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RESUMEN 

El cáncer de pulmón es el tumor con mayor mortalidad a nivel mundial. La microbiota 

intestinal es considerada como un “nuevo órgano” del cuerpo humano. Estudios recientes 

demuestran que la microbiota intestinal puede tener un impacto en la respuesta inmune 

antitumoral. El objetivo principal de este estudio es caracterizar la microbiota intestinal en 

pacientes con cáncer de pulmón no microcítico (CPNM) en estadios avanzados tratados con 

inhibidores de los puntos de control inmunitario (ICIs). 

Para ello, se realizó la secuenciación del gen 16S ribosomal RNA en muestras fecales de 

69 pacientes con CPNM avanzado y se estudió la diversidad y la composición microbiana, así 

como su correlación con las características clínico-patológicas, la respuesta al tratamiento 

con ICIs y el pronóstico. 

El análisis de los datos de la secuenciación reveló que la diversidad microbiana se 

relacionaba con el uso previo de antibióticos y con el desarrollo de toxicidad dermatológica 

inmunorelacionada. Respecto a la respuesta a ICIs, el grupo de pacientes con alta 

abundancia relativa de Phascolarctobacterium presentaba el beneficio clínico, y un 

incremento de la supervivencia libre de progresión (SLP). Por otra parte, el grupo de 

pacientes con alta abundancia relativa de Dialister presentaba peor respuesta, y una 

disminución tanto en la SLP como en la supervivencia global. Además, el análisis de regresión 

de Cox multivariante mostró que tanto la presencia de toxicidades relacionadas con ICIs 

como la abundancia de Dialister tenían un valor pronóstico independiente en nuestra 

cohorte de pacientes. 

Por tanto, nuestros resultados muestran que la microbiota intestinal puede ser utilizada 

como un biomarcador predictivo y/o pronóstico en pacientes con CPNM en estadios 

avanzados tratados con ICIs. 



 

 

SUMMARY 

Lung cancer is the most deadly tumor in the world. The gut microbiota is considered as 

a “new organ” of the human body. Recent studies have found that the gut microbiota can 

have an impact on the antitumor immune response. The aim of this study is to characterize 

the gut microbiota in patients with advanced non-small cell lung cancer (NSCLC) treated with 

immune checkpoint inhibitors (ICIs). 

The 16S ribosomal RNA gene sequencing was performed from stool samples of 69 

advanced NSCLC patients. We analyzed the microbial diversity and composition, and its 

correlation with clinicopathological characteristics, response to ICIs treatment and prognosis. 

Analysis of sequencing data revealed that microbial diversity was related to the previous 

use of antibiotics and dermatological toxicity related to ICIs. Regarding the response to ICIs, 

the group of patients with a high relative abundance of Phascolarctobacterium showed 

clinical benefit, and prolonged progression-free survival (PFS). On the other hand, the group 

of patients with a high relative abundance of Dialister presented worse response, and 

reduced PFS and overall survival. Moreover, multivariate Cox regression analysis revealed 

that the presence of ICIs-related toxicity and Dialister might be considered as independent 

prognostic biomarkers in this cohort of patients. 

Therefore, our results show that the gut microbiota might be used as predictive and/or 

prognostic biomarkers in patients with advanced NSCLC treated with ICIs. 



 

RESUM 

El càncer de pulmó és el tumor amb major mortalitat a nivell mundial. La 

microbiota intestinal és considerada com un “nou òrgan” del cos humà, i estudis 

recents han trobat que la microbiota intestinal pot tindre un impacte en la resposta 

immune antitumoral. L'objectiu principal d'aquest estudi és caracteritzar la 

microbiota intestinal en pacients amb càncer de pulmó no microcític (CPNM) en 

estadis avançats tractats amb inhibidors dels punts de control immunes (ICIs).  

Per fer l’estudi, es va realitzar la seqüenciació del gen 16S en mostres 

d'excrements de 69 pacients amb CPNM avançat yes van estudiar la diversitat i la 

composició microbiana, així com la seua correlació amb les característiques 

clinicopatològiques, la resposta al tractament amb ICIs i el pronòstic . 

L'anàlisi de les dades de la seqüenciació va revelar que la diversitat microbiana 

es relacionava amb l'ús previ d'antibiòtics i la toxicitat dermatològica 

immunorelacionada. Respecte a la resposta a ICIs, el grup de pacients amb alta 

abundància relativa de Phascolarctobacterium presentava una la millor resposta, i 

un increment de la supervivència lliure de progressió (SLP). D’altra banda, el grup de 

pacients amb alta abundància relativa de Dialister presentava una pitjor resposta, 

així com una menor SLP i supervivència global. A més, l'anàlisi de regressió de Cox 

multivariant va mostrar que tant la presència de toxicitats relacionades amb els ICIs 

com l'abundància de Dialister tenien un valor pronòstic independent en la nostra 

cohort de pacients.  

Per tant, els nostres resultats mostren que la microbiota intestinal pot ser 

utilitzada com a biomarcador predictiu i/o pronòstic en pacients amb CPNM en 

estadis avançats tractats amb ICIs. 
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1. Cáncer 

Cáncer es el término genérico con el que se denomina a un conjunto de enfermedades 

relacionadas que se caracterizan por un crecimiento celular descontrolado y que puede 

afectar a cualquier parte del organismo. 

El cáncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. A 

nivel global, se estiman 19,3 millones de nuevos casos de cáncer y casi 10,0 millones de 

muertes por cáncer en 2020 [1]. Según los datos de Red Española de Registros de Cáncer 

(REDECAN), la estimación del número de nuevos casos de cáncer en España para el año 2021 

será de 276.239 (exceptuando cáncer de piel no melanoma), un número ligeramente 

superior al del año 2020. 

1.1. Características del cáncer 

En el año 2000, Douglas Hanahan y Robert A. Weinberg publicaron un artículo 

definiendo seis características principales que presentan las células tumorales [2]. 

Posteriormente, en el año 2011, estos mismos autores publicaron una nueva revisión, a la 

que se sumaron otras cuatro características, en las que se incluyen la complejidad de la 

biología tumoral y la contribución del microambiente tumoral (Figura 1) [3]. A continuación 

se enumeran estas 10 propiedades del cáncer: 

1. Independencia de señales de crecimiento 

2. Insensibilidad a estímulos que inhiben el crecimiento  

3. Evasión de la apoptosis 

4. Capacidad de invasión y metástasis 

5. Potencial replicativo ilimitado 

6. Inducción de la angiogénesis 

7. Reprogramación del metabolismo energético 

8. Evasión de la vigilancia inmunológica  
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9. Inflamación sostenida 

10. Inestabilidad genómica 

 
Figura 1. Las diez propiedades del cáncer propuestas por Hanahan y Weinberg (adaptado y 
traducido de [3]). 

1.2. Cáncer de pulmón  

El cáncer de pulmón es el tumor maligno con mayor mortalidad en ambos sexos, 

representando un problema importante de salud pública. Según los datos de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), la tasa estimada de incidencia del cáncer de pulmón ocupa el 

cuarto lugar en España y el tercer lugar a nivel mundial, sin embargo, la tasa estimada de 

mortalidad lo sitúa en primer lugar tanto en España como en el mundo en el año 2020 [1] 

(Figura 2). 
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Figura 2. Tasas estimadas de incidencia y mortalidad del cáncer. 
Fuente: GLOBOCAN 2020 (http://gco.iarc.fr/). 

Con respecto al sexo, el cáncer del pulmón es el segundo en incidencia (Figura 3A) tanto 

para hombres como para mujeres aunque, como indicamos anteriormente, ocupa el primer 

lugar en mortalidad (Figura 3B) según las estimaciones para el año 2021 [4].  

La etiología del cáncer de pulmón aún no ha sido totalmente elucidada. Sin embargo, el 

principal factor de riesgo para desarrollar cáncer de pulmón es el hábito tabáquico [5]. Más 

de 60 compuestos químicos del humo del tabaco presentan poder carcinogénico, entre ellos 

los hidrocarburos policíclicos aromáticos, N-nitrosaminas y aminas aromáticas son agentes 

que han demostrado ser mutagénicos, produciendo alteraciones en el ácido 

desoxirribonucleico (DNA) [6–8]. Aunque el tabaco es el factor etiológico más relevante, 

muchos casos de cáncer de pulmón ocurren en pacientes que nunca han sido fumadores, 

sugiriendo otros factores de riesgo. En este sentido, la exposición ambiental o laboral a 

contaminantes cancerígenos, así como la exposición involuntaria al humo de tabaco también 

representan factores etiológicos importantes [9–11]. Además, las enfermedades 

respiratorias preexistentes, el consumo frecuente de alcohol, la mala alimentación también 

son considerados como factores de riesgo [12]. 
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Figura 3. Incidencia (A) y mortalidad (B) estimadas para los principales tipos de cáncer 
según el sexo en el año 2021 [4]. 

