personal, los datos per-
sonales que se le requieren (p.ej.edad, sexo, datos de salud) son los necesarios para cubrir 
los objetivos del estudio. En ninguno de los informes del estudio aparecerá su nombre, y su 
identidad no será revelada a persona alguna salvo para cumplir con los fines del estudio, 
y en el caso de urgencia médica o requerimiento legal. Cualquier información de carácter 
personal que pueda ser identificable será conservada y procesada por medios informáticos 
en condiciones de seguridad por Ricardo Collado Martín o la persona en quien él delegue, 
o por una institución designada a ella, con el propósito de determinar los resultados del es-
tudio. El acceso a dicha información quedará restringido a Ricardo Collado Martín, o a otro
personal autorizado que estará obligado a mantener la confidencialidad de la información.
Los resultados del estudio podrán ser comunicados a las autoridades sanitarias y, eventual-
mente, a la comunidad científica a través de congresos y/o publicaciones.

Sus datos podrán ser utilizados con fines científicos. De acuerdo con la ley vigente, tiene us-
ted derecho al acceso de sus datos personales; asimismo, y si está justificado, tiene derecho 
a su rectificación y cancelación. Si así lo desea, deberá solicitarlo al médico que le atiende 
en este estudio.

Información adicional:

Si tiene alguna pregunta acerca de asuntos médicos relacionados con la investigación, o 
alguna cuestión relacionada con los procedimientos de este estudio, debe contactar con:

___________________________________________		  ________________________
Dr. Ricardo Collado Martín					 953 220 306 / 953 008 516
Nombre del médico Número de teléfono

___________________________________________		 ________________________
Dr. Ricardo Collado Martín					 953 220 306 / 953 008 516
Nombre del coordinador del estudio				  Número de teléfono
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL SUJETO CONTROL SIN CÁNCER DE MAMA POR 
ESCRITO

Yo, _____________________________________________________________________________ 
(Nombre del sujeto control)

He leído la información que se me ha entregado.
He recibido la hoja de información que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente información sobre el estudio.
He hablado del estudio con:

_____________________________________________________________________________
(Nombre del investigador)

Comprendo que mi participación es voluntaria
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1º Cuando quiera
2º Sin tener que dar explicaciones
3º Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Por la presente, otorgo mi consentimiento informado y libre para participar en esta investi-
gación y doy mi consentimiento expreso y revocable al acceso de mis datos personales según 
consta en el apartado de confidencialidad de datos de la hoja de información al paciente.

(Firma del sujeto control) (Fecha)

He comentado este estudio de investigación clínica con el sujeto control en un lenguaje 
comprensible e idóneo. Considero que he informado completamente al participante de la 
naturaleza del estudio y de los posibles beneficios y riesgos derivados del mismo, y creo que 
el participante ha comprendido esta explicación. He entregado una copia de este documen-
to fechada y firmada al paciente.

(Firma del investigador) (Fecha)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO ORAL DEL SUJETO CONTROL SIN CÁNCER DE 
MAMA  ANTE TESTIGOS

Yo, ___________________________________________________________________________ 
(Nombre del testigo)
Declaro bajo mi responsabilidad que:

__________________________________________________________________________
(Nombre de sujeto control)

Ha recibido la hoja de información del estudio.
Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.
Ha recibido suficiente información sobre el estudio.
Ha hablado del estudio con:

___________________________________________________________________________
(Nombre del investigador)

Comprende que su participación es voluntaria
Comprende que puede retirarse del estudio:
1º Cuando quiera
2º Sin tener que dar explicaciones
3º Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos
Y ha expresado libremente su conformidad expresa y revocable para participar en el estudio 
y para el acceso a sus datos personales según consta en el apartado de confidencialidad de 
datos de la hoja de información al paciente.

(Firma del testigo) (Fecha)

He comentado este estudio de investigación clínica con el sujeto control y el testigo en un 
lenguaje comprensible e idóneo. Considero que he informado completamente al partici-
pante y el testigo de la naturaleza del estudio y de los posibles beneficios y riesgos derivados 
del mismo, y creo que el participante y el testigo han comprendido esta explicación. He en-
tregado una copia de este documento fechada y firmada al paciente.