1.3. Diagnóstico y estadificación del cáncer de pulmón 

En la práctica clínica, el diagnóstico del cáncer de pulmón en estadios tempranos 

representa un reto debido principalmente a la ausencia de síntomas iniciales específicos en 

los pacientes y, aproximadamente el 75% de los pacientes tienen una enfermedad avanzada 

en el momento del diagnóstico [13]. 

Los síntomas y signos iniciales más comunes del cáncer de pulmón son tos crónica 

(65,0%), seguido por esputo hemoptoico (33,0%) y dolor en el tórax (17,9%) [14]. Los 

exámenes complementarios más utilizados para el diagnóstico de cáncer de pulmón son 

diagnóstico por imagen [rayos X, tomografía axial computarizada (TAC) o resonancia 

magnética nuclear (RMN)] y las biopsias que se realizarán siguiendo diferentes estrategias 
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dependiendo del tamaño y localización de la posible lesión tumoral (fibrobroncoscopia, 

biopsia de ganglios linfáticos, punción pulmonar percutánea, mediastinoscopia, 

toracoscopia). Sin duda, el análisis histológico es el "patrón oro" para poder concluir con el 

proceso diagnóstico [15]. Además, el cáncer de pulmón es una enfermedad molecularmente 

heterogénea, y las alteraciones moleculares son parámetros fundamentales para completar 

un diagnóstico adecuado, por lo que un diagnóstico completo en este tipo de tumores debe 

ir acompañado siempre de un estudio molecular que permitirá luego tomar decisiones sobre 

el tipo de abordaje terapéutico que mejor se adapte a las características de cada paciente y 

de cada tumor [16]. 

En cuanto a la estadificación del cáncer de pulmón, el Comité Conjunto Estadounidense 

sobre el Cáncer y la Unión Internacional para el Control del Cáncer a través de consensos que 

se van adaptando cada cierto tiempo, utilizan el sistema de estadificación TNM como el 

sistema para determinar el estadio de los diferentes tipos de cánceres [17]. El TNM consta de 

3 parámetros, T: tamaño del tumor primario, N: infiltración de nódulos linfáticos, M: 

presencia de metástasis locales o a distancia. Para el cáncer de pulmón, la clasificación 

actualmente vigente de TNM es la octava edición (Tabla S1) y según la combinación de T, N y 

M, podemos categorizar clínicamente a este tumor en cuatro estadios principales que van 

del I al IV (Tabla 1). 
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Tabla 1. Estadificación del cáncer de pulmón según la octava edición del sistema de 

clasificación TNM [17]. 

T y M N0 N1 N2 N3 

T1a IA1 IIB IIIA IIIB 

T1b IA2 IIB IIIA IIIB 

T1c IA3 IIB IIIA IIIB 

T2a IB IIB IIIA IIIB 

T2b IIA IIB IIIA IIIB 

T3 IIB IIIA IIIB IIIC 

T4 IIIA IIIA IIIB IIIC 

M1a IVA IVA IVA IVA 

M1b IVA IVA IVA IVA 

M1c IVB IVB IVB IVB 

Combinando los factores T (tamaño del tumor primario), N (infiltración de nódulos linfáticos) y M 

(presencia de metástasis), el cáncer se clasifica en estadios I, II, III o IV, los cuales se subdividen en A, B y 

C en algunos casos. 

1.4. Clasificación del cáncer de pulmón 

En la práctica el cáncer de pulmón se divide en 2 categorías principales [18]: 

1. Cáncer de pulmón de células pequeñas o microcítico (CPM), que representa el 15% 

de casos de cáncer de pulmón y se caracteriza por tener origen neuroendocrino.  

2. Cáncer de pulmón de células no pequeñas, o no microcítico (CPNM), que 

representa el 85% de casos de cáncer de pulmón. Los subgrupos histológicos más 

frecuentes del CPNM son adenocarcinoma y carcinoma de células escamosas o 

epidermoide. 

En los últimos años, se han logrado grandes avances en la comprensión de los 

mecanismos moleculares y celulares responsables de la iniciación, promoción y progresión 
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del cáncer de pulmón. Estos avances han llevado al descubrimiento de alteraciones 

moleculares específicas de subgrupos en CPNM. De esta manera, la clasificación del CPNM 

ha evolucionado desde una división basada en características histológicas hasta una 

clasificación molecular, basada en alteraciones genómicas que afectan genes implicados en 

la carcinogénesis (Figura 4). En adenocarcinoma, las alteraciones en los genes KRAS (30%), 

EGFR (15%) y ALK (5%) son las alteraciones moleculares más frecuentes. Por otra parte, las 

alteraciones más comunes en carcinoma de células escamosas son la amplificación de 

PI3KCA (35%) y alteraciones en FGFR1 (20%) [19]. 

 
Figura 4. Evolución de la clasificación del CPNM de histológica a molecular [18]. 

CPNM: cáncer de pulmón no microcítico. 

1.5. Tratamiento del cáncer de pulmón 

En la actualidad, el tratamiento estándar del cáncer de pulmón generalmente incluye 

cirugía, quimioterapia, radioterapia, terapia dirigida, inmunoterapia y sus posibles 

combinaciones. La selección del tipo de tratamiento depende especialmente del tipo 

histológico, el estadio tumoral y el estado funcional (PS) del paciente, a lo que se debe añadir 

ahora el estudio de las alteraciones moleculares y características inmunológicas de cada 
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tumor. 

 La cirugía es aún el tratamiento estándar para pacientes con tumores en estadios 

tempranos (I-IIIA) y buen estado funcional. La extirpación quirúrgica completa del tumor es 

una elección importante para los estadios resecables, cuya intención es realizar un 

tratamiento curativo en estos pacientes, aunque algunos pacientes pueden desarrollar 

recurrencias. Sin embargo, en estadios avanzados cuando ya hay diseminación de la 

enfermedad, la cirugía no es el tratamiento más apropiado y se debe recurrir a terapias 

sistémicas. Por otra parte, la radioterapia del tipo estereotáctica es una opción en diferentes 

circunstancias médicas [20]. 

La quimioterapia es un tratamiento importante en CPNM y se recomienda para 

pacientes con CPNM en estadios avanzados sin alteraciones moleculares detectadas. Además, 

la quimioterapia puede utilizarse en adyuvancia y neoadyuvancia. La quimioterapia 

recomendada en cáncer de pulmón incluye agentes de platino, taxanos, etopósido, 

vinorelbina, pemetrexed y gemcitabina. Además, las combinaciones de estos medicamentos 

se han mostrado más eficaces que los agentes individuales [21,22]. 

Las terapias dirigidas contra dianas moleculares en el CPNM se empezaron a utilizar a 

finales de la década de 1990 con la introducción de los inhibidores de la actividad tirosina 

kinasa (TKI) específica de EGFR, marcando un cambio de paradigma en el tratamiento del 

CPNM. Los pacientes que se benefician de tratamientos con EGFR-TKIs son aquellos cuyos 

tumores presentan mutaciones activadoras en el gen EGFR. Desde entonces, el potencial de 

alteraciones genéticas en los genes diana como EGFR, ALK, RET, HER2, PI3KCA, NTRK1, MET, 

ROS1, BRAF, MEK1 y KRAS han llevado al desarrollo de terapia dirigida. La siguiente figura 

muestra los fármacos actualmente disponibles (en diferentes fases de aprobación) para el 

tratamiento con dianas accionables (Figura 5). 
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Figura 5. Resumen de los fármacos utilizados en la terapia dirigida en cáncer, según las 
alteraciones moleculares. 

1.6. Inmunoterapia  

En los últimos años, se han propuesto como puntos de intervención terapéutica varios 

mecanismos utilizados por las células tumorales para escapar del control inmunológico. En 

este sentido, se han desarrollado distintos tipos de inmunoterapia, como vacunas contra el 

cáncer, terapias con citocinas, anticuerpos monoclonales, virus oncolíticos, terapias con 

células CAR-T, etc. Además, entre las diferentes opciones terapéuticas, el bloqueo de los 

puntos de control inmunitario con anticuerpos monoclonales ha emergido como una 

estrategia prometedora para tratar el cáncer [23].  

Los puntos de control inmunitario (CI) son una parte importante para el sistema 

inmunológico y regulan negativamente la duración y la magnitud de las respuestas inmunes 

para que no sean exacerbadas y conducirlas nuevamente a la homeostasis tras su activación. 

Mediante la unión de las moléculas de puntos de CI y sus ligandos, se generan unas señales 

inhibitorias para frenar la activación de las células T. Por lo tanto, la inhibición de la 

señalización de estos receptores puede restablecer la inmunidad antitumoral. Actualmente, 

los inhibidores de los puntos de control inmunitario (ICIs) más relevantes son los anticuerpos 

contra el antígeno-4 asociado al linfocito T citotóxico (CTLA-4 ) y contra el eje proteína 1 de 
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muerte programada (PD-1) / ligando de la proteína 1 de muerte programada (PD-L1) (Figura 

6).  