(Firma del investigador) (Fecha)



164

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO DEL REPRESENTANTE
(Sólo en caso de sujetos controles sin cáncer de mama incapaces)

Yo, _______________________________________________________________________________ 
(Nombre del representante)

En calidad de _____________________________________________________________________
(Relación con el sujeto control)

De_______________________________________________________________________________
_
(Nombre del sujeto control)
He leído la hoja de información que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas.
He recibido suficiente información sobre el estudio.
He hablado del estudio con 

__________________________________________________________________________________
(Nombre del investigador)

Comprendo que la participación es voluntaria.
Comprendo que pueda retirarse del estudio.

	 1.o	 Cuando quiera.
	 2.o	 Sin tener que dar explicaciones.
	 3.o	 Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

En mi presencia se ha dado a __________________________ (nombre del sujeto control), toda 
la información pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y está de acuerdo en parti-
cipar. Y presto mi conformidad expresa y revocable con que ____________________________
_____________ (nombre del sujeto control) participe en este estudio y al acceso de sus datos 
personales según consta en el apartado de confidencialidad de datos de la hoja de informa-
ción al sujeto control.

(Firma del representante) (Fecha)

He comentado este estudio de investigación clínica con el sujeto control y el representante 
en un lenguaje comprensible e idóneo. Considero que he informado completamente al par-
ticipante y el representante de la naturaleza del estudio y de los posibles beneficios y riesgos 
derivados del mismo, y creo que el participante y el representante han comprendido esta 
explicación. He entregado una copia de este documento fechada y firmada al paciente y al 
representante.

(Firma del investigador) (Fecha)
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Moléculas diferentes, de forma estadísticamente significativa, entre pacientes con cancer de 
mama y controles sanos
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noma de primario desconocido. Póster en el XVI congreso de la sociedad andaluza de can-
cerología.2008.
-Alonso R, Collado R, Ortega R, et al. Fenotipo triple negativo en cáncer de mama: valora-
ción de respuesta a la quimioterapia neoadyuvante e identificación de factores pronósticos. 
Comunicación oral en XVI Congreso de la Sociead Andaluza de Cancerología. 2008 
 -Collado R, Martín C. Predicción de las taquiarritmias supraventriculares post-resección 
pulmonar. Comunicación Oral en el VIII Congreso de Cardiología para estudiantes. Organi-
zados por la Facultad de Medicina de la Universidad de Salamanca. 2002.
-Ortega AL, Cárdenas N, Martínez E, Alonso R, Collado R, González I, Medina B, Sánchez P. 
Supervivencia a 8 años de pacientes com cáncer de pulmón no microcítico (CPNM) estadío 
III irresecable tratados con gemcitabina, ifosfamida y cisplatino. Comunicación oral en XVI 
Congreso de la Sociead Andaluza de Cancerología. 2008
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Asistencia a jornadas, seminarios y cursos. Formación continuada y complementaria:

- Toma de decisiones en la práctica clínica. Actividad acreditada con 7,2 créditos.

- Infección nosocomial INNOVA+. Módulos 1,2,3,4,5,7,8,9. Actividad acreditada con 2.9, 1.5, 
2.1, 1.9, 1.7, 1.9, 1.8, 1 (14.8) créditos.

- Uveítis asociada a patología autoinmune. Curso online de la F.M.C. en Reumatología. Acti-
vidad acreditada con 3.1 créditos. 

- Reumatología: Remisión en Artritis Reumatoide. Curso on-line de la F.M.C. en Reumatolo-
gía. Actividad acreditada con 4.5 créditos.

-Artritis Psoriásica 2013: Curso on-line de la F.M.C. en Reumatología.  Actividad acreditada 
con 3.1 créditos.

- Manifestaciones extraarticulares en Espondiloartropatías. Actividad acreditada con 4.6 
créditos.

- Medidas de evaluación en Espondilitis Anquilosante, Artritis psoriásica. Actividad acredi-
tada con 6.7 créditos.

- Detección Precoz. Artritis reumatoide rápidamente progresiva. Actividad acreditada con 
4 créditos.

- Utilidad Clínica de Anticuerpos en las Enfermedades Autoinmunes. Módulo I Curso de 
formación médicos continuado en reumatología. Actividad acreditada con 5.6 créditos.

- Formación médico continuada en Reumatología: Inmunología para clínicos: Autoinmuni-
dad y Factor de Necrosis Tumoral. Módulo 2. Actividad acreditada con 5.6 créditos.

- Valoración del riesgo cardiovascular en patología autoinmune: Artritis reumatoide y es-
pondiloartropatías. Módulo 3. Curso de formación médica continuada en Reumatología. 
Actividad acreditada con 4.6 créditos.