 

Figura 6. Anticuerpos inhibidores de los puntos de control inmunitario (Modificada de 
[24]).  
El antígeno presentado por el MHC en la APC es reconocido por TCR, cuando el MHC de la APC interactúa con el 

TCR se produce la activación de las células T, seguido por la interacción entre el CD28 y B7, segunda señal 

necesaria para la correcta activación de la célula T. CTLA-4 puede competir con CD28 por el receptor B7 y prevenir 

la activación de las células T. PD-1 interacciona con el ligando PD-L1 y bloquea la señal del TCR. El bloqueo de 

CTLA-4 o PD-1/PD-L1 con anticuerpos específicos podría activar las células T. CTLA-4: antígeno-4 asociado al 

linfocito T citotóxico; PD-1/PD-L1: proteína 1 de muerte programada/ ligando de la proteína 1 de muerte 

programada; TCR: receptor de linfocitos T; MHC: complejo mayor de histocompatibilidad; CD28: correceptor 

estimulatorio; B7: ligando de CD28; APC: célula presentadora de antígenos. 

CTLA-4 es una proteína transmembrana de diferenciación de leucocitos que se expresa 

principalmente en linfocitos T activados. Tras la unión entre las moléculas del complejo 

mayor de histocompatibilidad y los receptores de células T, se requiere una segunda señal 

co-estimuladora para que las células T se activen. Esta segunda señal corresponde a la unión 

entre el receptor co-estimulador CD28, expresado sobre la célula T, y su ligando B7, 

expresado en la superficie de la célula presentadora de antígeno (APC). CTLA-4, muy similar a 

CD28, puede unirse al ligando B7 de APC, inhibiendo tras su unión la activación del linfocito T 

[25]. En la etapa inicial de la respuesta inmunitaria predomina la unión entre CD28 y B7 

debido al bajo nivel de expresión de CTLA-4. Sin embargo, con el aumento de la expresión de 

CTLA-4 en linfocitos T activados, la unión de CTLA-4 y B7 prevalece en la etapa tardía de la 

respuesta inmunitaria, resultando en la inhibición de la activación del linfocito T [26]. 

Ipilimumab, un anticuerpo monoclonal humano del tipo inmunoglobulina G1 dirigido a 
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CTLA-4, fue el primer ICI aprobado por la Administración de Medicamentos y Alimentos (FDA) 

para el tratamiento de melanoma metastásico [27]. 

PD-1, perteneciente a la familia de los receptores de tipo inmunoglobulina como CD28, 

se expresa principalmente en linfocitos T y B activados, y también en monocitos [28,29]. En 

condiciones normales, las señales inhibitorias inducidas por PD-1 tienen como objetivo 

impedir la sobreactivación de linfocitos T, evitando así la aparición de enfermedades 

autoinmunes. El aumento de expresión de PD-L1 se ha observado en muchos tumores 

malignos, incluyendo el CPNM [30], melanoma [31], tumores de próstata [32], de mama [33] 

o carcinoma de células renales [34]. Basados en el conocimiento de ésta vía y su importancia 

para la respuesta inmune antitumoral se desarrollaron bloqueantes tanto para PD-1 

(pembrolizumab, nivolumab) como para PD-L1 (atezolizumab y durvalumab). Desde 2019, la 

FDA ha aprobado pembrolizumab para el tratamiento en primera línea de pacientes con 

CPNM en estadios avanzados que no son candidatos a resección quirúrgica o 

quimiorradiación definitiva, desde entonces, los anti-CTLA-4 y anti-PD-1/PD-L1 han dado 

resultados excelentes en el tratamiento de diferentes tipos de cáncer, incluido el CPNM [35]. 

Además, el porcentaje estimado de pacientes con cáncer tratados con ICIs ha aumentado del 

1,54 % en el año 2011 al 43,63 % en el año 2018 [36].  

Aunque la aplicación de la inmunoterapia basada en ICIs ha logrado importantes 

beneficios clínicos, la toxicidad relacionada con este tipo de terapias es un evento que no 

puede ser ignorado. Los ICIs no se dirigen selectiva y específicamente a las células T 

infiltradas en los tumores, esto conlleva el riesgo de que la respuesta antitumoral deseada 

pueda ir acompañada de la activación involuntaria de respuestas inmunitarias no específicas 

de tumores contra autoantígenos expresados en las células sanas. 

El perfil de toxicidad inmunomediada es muy distinto al de la quimioterapia 

convencional. Un metaanálisis comparativo entre quimioterapia y agentes anti-PD-1/PD-L1 

en cáncer de pulmón y melanoma ha revelado que los pacientes tratados con quimioterapia 

presentan mayor incidencia de efectos secundarios (82,9% vs 67,6%) y efectos secundarios 

graves (35,7% vs 11,4%) que los pacientes tratados con ICIs. Entre los efectos secundarios 
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adversos de la quimioterapia se encuentran la astenia, diarrea, neuropatía y toxicidad 

hematológica [37]. En cuanto a las toxicidades de los agentes anti-PD-1/PD-L1, una revisión 

sistemática de pacientes con CPNM tratados con este tipo de anticuerpos muestra una 

incidencia global de eventos adversos del 64% con agentes anti-PD-1 y 66% con agentes 

anti-PD-L1, siendo la fatiga más común dentro de la toxicidad general y la toxicidad 

endocrina más común dentro de la toxicidad relacionada con ICIs del tipo órgano específico 

en ambas cohortes de pacientes [38]. Y los fármacos anti-CTLA-4 se asocian con tasas más 

altas de la toxicidad gastrointestinal y dermatológica, mientras, los fármacos anti-PD-1/PD-L1 

se relacionan con un mayor riesgo de vitíligo y la toxicidad endocrina [39]. 

A pesar de los avances que se han producido en la inmunoterapia del cáncer, las 

respuestas al tratamiento con ICIs son muy heterogéneas y la tasa de respuesta global para el 

CPNM avanzado es alrededor del 20% [40–44]. El hecho de que todavía sean numerosos los 

pacientes que no responden a este tipo de terapia y de la posible aparición de efectos 

tóxicos graves en aquellos que responden ponen en evidencia la necesidad de identificar 

biomarcadores que mejoren la comprensión de las complejas interacciones entre el sistema 

inmune y el tumor, y que permitan una mejor selección de los pacientes que van a 

beneficiarse de estas intervenciones terapéuticas. 

1.7. Búsqueda de biomarcadores 

Un biomarcador es una característica que puede medirse y evaluarse de manera 

objetiva como un indicador de un proceso biológico normal, patológico o como respuesta a 

una intervención terapéutica. En oncología, un biomarcador puede ser un distintivo 

biológico producido por una respuesta específica del cuerpo humano a la presencia del 

cáncer o producido por el mismo tumor [45,46]. Los biomarcadores más empleados en 

oncología incluyen los biomarcadores de cribado, que identifican pacientes con mayor riesgo 

de desarrollar cáncer; los biomarcadores de diagnóstico, que alertan sobre la aparición de la 

enfermedad; los biomarcadores predictivos, que permiten evaluar la probabilidad de 

eficacia de una intervención terapéutica específica; y los biomarcadores pronóstico que 
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permiten evaluar la probabilidad de recurrencia o riesgo de progresión en un paciente, 

independientemente del tratamiento. 

Con el desarrollo de la inmunoterapia, la identificación de biomarcadores predictivos y 

pronósticos en inmuno-oncología ha emergido como un área muy importante de 

investigación. En concreto, la investigación en el campo de los biomarcadores indaga sobre 

la caracterización de la relación entre el tumor y su microambiente, el sistema inmune, y las 

características del huésped.  

Entre los biomarcadores identificados en inmuno-oncología, el nivel de expresión de 

PD-L1 es un biomarcador aprobado por la FDA en el año 2017 que presenta actualmente un 

uso generalizado para dirigir el uso de ICIs en algunos tipos tumorales [47]. Además, en el 

mismo año, la agencia europea de medicamento (EMA) reconoció también su aplicación 

como biomarcador para la inmunoterapia con pembrolizumab en primera y segunda línea 

para CPNM [48]. Diversos estudios han demostrado que la expresión de PD-L1, determinada 

por prueba de inmunohistoquímica, en células tumorales y/o células inmunes infiltradas en 

el tumor se asocia con la respuesta a los ICIs [49–51]. Sin embargo, aunque en la mayoría de 

ensayos existe una relación directa entre el nivel de expresión de PD-L1 y la probabilidad de 

respuesta a un ICI, todavía hay pacientes con PD-L1 indetectable o bajos niveles de 

expresión que también presentan beneficio clínico, y viceversa, pacientes con niveles 

elevados de expresión de PD-L1 que no presentan respuesta a terapias basadas en el uso de 

ICIs [52,53]. De hecho, el uso de este biomarcador todavía presenta varias limitaciones como 

la heterogeneidad temporal y espacial de la expresión de PD-L1, así como la variabilidad en 

los puntos de corte dentro y entre diferentes tipos de tumores [53,54]. 