- Imagen en reumatología: utilidad de la resonancia magnética: módulo 4. Actividad acre-
ditada con 6 créditos.

- Imagen en reumatología: ecografía en AR, signos precoces de inflamación articular. Curso 
de formación médico continua en Reumatología. Módulo 5. Actividad acreditada con 8.7 
créditos.

- AUA Update Series. Módulos I y II. Actividad acreditada con 1,7 créditos y 1,9 créditos.

- Onco-Diagnóstico. Cáncer de pulmón. Actividad acreditada con 3.7 créditos.

- Intervención nutricional en las situaciones clínicas más comunes en el anciano. Actividad 
acreditada con 4,2 créditos.

-ASCO Translational Oncology. Actividad acreditada con 7 créditos.
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-ASCO Malignant Melanoma. Current Clinical Issues and Future Trends. Actividad acredi-
tada con 7 créditos.

-ASCO Prostate Cancer. Current Clinical Issues and Future Trenes. Actividad acreditada con 
7 créditos.

-Curso on-line de formación médica contiuada: Electrocardiografía clínica. Actividad acre-
ditada con 6.3 créditos

-Cuestiones abiertas en psiquiatría. Actividad acreditada con 1 crédito.

-Diabetes e hiperlipidemia como enfermedad cardiovascular. Actividad acreditada con 3 
créditos.

-III curso de osteoporosis: niveles muy bajos en vitamina D. Actividad acreditada con 3,7 
créditos.

-Curso on-line de formación médica continuada: Manejo del paciente anciano con infec-
ción. Actividad acreditada con 7,7 créditos.

-Nutrición en el paciente anciano y pluripatológico. Actividad acreditada con 3,5 créditos.

-Relación médico-paciente: el médico ante situaciones difíciles. Actividad acreditada con 
3,6 créditos.

-Gestión del paciente con Diabetes Mellitus tipo 2. Actividad acreditada con 3,1 créditos.

-Soporte nutricional en las personas ancianas. Actividad acreditada con 3,1 créditos.

-II curso multimedia. Tratamiento del dolor crónico. Módulos I, II, III, IV. Actividad acredi-
tada con 14,9 créditos.

-Principles and practice of lung cancer. Módulos II, III. Actividad acreditada con 9 créditos.

-ESMO Clinical Collection. Focus on lung Cancer. Actividad acreditada con 6,7 créditos.
 
-ASCO Breast cancer. Current Clinical Issues and Future Trends. Actividad acreditada con 
13 créditos.

-ASCO Renal cancer. Current Clinical Issues and Future Trends. Actividad acreditada con 
8,2 créditos.

- Adelantando el futuro en el cáncer de mama metastático. 2011. Actividad acreditada con 
0,5 créditos.

-Tratando juntos el Cáncer de Próstata avanzado.2011. Actividad acreditada con 3,4 créditos.

-Principles and practice of lung cancer. Vol 2,3.2011. Actividad acreditada con 5,5 y 2,2  cré-
ditos respectivamente.

-2º simposio Nacional de la Sociedad Española de Oncología Médica. 2012. Actividad acre-
ditada con 2,7 créditos.
- VII OncoUrology Forum 2016. Programa presencial con 8 horas lectivas.
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- 2016 ASCO Annual Meeting. 2016.
- VI Simposio Científico SOGUG. 18 horas lectivas. 2015.
- VII curso de actualización en Oncología para Atención Primaria. Actividad acreditada con 
0,9 créditos. (Director del Curso)
- 2015 Annual Meeting of the American Urological Association. 2015
-Ninth European Internacional Kidney Cancer Symposium. 2014
-5th World Congreso of IFHNOS and Annual Meeting of AHNS. 2014
-VI curso de actualización en Oncología para Atención Primaria. Actividad acreditada con 
0,9 créditos.
- V curso de actualización en Oncología para Atención Primaria. Actividad acreditada con 
1.4 créditos.
-XIII CONGRESO NACIONAL DE ONCOLOGÍA MÉDICA. 2011. actividad Acreditada con 
2,7 créditos.
- XIII SIMPOSIO DE REVISIONES EN CÁNCER: “tratamiento médico del cáncer en el año 
2011”. 2011. Actividad acreditada con 2,5 créditos de formación continuada.
- SIMPOSIO EDUCACIONAL DEL GRUPO ESPAÑOL DE CÁNCER DE PULMÓN. 2010. Acti-
vidad acreditada con 2,2 créditos, equivalentes a 15 horas y 45 minutos de duración.
-BIOLOGÍA MOLECULAR Y GENÓMICA: NUEVOS ALIADOS DEL CLÍNICO. Curso de for-
mación on line.2009. Actividad acreditada con 9,6 créditos, equivalentes a 76 horas lectivas.
-2ª REVISIÓN ANUAL GEICAM DE AVANCES EN CÁNCER DE MAMA (RAGMA VIRTUAL 
09). Actividad acreditada con 12,3 créditos, equivalentes a 90 horas lectivas.
-XI CONGRESO NACIONAL DE ONCOLOGÍA MÉDICA. 2009. actividad Acreditada con 21 
créditos equivalentes a 105 horas lectivas.
-XII CONGRESO NACIONAL DE ONCOLOGÍA MÉDICA. 2009. actividad Acreditada con 0,5 
créditos equivalentes a 2,5 horas lectivas.
-XIII CURSO R4: EN EL UMBRAL DE LA PRÁCTICA ONCOLÓGICA .2009. Actividad acredi-
tada con 10 créditos, equivalentes a 50 horas lectivas.
-XVI SIMPOSIO INTERNACIONAL EN AVANCES EN EL TRATAMIENTO DE TUMORES DI-
GESTIVOS.2008. Actividad acreditada con 10 créditos, equivalentes a 50 horas lectivas. 
 -TRATAMIENTO EMPÍRICO DE LOS SÍNDROMES INFECCIOSOS. 2007. Actividad acredi-
tada con 5,68 créditos, equivalentes a 28,4 horas lectivas.
-SEMINARIO DE POSGRADO EN DOLOR ONCOLÓGICO. 2008. Activdad acreditada con 
2,6 créditos, equivalentes a 13 horas lectivas.
-EL ELECTROCARDIOGRAMA EN AL CONSULTA DE ATENCIÓN PRIMARIA.2006. Activi-
dad acreditada con 3,2 créditos, equivalentes a 15 horas lectivas.
-8º CONGRESO DE CÁNCER DE PULMÓN.2009. Actividad acreditada con 5,1 créditos, 
equivalente a 14 horas lectivas.
-SESIONES CLÍNICAS DE ACTUALIZACIÓN EN NEUMOLOGÍA. 2007. Actividad acredita-
da con 3,1 créditos, equivalentes a 17 horas lectivas.
-CURSO DE ACTUALIZACIÓN EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS. 2007. Actividad acre-
ditada con 1,4 créditos, equivalentes a 7 horas lectivas.
-TRATANDO JUNTOS EL CANCER DE PRÓSTAT A AVANZADO.2009.
-CIENCIA Y COMUNICACIÓN  FORMACIÓN PARA RESIDENTES DE ONCOLOGÍA MEDI-
CA. 2009.
-45TH ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN SOCIETY OF CLINICAL ONCOLOGY.2009
-II REUNIÓN DE ACTUALIZACIÓN EN CÁNCER DE MAMA PARA RESIDENTES. 2008.
-1AS JORNADAS SOBRE PREVENCIÓN DE CÁNCER. 2008.
-V CURSO DE FORMACIÓN SEOM EM CUIDADOS CONTINUOS.2007
-VI REUNIÓN POST-ASCO 2007. TUMORES GINCOLÓGICOS. 2007
-IV LUNG CANCER EXPERT FORUM. 2007.
-XII CURSO SOBRE HORMONOTERAPIA EN ONCOLOGÍA. 2009
-TALLER DE INICIACIÓN A LA PRÁCTICA CLÍNICA DE URGENCIAS. 2006
-CURSO BÁSICO DE PREVENCIÓN DE RIESGOS LABORALES.2006.
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Participación en grupos cooperativos, de trabajo y ensayos clínicos:

-Miembro activo del Comité Ético de Investigación Clínica del Complejo Hospitalario de 
Cáceres DESDE Noviembre 2010.

-Miembro activo del Grupo Español de Cáncer de pulmón desde Septiembre 2010.

-Miembro activo del Grupo Español de Tratamiento de Tumores de Cabeza y Cuello desde  
con participación en los estudios.

-Miembro activo del Grupo Español de Tratamiento de Tumores Genitourinarios.
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