Por otra parte, la carga mutacional tumoral (TMB), definida como el número de 

mutaciones no sinónimas identificadas en el genoma tumoral, también ha emergido como 

un biomarcador predictivo para identificar pacientes que se benefician de los tratamientos 

con ICIs en diferentes tipos de tumores sólidos [55]. Otros biomarcadores recientemente 

aprobados son: la determinación de la inestabilidad de microsatélites (IMS) y el análisis de 

defectos en el sistema reparación de apareamiento erróneos (MMR) que también se han 
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relacionado con un mayor beneficio clínico en cánceres metastásicos tratados con anti-PD-1 

[56]. Sin embargo, estos biomarcadores también presentan limitaciones. Concretamente, 

para la TMB se requieren mejoras en cuanto a la estandarización de los puntos de cortes 

entre diferentes histologías tumorales. Además también está el hecho de que no todos los 

pacientes que presentan una alta TMB se beneficien de los ICIs, indicando que este 

biomarcador por sí solo no es el predictor perfecto para la selección de pacientes a tratarse 

con inmunoterapia [57]. En cuanto a la IMS/MMR, su correlación con inmunoterapia se 

informó por primera vez en cáncer colorrectal y después se han observado resultados 

similares en otros tipos de cáncer. Sin embargo, también hace falta un esfuerzo en la 

armonización de diferentes metodologías para la determinación del estado de IMS/MMR 

(PCR, secuenciación de nueva generación e inmunohistoquímica) ya que en algunos casos se 

han visto resultados discordantes [58]. 

Debido a los problemas de sensibilidad y especificidad de los biomarcadores existentes, 

la identificación de nuevos biomarcadores que permitan una mejor selección de pacientes y 

proporcionen indicaciones de eficacia y/o toxicidad de las terapias basadas en ICIs es una 

prioridad. En este sentido, estudios recientes sobre el uso potencial de la microbiota 

intestinal como biomarcador para la respuesta a la inmunoterapia abre nuevas puertas en la 

búsqueda de biomarcadores en inmuno-oncología. 

 

2. Microbiota 

2.1. Concepto de microbiota 

El término de microbiota humana se refiere al conjunto de microorganismos 

comensales, simbióticos y patógenos que viven en el cuerpo humano, mientras que el 

término microbioma se refiere al conjunto de genomas o información genética de estos 

microorganismos [59,60]. El intestino humano alberga la comunidad microbiana más 
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compleja, la cual juega un importante papel tanto en el metabolismo como en la modulación 

del sistema inmunitario del individuo. La microbiota intestinal es heterogénea y se estima 

que puede estar integrada por más de 1000 especies bacterianas distintas. La cantidad de 

microorganismos en el lumen intestinal alcanza un número de 1013-1014, que es 10 veces 

mayor que el número de células humanas, y el número de genes que contiene esta 

comunidad de microorganismos es 100 veces superior al número de genes en el genoma 

humano. Estos microorganismos representan alrededor de 1 kg del peso corporal. Por lo 

tanto, la microbiota intestinal podría ser considerada como un “nuevo órgano" del cuerpo 

humano [61–63]. 

2.2. Microbiota y cáncer 

Es bien sabido que muchos microorganismos están estrechamente relacionados con la 

aparición y el desarrollo de tumores. De hecho, las infecciones crónicas pueden llevar a la 

liberación continua de mediadores inflamatorios, de metabolitos potencialmente 

mutagénicos o de moduladores del ciclo celular, aumentando el riesgo de transformación 

celular y carcinogénesis. La relación entre determinados microorganismos con carcinogénesis 

en diferentes órganos, como el colon, el hígado y el pulmón, viene respaldada por 

numerosos estudios en modelos animales libres de gérmenes o tratados con antibióticos 

[64]. Así por ejemplo, estudios en modelos murinos de cáncer colorrectal han demostrado 

que los ratones libres de gérmenes presentan una reducción significativa en la carga tumoral 

intestinal [65]. En cuanto al cáncer gástrico, el modelo murino de gastritis y cáncer gástrico 

infectado con Helicobacter pylori muestra un menor número de lesiones gástricas cuando es 

tratado con antibióticos [66]. En cáncer de pulmón, un estudio en un modelo murino de 

adenocarcinoma pulmonar muestra que los ratones libres de gérmenes o tratados con 

antibióticos presentan una mayor protección a desarrollar cáncer de pulmón inducido por la 

mutación en KRAS y la pérdida de función de p53 [67].  

La primera bacteria clasificada como carcinogénica por el Centro Internacional de 

Investigaciones sobre el Cáncer fue Helicobacter pylori, demostrándose que individuos 
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infectados con esta bacteria presentan un riesgo significativamente mayor de desarrollar 

cáncer gástrico cuando se compara con un grupo control libre de Helicobacter pylori [68,69]. 

Otros ejemplos incluyen la infección por Salmonella typhi, que aumenta significativamente el 

riesgo de cáncer de la vesícula biliar [70], la infección con la cepa genotóxica Escherichia coli 

positiva presenta la relación con cáncer colorrectal [71], Fusobacterium nucleatum 

considerada etiológicamente relacionada con el cáncer colorrectal [72], y Porphyromonas 

gingivalis, que está estrechamente relacionada con la aparición de carcinoma de células 

escamosas en la cavidad oral [73].  

Sin duda, el mayor volumen de información sobre la relación entre microbiota intestinal 

y cáncer está centrada en tumores del tracto digestivo. La microbiota intestinal juega un 

papel importante manteniendo la función fisiológica del huésped y, cuando la composición y 

la función de la microbiota se altera, puede llevar al desarrollo de inflamación crónica que 

está íntimamente relacionada con los procesos de transformación maligna de las células.  

Mediante la secuenciación del gen ácido ribonucleico ribosomal 16S (16S rRNA), se han 

descubierto diferencias significativas en la estructura de la comunidad microbiana intestinal 

de los pacientes con cáncer colorrectal en comparación con la de personas sanas [74]. La 

tasa de detección de Bacteroides en heces en pacientes con cáncer colorrectal es 

significativamente más alta que en población sana; además, la abundancia de Bacteroides se 

correlaciona con la gravedad de esta enfermedad [75]. Estudios genómicos de múltiples 

cohortes han revelado un enriquecimiento de Fusobacterium nucleatum en pacientes con 

cáncer de colon [76]. Además, estudios previos han sugerido que una mayor abundancia de 

Fusobacterium nucleatum se correlaciona con una menor infiltración de células T y una peor 

supervivencia [77,78]. Asimismo, un estudio reciente ha mostrado que los pacientes con 

cáncer colorrectal con una alta carga de Fusobacterium presentan una mayor probabilidad 

de desarrollar recurrencia después de tratamiento con quimioradioterapia neoadyuvante 

[79]. 

Con respecto a la asociación entre microbiota y cáncer de pulmón, se hipotetiza que 

una microbiota alterada y una inflamación crónica también pueden contribuir a la 
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carcinogénesis en el pulmón. La enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) es un 

factor determinante del cáncer de pulmón al aumentar el estrés oxidativo, el daño resultante 

en el DNA y la exposición crónica a citocinas proinflamatorias. Un estudio ha revelado que la 

microbiota del tracto respiratorio está relacionada estrechamente con la EPOC [80]. Además, 

se ha demostrado que los pacientes con cáncer de pulmón presentan una abundancia 

significativamente alta de Capnocytophaga y Veillonella en la saliva en comparación con las 

personas sanas [81]. En cuanto a la relación entre la microbiota intestinal y el cáncer de 

pulmón, se ha encontrado que la administración de antibióticos en ratones con cáncer de 

pulmón acorta la mediana de supervivencia y conduce a la formación de tumores de mayor 

tamaño [82]. Los resultados de un estudio reciente muestran 47 taxones bacterianos con 

diferencias estadísticamente significativas entre pacientes con cáncer de pulmón y personas 

sanas, y entre estos taxones, Actinobacteria, Bifidobacteriaceae y Coriobacteriaceae se 

identifican como los marcadores más relevantes en controles sanos, mientras 

Enterococcaceae, Erysipelatoclostridium y Ruminococcaceae UCG-004 son los más 

significativos en los pacientes con cáncer de pulmón. Además, en este mismo estudio se 

observa que los pacientes con cáncer de pulmón presentan una disminución de la función 

normal de la microbiota intestinal [83]. 

2.3. Microbiota e inmunidad 

La microbiota intestinal tiene un impacto significativo en el sistema inmunitario y tanto 

la composición como los metabolitos derivados de ésta promueven el desarrollo y la 

regulación del sistema inmunitario del huésped. 

La microbiota intestinal puede inducir la producción de inmunoglobulina A (IgA), que 

juega un papel crítico en el control de la población microbiana intestinal en humanos [84]. 

Los microorganismos comensales pueden ser eliminados rápidamente por macrófagos y 

mantenidos en un número relativamente bajo por acción de las células dendríticas (CDs) 

intestinales que estimulan la producción de IgA por los linfocitos B. Las CDs intestinales que 

han reconocido los microorganismos comensales se localizan en los ganglios linfáticos 
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mesentéricos, asegurando que las respuestas inmunitarias a la microbiota intestinal se 

induzcan localmente, sin inducir respuestas inmunes sistémicas [85–88]. 

La homeostasis intestinal depende de la compleja interacción entre la microbiota, el 

epitelio intestinal y el sistema inmunitario del huésped. Las células T CD4+, que incluyen las 

células T helper 1 (Th1), células T helper 17 (Th17) y las células T reguladoras (Tregs), son 

fundamentales para mantener la homeostasis del entorno inmune intestinal en presencia de 

microorganismos simbióticos no patógenos [89–91]. La composición de la microbiota 

intestinal regula el equilibrio de la población de células T, lo que influye en la inmunidad 

intestinal, la tolerancia y la susceptibilidad a la inflamación [92,93]. Las células Th17 son 

abundantes en los tejidos linfoides asociados al intestino y pueden ser inducidas por 

componentes específicos de la microbiota comensal [93]. Por otro lado, las células Tregs 

(CD4+, CD25+, FOXP3+) son clave para mantener la autotolerancia y evitar respuestas 

inflamatorias excesivas. Se ha observado que una combinación de 46 cepas diferentes de 

Clostridia puede aumentar el número y la función de las Tregs en la lámina propia, 

atenuando los síntomas de diarrea experimental y colitis en ratones [94]. Un estudio 

comparativo de ratones libres de gérmenes y ratones colonizados con una combinación de 

comensales definida como benigna resulta en la activación de células Treg intestinales, que a 

su vez es clave para mantener la homeostasis y función de las células T CD4+ y el 

mutualismo entre los microorganismos intestinales y las células T [95]. 

El sistema inmunitario del huésped está modulado por moléculas de patrones 

moleculares asociadas a patógenos o microorganismos (PAMPs o MAMPs, respectivamente) 

y antígenos derivados de microorganismos, cuyo reconocimiento regula los brazos efectores 

y supresores de la inmunidad [64,96,97]. Un tipo de PAMPs muy conocido es el 

lipopolisacárido (LPS), que se encuentra en la pared celular externa de las bacterias 

Gram-negativas. Los PAMPs son detectados por receptores de reconocimiento de patrones 

(PRRs), que monitorizan el estado microbiano, la integridad de la barrera intestinal y 

desempeñan un papel crucial en las respuestas inmunes innatas. Los PRRs incluyen 

receptores tipo Toll (TLRs), receptores tipo Nod (NLRs) y lectinas de tipo C [98,99].  
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La interacción entre la microbiota intestinal y los TLRs tiene implicaciones en la 

regulación del sistema inmunológico. Así por ejemplo, el reconocimiento del polisacárido A 

de Bacteroides fragilis por TLR2 induce respuestas antiinflamatorias, activación de las CD 

plasmocitoides y la producción de interleucina (IL)-10 por parte de células T CD4+ [100,101]. 

TLR4 reconoce principalmente el LPS del componente de la pared celular bacteriana y puede 

inducir la activación de la vía dependiente de MyD88, que regula la activación temprana de 

NF-κβ y la producción de citocinas proinflamatorias [102]. La vía de señalización de TLR5 

puede relacionarse con la respuesta antiinflamatoria induciendo la secreción de antagonista 

del receptor de IL-1 y disminuyendo la actividad de IL-1β y del inflamasoma [103]. 

Los NLRs son sensores intracelulares, que pueden cooperar con los TLRs para regular las 

respuestas inflamatorias y apoptóticas. Se ha demostrado que ratones deficientes en NOD2 

(una subfamilia de NLRs) y pacientes con mutaciones en NOD2 pueden presentar 

alteraciones en la microbiota intestinal [104,105]. Además, distintos estudios han 

demostrado que la expresión de NOD2 en las células epiteliales intestinales protege frente al 

desarrollo de inflamación y de la carcinogénesis asociada, y una deficiencia de NOD2 

aumenta la susceptibilidad al cáncer colorrectal en modelos murinos [105–107]. Por otra 

parte, se ha sugerido un vínculo entre variantes de NOD2 y susceptibilidad a la enfermedad 

de Crohn. Entre los mecanismos que explican esta relación se incluyen una alteración del 

reconocimiento bacteriano y la eliminación y desregulación de la señalización de TLRs, que 

conduce a una mayor inflamación [108]. Por otro lado, algunas proteínas NLRs pueden 

ensamblarse en un complejo multiproteico llamado inflamasoma, que provoca la activación 

de caspasa 1 y el procesamiento de pro-IL-1β y pro-IL-18, responsables de la activación de las 

respuestas inmunes. NLRP6 es uno de los componentes del inflamasoma, y su señalización 

podría estar implicada en la construcción del nicho de colonización intestinal a través de la 

secreción de moco y péptidos de defensa del huésped (PDHs) [109]. Por lo tanto, las 

alteraciones en estos mecanismos podrían facilitar el desarrollo de disbiosis o alteraciones 

de la microbiota intestinal [110].  

Además de los PAMPs, el sistema inmunológico del huésped también puede verse 
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modulado por metabolitos derivados de microorganismos intestinales. Estos metabolitos 

pueden afectar la respuesta inmune del huésped tanto dentro como fuera del intestino. Se 

sabe que algunos de los metabolitos producidos por los microorganismos presentes en la 

flora intestinal tienen efectos beneficiosos. De particular interés son los ácidos grasos de 

cadena corta (AGCCs). La fermentación de la fibra dietética por la microbiota intestinal 

conduce a la producción de AGCCs que están inversamente relacionados con el riesgo de 

cáncer [111]. Los AGCCs incluyen principalmente ácido acético, ácido propiónico y ácido 

butírico, que son moléculas producidas por las bacterias anaeróbicas cuando fermentan los 

componentes de los alimentos (esencialmente la fibra, un hidrato de carbono no digerible) 

en el colon [112]. Los AGCCs microbianos ejercen efectos positivos sobre la mucosa del 

intestino grueso, representando una fuente de energía primaria para las células que 

recubren el epitelio del intestino y manteniendo la homeostasis intestinal a través de 

acciones antiinflamatorias. Además, los AGCCs muestran efectos inmunomoduladores 

importantes, entre ellos regulan la diferenciación de células T, promueven la generación de 

células T efectoras, mejoran la función de la barrera intestinal y de la inmunidad innata, y 

aumentan el metabolismo celular de las células B [113–116]. En relación a esta última 

función, los AGCCs proporcionan energía y componentes básicos para la activación de las 

células B, su diferenciación y la producción de anticuerpos [117–119]. 

En cuanto a la relación entre la microbiota intestinal y el cáncer de pulmón, la hipótesis 

del eje "intestino-pulmón", que apoya la importancia de una microbiota intestinal sana para 

producir respuestas inmunes efectivas en el pulmón, se viene planteando desde hace 

aproximadamente dos décadas [120,121] (Figura 7). La microbiota intestinal juega un papel 

muy importante en el cáncer de pulmón, y por ejemplo, diferentes factores derivados del 

intestino pueden llegar al pulmón a través del sistema linfático y del sistema circulatorio. 

Sobre esta base, se propone que los antígenos producidos en la mucosa de una determinada 

ubicación del cuerpo afectarán a la migración de las células linfoides a otras ubicaciones 

lejanas al sitio de exposición original. En este sentido, la microbiota intestinal y/o los 

metabolitos derivados son capturados/reconocidos por las CDs, ya sea directamente del 

lumen del intestino o después de su translocación, mediada por células M (células epiteliales 
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especializadas en el transporte de antígenos), desde el lumen hasta el tejido linfoide 

asociado al intestino. La combinación de señales liberadas por las bacterias produce cambios 

fenotípicos en las CDs y su migración a los ganglios linfáticos mesentéricos, donde 

promoverán la activación de diversas subpoblaciones de células T [121,122]. Curiosamente, 

el análisis de la respuesta inmune sistémica mediante citometría de flujo revela que los 

pacientes con CPNM que presentan una alta diversidad de la microbiota intestinal tienen 

una mayor frecuencia de subgrupos únicos de células T CD8+ de memoria y células asesinas 

naturales en sangre periférica en respuesta a la terapia con anti-PD-1 [123]. 

Figura 7. Esquema conceptual del eje intestino-pulmón (Modificada de [124]).  
Algunos microorganismos del intestino son capturados por CDs. La combinación de señales liberadas por estos 

microorganismos conduce a cambios fenotípicos en las CDs y su migración hacia a los nódulos linfáticos 

mesentéricos donde promueven la activación de subpoblaciones de células inmunes. Los metabolitos bacterianos 

(por ejemplo, ácidos grasos de cadena corta) y las citocinas también afectan al eje intestino-pulmón y regulan el 

nivel de inflamación y la respuesta inmune. CD: célula dendrítica; IL: interleucina; IgG: inmunoglobulina G; NLM: 

nódulo linfático mesentérico. 

2.4. Factores que modifican la comunidad microbiana 

La disbiosis se define como una alteración de la composición y la función de la 

comunidad microbiana que puede producirse por factores ambientales y/o factores 
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relacionados con el huésped. Puede manifestarse de tres formas diferentes: aumento de 

microorganismos patógenos, pérdida de comensales y pérdida de diversidad [110]. Entre los 

factores que afectan la composición y función de la microbiota podemos destacar: 

- Dieta y antibióticos. La dieta influencia considerablemente la composición de la 

microbiota intestinal [125,126] y el uso de antibióticos puede llegar a inducir una 

perturbación notable en la comunidad microbiana intestinal. De hecho, se ha demostrado 

que la antibioticoterapia puede llegar a afectar hasta el 30% de los microorganismos 

intestinales [127–130].  

- Infección. La disbiosis puede observarse en modelos murinos infectados con 

Citrobacter rodentium [131]. En humanos, las infecciones mixtas virales-bacterianas con 

rotavirus, norovirus y algunas bacterias patógenas como la cepas de Escherichia coli 

enteroagregativa y enteropatógena influyen significativamente en la comunidad de 

microbiota intestinal [132].  

- Genética del huésped. La genética del huésped puede influenciar la composición por 

varios mecanismos. Se ha observado que la composición microbiana es más similar entre 

gemelos en comparación con individuos no relacionados, es más, los gemelos monocigóticos 

tienen mayor similitud en la composición microbiana intestinal que gemelos dicigóticos [133]. 

Además, también se ha reportado que la etnia puede influenciar la composición de la 

microbiota intestinal [134,135]. 

- Tipo de parto. La diversidad y el patrón de colonización de la microbiota intestinal 

durante los primeros tres meses de vida se asocian significativamente con el tipo de parto. La 

cesárea se relaciona con una menor abundancia y diversidad de los filos de Actinobacteria y 

Bacteroidetes, y una mayor abundancia y diversidad del filo de Firmicutes, mientras que los 

géneros Bifidobacterium y Bacteroides son más frecuentes en los recién nacidos por vía 

vaginal [136]. 
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2.5. Microbiota y su relación con las terapias 

oncológicas  

El papel de la microbiota como un factor capaz de modular la respuesta terapéutica se 

ha estado estudiando desde hace tiempo. El trasplante de microbiota fecal (TMF) se remonta 

incluso a la antigua China [137]. La microbiota intestinal se ha relacionado con el tratamiento 

de diferentes enfermedades del sistema digestivo como la enfermedad inflamatoria 

intestinal y el síndrome del colon irritable [138–142], pero también en otro tipo de 

patologías como enfermedades metabólicas [143–145], enfermedades cardiovasculares [146] 

o trastornos mentales (enfermedad de Parkinson, autismo y trastornos de ansiedad) [147–

151]. A continuación se detalla la influencia de la microbiota en la respuesta a diversos 

tratamientos oncológicos. 

Quimioterapia 

La ciclofosfamida es un agente alquilante de DNA, comúnmente utilizado para tratar el 

cáncer y algunas patologías del sistema inmunológico. Estudios recientes han demostrado 

que la microbiota intestinal es necesaria para que la ciclofosfamida ejerza sus efectos 

inmunomoduladores y antitumorales. Se ha reportado que la ciclofosfamida puede causar 

cambios en la composición y diversidad de la microbiota intestinal en ratones [152,153]. Este 

agente induce la translocación de determinadas especies de bacterias Gram-positivas, como 

Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus murinus y Enterococcus hirae, a órganos linfoides 

secundarios, donde estimulan la generación de respuestas inmunes de células Th17 y de 

células de memoria Th1. Ratones portadores de tumores en condición libre de gérmenes o 

tratados con antibióticos específicos para bacterias Gram-positivas muestran una reducción 

en las respuestas de Th17, así como un pobre efecto antitumoral mediado por 

ciclofosfamida. En estos ratones, la transferencia adoptiva de células Th-17 restaura 

parcialmente la eficacia antitumoral de la ciclofosfamida [154].  

En cuanto a los compuestos de platino, Gui y colaboradores estudiaron las funciones 

antitumorales de la microbiota intestinal en tres grupos de ratones con cáncer de pulmón: 
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tratados con cisplatino, con la combinación cisplatino más antibióticos o con la combinación 

cisplatino más Lactobacillus. El estudio demostró que los ratones que recibían cisplatino en 

monoterapia presentaban un menor tamaño tumoral y una alta tasa de supervivencia en 

comparación con los ratones tratados con la combinación de cisplatino y antibióticos. 

Además, los ratones que recibieron cisplatino combinado con Lactobacillus mostraban una 

mejor respuesta al tratamiento y una mayor supervivencia que los que recibieron cisplatino 

en monoterapia o cisplatino combinado con antibióticos [155].  

Radioterapia 

La microbiota también se ha relacionado con la capacidad de respuesta a tratamientos 

radioterápicos. Existen datos que indican que la colonización microbiana intestinal aumenta 

la radiosensibilidad en ratones libres de gérmenes, debido a que la microbiota intestinal 

inhibe la expresión del factor adiposo inducido por el ayuno (FIAF), mientras que la pérdida 

de FIAF provoca un aumento de la radiosensibilidad intestinal [156]. Además, se ha 

encontrado que un polipéptido de Salmonella flagellum alivia los daños en el epitelio 

intestinal y prolonga la supervivencia de los ratones sin reducir la radiosensibilidad del 

tumor [157]. Algunos estudios describen una correlación entre la comunidad microbiana 

intestinal y la radiosensibilidad en modelos murinos tratados con antibióticos (vancomicina). 

En este sentido, la composición microbiana intestinal de los ratones tratados con 

antibióticos es significativamente diferente que los ratones no tratados, y la tasa de 

supervivencia de los ratones tratados es significativamente mayor después de la irradiación 

[158]. 

Tratamiento quirúrgico 

La resección quirúrgica sigue siendo el tratamiento principal en muchos tumores sólidos. 

Sin embargo, la literatura sobre el impacto de la microbiota en el tratamiento quirúrgico es 

realmente limitada. La fuga anastomótica (FA) es una complicación postoperatoria grave en 

la cirugía colorrectal. El desarrollo de FA se asocia con una baja diversidad microbiana y con 

una gran abundancia de los géneros Bacteroides y Blautia [159]. Una posible explicación de 
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esta mayor abundancia podría ser que ninguno de estos dos géneros produce ácido butírico, 

y niveles bajos de este AGCC podrían provocar la privación de energía e impedir la función 

normal de las células epiteliales del colon [159]. En este sentido, la suplementación con 

ácido butírico intestinal postoperatorio mejora la anastomosis en un modelo de rata [160]. 

Además, un previo estudio ha demostrado que la alta abundancia de Fusobacterium 

nucleatum en el tejido tumoral colorrectal está asociada con el peor resultado del 

tratamiento quirúrgico [161]. 

Inmunoterapia basada en ICIs 

En los últimos años, numerosos estudios han analizado la relación entre la microbiota 

intestinal y la inmunoterapia. Los CIs (CTLA-4, PD-1 y PD-L1) son reguladores de la respuesta 

inmune y tienen una función importante en el mantenimiento de la homeostasis y tolerancia 

inmunológica, en este sentido, la inhibición de los CIs ha creado un nuevo estándar de 

tratamiento para pacientes con cáncer, ya que su bloqueo puede eliminar la 

inmunosupresión y activar las respuestas inmunitarias antitumorales [162]. Sin embargo, a 

pesar de los avances en la clínica, la realidad es que todavía son muchos los pacientes que 

no responden a este tipo de tratamiento. Además de la genómica tumoral otros factores 

relacionados con el huésped y la microbiota intestinal también pueden influir en las 

respuestas terapéuticas. La diferente composición de la microbiota se ha estudiado 

recientemente como una de las variables que explican la heterogeneidad en las respuestas a 

los ICIs que se observa entre los pacientes [163–165]. Diferencias en la diversidad y 

composición microbiana intestinal entre los pacientes respondedores y no respondedores al 

tratamiento con ICIs se han evidenciado en varios estudios, siendo de gran relevancia los 

trabajos publicados en la revista Science por Vetizou, Gopalakrishnan, Matson [164,166,167]. 

Así por ejemplo, en uno de estos trabajos, Vetizou y colaboradores mostraron que el 

bloqueo de CTLA-4 en ratones portadores de tumores era ineficaz en la condición libre de 

gérmenes. En su estudio observaron que Bacteroides fragilis estaba asociada con mayor 

eficacia de la terapia con anti-CTLA-4. De esta manera, tanto la suplementación alimentaria 

de esta bacteria, la inmunización con polisacáridos específicos de Bacteroides fragilis o la 
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transferencia adoptiva de células T específicas para Bacteroides fragilis fueron capaces de 

rescatar la eficacia del tratamiento con anti-CTLA en ratones portadores de tumores 

previamente tratados con antibióticos o crecidos en condiciones libres de gérmenes, al 

inducir respuestas inmunes Th1 y promover la maduración de CDs intratumorales. Además, 

Frankel y colaboradores reportaron un enriquecimiento de Bacteroides thetaiotaomicron, 

Faecalibacterium prausnitzii y Holdemania filiformis en muestras fecales de pacientes con 

melanoma metastásico que respondían a tratamiento con ICIs [168]. Otro estudio ha 

demostrado que una alta diversidad de la microbiota intestinal y una alta abundancia de 

Ruminococcaceae y Faecalibacterium mejoran las respuestas inmunes sistémicas y 

antitumorales mediadas por una mejora en la presentación de antígenos y en la función de 

las células T efectoras tanto en la periferia como en el microambiente tumoral [166]. 

También se han encontrado diferencias de composición microbiana entre pacientes con 

CPNM respondedores y no respondedores a nivolumab. Los pacientes respondedores 

presentan un enriquecimiento de Alistipes putredinis, Bifidobacterium longum y Prevotella 

copri, mientras que Ruminococcus prevalece en pacientes no respondedores [123]. Cabe 

destacar que estudios con TMF de muestras fecales procedentes de pacientes 

respondedores resultan en un mejor control de la enfermedad en ratones portadores de 

tumores y mayor eficacia del tratamiento con anti-PD-1/PD-L1. Entre los mecanismos 

posibles, se ha demostrado un aumento del número de células T citotóxicas CD8+ y un 

menor número de células mieloides supresoras y Tregs en el interior de los tumores de los 

ratones trasplantados [166,167]. Akkermansia muciniphila es otra bacteria cuya mayor 

abundancia ha sido asociada con resultados clínicos favorables en pacientes con CPNM 

tratados con anti-PD-1 [163]. Las evidencias anteriores apoyan la importancia de mantener 

una flora intestinal saludable que ayude a modular la inmunoterapia en el cáncer de una 

manera eficaz. 

Además, diversas cepas bacterianas han mostrado potencial bioterapéutico. Sivan y 

colaboradores demostraron que la tasa de crecimiento tumoral podría diferir dependiendo 

de la composición de las bacterias comensales [169]. Mediante la secuenciación del gen 16S 

rRNA, estos autores vieron que Bifidobacterium se asociaba con un mejor control del 
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crecimiento tumoral. Además, la administración oral de Bifidobacterium resultaba en una 

reducción del tamaño del tumor del mismo nivel que la que se conseguía con un tratamiento 

anti-PD-L1, y que la combinación conducía a una eliminación completa del tumor. 

Bifidobacterium es capaz de potenciar la función de las células dendríticas, activar células T 

CD8+ y promover la acumulación de estos linfocitos T citotóxicos en el microambiente 

tumoral, aumentando la respuesta inmune antitumoral. De la misma manera, Tanoue y 

colaboradores aislaron una combinación de 11 cepas bacterianas de muestras fecales de 

individuos sanos capaces de inducir células T CD8+ productoras de Interferón (IFN)-γ en el 

intestino y observaron que la colonización de ratones con esta combinación de bacterias 

resultaba en una mayor eficacia terapéutica de los ICIs [170]. 

En línea con los hallazgos comentados previamente, se ha visto que una alteración 

general de la diversidad y de la composición de la microbiota intestinal por el uso de 

antibióticos puede afectar la eficacia de los ICIs. Diversos estudios demuestran que la 

condición libre de gérmenes o el tratamiento antibiótico en ratones portadores de tumores 

muestra efectos antitumorales comprometidos para los ICIs [163,164]. En concordancia con 

estos datos, los resultados de ensayos en pacientes indican que el tratamiento de 

antibióticos se asocia con una disminución en el beneficio clínico aportado por los ICIs en 

diferentes tipos de tumores [171–173]. De hecho, el uso de antibióticos también se 

correlaciona con una menor supervivencia en pacientes con melanoma y CPNM que reciben 

tratamiento con ICIs en comparación con los no tratados con antibióticos [172,173]. Sin 

embargo, aunque el efecto negativo en el tratamiento con ICIs ha sido ampliamente 

demostrado, algunos estudios muestran resultados opuestos. Huemer y colaboradores no 

observaron la influencia negativa del uso de antibióticos en la terapia con ICIs en una estudio 

bicéntrico en pacientes con CPNM [174]. Asimismo, otros estudios también reportan 

resultados clínicos similares para la inmunoterapia en pacientes de CPNM avanzado tratados 

y no tratados con antibióticos [123,175]. Debido a la incertidumbre de los efectos sobre el 

tratamiento con ICIs, la relación entre antibióticos y la efectividad de los ICIs debe ser un 

área de investigación prioritaria. 
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En la Figura 8 se intenta resumir los resultados previamente mencionados. 

Figura 8. Posibles mecanismos utilizados por la microbiota intestinal para modular el 
tratamiento del cáncer (fuente: elaboración propia).  
Enterococcus hirae, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus murinus y Lactobacillus bacteria influyen a la 

quimioterapia [154,155]; Salmonella flagellum y el uso de vancomicina relacionan con la radioterapia [157,158]; 

Bacteroides fragilis, Bifidobacterium, Akkermansia muciniphila y la alta diversidad microbiana presentan relación 

con la inmunoterapia [123,163,164,167]; Fusobacterium nucleatum, Bacteroides y Blautia presentan la relación 

con cirugía [159,161]. Th: células T helper; CTLA-4: antígeno-4 asociado al linfocito T citotóxico; PD-1/PD-L1: 

proteína 1 de muerte programada/ ligando de la proteína 1 de muerte programada; IFN-γ: Interferón-γ; ROS: 

Especies reactivas de oxígeno; GZMB: granzima B. 
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2.6. Metodologías para el análisis de la microbiota 

La identificación de los microorganismos que componen la comunidad microbiana 

presente en el intestino depende de los métodos utilizados para su estudio. Los métodos de 

identificación tradicional se basan principalmente en el cultivo de microorganismos. 

Actualmente, el cultivo de microorganismos se utiliza principalmente para el aislamiento 

microbiano, el estudio de las funciones metabólicas, la evaluación de la susceptibilidad a los 

antibióticos y la patogenicidad. Este método es laborioso, consume tiempo y presenta poca 

sensibilidad, ya que un gran porcentaje de microorganismos intestinales no se pueden 

cultivar en un entorno de laboratorio [176].  

En 1998, Handelsman y colaboradores propusieron el concepto de metagenómica para 

estudiar todo el genoma microbiano en el medio ambiente y disponer de una información 

exhaustiva de las características de toda la población, su diversidad, actividad funcional, 

interrelación e impacto ambiental [177]. Actualmente, para estudiar la microbiota, la 

tecnología más utilizada es la secuenciación de nueva generación (NGS), que permite 

aumentar la eficacia, economizando costes. Para secuenciar el microbioma, se utilizan 

principalmente dos métodos principales basados en la NGS: la secuenciación dirigida del gen 

16S rRNA o la secuenciación del genoma completo. 

Actualmente, la secuenciación del gen 16S rRNA es un método ampliamente usado para 

el análisis de la composición de la microbiota. Este gen está compuesto por una región 

conservada y una región variable (Figura 9) . La región conservada es común en todas los 

microorganismos, mientras que la región variable, formada por 9 regiones hipervariables 

(V1-V9), se modifica según el grado de parentesco entre los microorganismos y su análisis 

permite identificar de forma específica cada tipo de microorganismos. Mediante el análisis 

de la región variable o de la secuencia completa y la comparación de homología de las 

secuencias, se puede calcular incluso la distancia en la evolución genética de diferentes 

bacterias. En los últimos años, con el desarrollo de las tecnologías de secuenciación, la base 

de datos donde se incluyen las secuencias del gen 16S rRNA de diferentes microorganismos 
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se ha enriquecido enormemente [178–180]. Además, como el estudio de un solo gen es más 

económico y más fácil en su ejecución que la secuenciación del genoma bacteriano 

completo, la secuenciación del gen 16S rRNA se ha convertido en un método ampliamente 

utilizado. 

Figura 9. Esquema del complejo ribosómico y del gen 16S rRNA (Modificada de [181]). 	
Los recuadros grises y blancos indican las regiones hipervariables (V1-V9) y las regiones conservadas, 

respectivamente. Las flechas muestran las posiciones aproximadas de los cebadores universales en la secuencia 

del gen 16S rRNA de Escherichia coli. 

Por todo lo expuesto, y dada la elevada mortalidad del cáncer de pulmón y el elevado 

porcentaje de pacientes que no responden a los tratamientos con ICIs, se hace necesaria la 

identificación de nuevos biomarcadores más eficaces en este contexto clínico. En los últimos 

años la composición de la microbiota intestinal se ha empezado a relacionar con el cáncer y 

su modificación se ha propuesto como alternativa para su tratamiento. Pero como hemos 

mencionado, la comunidad microbiana intestinal se ve afectada por muchos factores y 

distintos experimentos han revelado que diferentes microorganismos intestinales juegan un 

papel importante en el tratamiento con ICIs. Por este motivo, en la presente tesis doctoral 

se plantea avanzar en el análisis de la microbiota intestinal y su relación con las 

características clínico-patológicas, la respuesta al tratamiento con ICIs y el pronóstico en 

pacientes con CPNM en estadios avanzados.
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1. Objetivo principal 

El objetivo principal de este trabajo de tesis doctoral es caracterizar de forma 

exhaustiva la microbiota intestinal en pacientes con CPNM en estadios avanzados tratados 

con ICIs mediante NGS, evaluando el papel que puede tener como posible nuevo 

biomarcador predictivo y/o pronóstico trasladable a la práctica clínica. 

2. Objetivos específicos 

1. Analizar la composición de la microbiota intestinal en pacientes con CPNM en estadios 

avanzados que recibirán tratamiento con ICIs mediante la tecnología de NGS. 

2. Analizar la relación entre la composición y diversidad de la microbiota intestinal y las 

características demográficas, clínico-patológicas, hábitos alimentarios y uso de 

antibióticos de la población en estudio. 

3. Evaluar las posibles diferencias en la diversidad y la composición microbiana intestinal 

en función de la respuesta al tratamiento y efectos adversos inmunorelacionados con 

ICIs. 

4. Correlacionar la microbiota intestinal con variables pronósticas en pacientes con CPNM 

tratados con ICIs.  

5. Determinar la posible utilidad de microbiota intestinal como biomarcador para el 

tratamiento con ICIs en pacientes con CPNM avanzado. 
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1. Pacientes y muestras 

1.1. Pacientes 

Un total de 69 pacientes con CPNM avanzado fueron incluidos en este estudio de forma 

prospectiva entre febrero de 2017 y noviembre de 2019. Todos los pacientes provinieron del 

Consorcio Hospital General Universitario de Valencia, y tenían confirmación diagnóstica de 

CPNM en estadios avanzados según la 8º edición del sistema de estadificación TNM [17]. El 

Comité de Ética e Investigación Clínica de la institución aprobó este proyecto de investigación 

previo al inicio del mismo (Ver Anexo 2). El estudio se llevó a cabo de acuerdo a la 

Declaración de Helsinki y a los requisitos regulatorios a nivel nacional. Todos los pacientes 

fueron informados sobre los objetivos del proyecto y firmaron el correspondiente 

consentimiento para el uso de sus muestras biológicas con fines de investigación (Ver Anexo 

3).  

Los pacientes seleccionados fueron aquellos candidatos a recibir tratamiento con ICIs 

durante el tiempo que duró el reclutamiento. Los criterios de exclusión fueron los siguientes: 

pacientes con trastorno gastrointestinal activo previo al tratamiento con ICIs, pacientes con 

síndrome de inmuno-deficiencia adquirida, pacientes con enfermedad autoinmune grave y/o 

activa. 

Todos los pacientes recibieron tratamiento estándar en monoterapia con ICIs: i) 

pembrolizumab en primera línea (2 mg / kg, cada 3 semanas; n= 37), ii) nivolumab en 

segunda o tercera línea (3 mg / kg, cada 2 semanas; n= 20), o iii) atezolizumab en segunda o 

tercera línea (1200 mg, cada 3 semanas; n= 12).  

1.2. Variables demográficas y clínico-patológicas 

Las características demográficas como el sexo, fecha de nacimiento, hábito de fumar y el 

uso de antibióticos en 3 meses previo al tratamiento, etc., así como las clínico-patológicas 
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que incluyen el subtipo histológico, estado funcional, estadio tumoral, expresión de PD-L1, 

tamaño tumoral, presencia de metástasis, respuesta al tratamiento, toxicidades relacionadas 

con la inmunoterapia y fecha de progresión o exitus de cada paciente se recogieron en las 

historias clínicas debidamente anonimizadas. Además, se recogieron los datos de hábitos 

alimentarios mediante un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (ver Anexo 4), 

que consiste en una lista encerrada de alimentos para determinar la frecuencia habitual 

(nunca, diaria, semanal, mensual o anual) de consumo de cada uno de los alimentos en el 

último año. 

Los criterios de Response Evaluation Criteria in Solid Tumors version 1,1 (RECIST 1,1) 

[182], se utilizó para determinar la tasa de respuestas objetivas, y las respuestas se 

clasificaron en respuesta completa (RC), respuesta parcial (RP), enfermedad estable (EE) y 

progresión de enfermedad (PE). De acuerdo a la respuesta objetiva, los pacientes se 

estratificaron en dos grupos: grupo de beneficio clínico duradero (BCD) que agrupa los 

pacientes con RC, RP o EE durante más de 6 meses, y grupo no beneficio clínico duradero 

(no-BCD) definido como PE dentro de los 6 meses después del inicio de tratamiento. 

Los datos de las toxicidades relacionadas con la inmunoterapia se obtuvieron de las 

historias clínicas de los pacientes, clasificándose en diferentes tipos de eventos adversos 

órgano-específicos: endocrinopatía (hipofisitis, alteraciones tiroideas e insuficiencia adrenal), 

dermatológicas (erupción cutánea, prurito, vitíligo, etc.), gastrointestinales (diarrea y colitis), 

pulmonar (neumonitis), renal (deterioro de la función renal), hepatotoxicidad (alteraciones 

de las enzimas hepáticas). 

Las variables pronósticas, tales como la supervivencia libre de progresión (SLP) y 

supervivencia global (SG), se estimaron desde el inicio del tratamiento hasta la fecha de 

progresión (siguiendo los criterios de RECIST 1,1) o exitus, respectivamente. En los casos no 

censurados, la fecha considerada para los cálculos fue la última evaluación registrada. 
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1.3. Muestras 

Las muestras de material fecal se recogieron previo al inicio de tratamiento con 

inmunoterapia, mediante el uso del kit EasySampler-Complete Stool Collection (ALPCO). En la 

Figura 10 se muestran los materiales necesarios previstos en el kit para la toma y 

preservación de la muestra hasta su traslado al laboratorio. 

Figura 10. Componentes del EasySampler-Complete Stool Collection Kit.  
Cada kit contiene 1 tubo de plástico con tapón de rosca, 1 papel de recogida	EasySampler®, 2 cucharas de papel 

colectoras y 2 guantes. 

Una vez tomada la muestra pueden darse diversas situaciones:  

- Si la muestra se obtuvo en casa del paciente en un período inferior a las 6 horas hasta su 

traslado al laboratorio, se debía guardar en nevera a +4°C y el traslado al laboratorio se 

realizaba en frío, con un acumulador de frío provisto en el kit de recogida de muestra. 

- Si la muestra se obtuvo en casa del paciente por un período superior a las 6 horas, se 

debía guardar en el congelador (-20°C) y el traslado al laboratorio se realizaba también 

con el acumulador de frío. 

Una vez recepcionadas las muestras en el laboratorio, éstas fueron almacenadas a -80°C 

hasta su procesamiento. 
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2. Extracción del DNA 

El procedimiento de preparación de las muestras y el protocolo para aislar DNA fueron 

realizados de acuerdo a las instrucciones del fabricante con el kit comercial QIAamp® Fast 

DNA Stool Mini Kit (Qiagen). A continuación se describen en detalle los pasos que deben 

realizarse de forma secuencial: 

- Pesar 100 mg de muestra en un tubo de microcentrífuga de 2 ml y colocar el tubo en 

hielo. 

- Agregar 1 ml de InhibitEX Buffer a cada muestra. Agitar en vórtex continuamente hasta 

que la muestra de heces esté completamente homogeneizada. 

- Calentar la suspensión durante 10 minutos a 99°C.  

- Centrifugar la muestra a 16.100 g durante 1 minuto en una microcentrífuga (Eppendorf 

5415R Centrifuge, Eppendorf) para sedimentar las partículas de heces. 

- Añadir 30 μl de proteinasa K en un nuevo tubo de microcentrífuga de 1,5 ml y agregar a 

esta solución 400 μl de sobrenadante del tubo de heces. 

- Añadir 400 μl de Buffer AL y agitar en vórtex durante 15 segundos. Incubar a 70°C 

durante 10 minutos. 

- Agregar 400 μl de etanol (96–100%) al lisado y mezclar por vórtex. 

- Aplicar cuidadosamente 600 μl de lisado del paso anterior a una columna QIAamp. 

Centrifugar a 16.100 g durante 1 minuto.  

- Realizar un lavado de la columna con 500 μl de Buffer AW1 y luego con 500 μl de Buffer 

AW2. Colocar la columna de centrifugación QIAamp en un nuevo tubo de recolección de 

2 ml. Centrifugar a 16.100 g durante 3 minutos, para eliminar cualquier resto de las 

soluciones de lavado. 

- Transferir la columna de centrifugación QIAamp a un nuevo tubo de microcentrífuga de 

1,5 ml etiquetado y pipetear 60 μl de agua directamente sobre la membrana QIAamp. 

Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente, y después centrifugar a 16.100 g 

durante 1 minuto para eluir el DNA. 
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La determinación de la concentración del DNA se realizó mediante la lectura de 

fluorescencia emitida por la muestra al añadirle una enzima y sustrato (Qubit dsDNA HS 

Assay Kit) mediante un Qubit® 3,0 Fluorometer (Thermo Scientific).  

Las muestras se deben llevar a una concentración de 5 ng/ul para la preparación de 

librerías y su posterior secuenciación. La secuenciación se realizó en el laboratorio del 

Servicio de Secuenciación y Bioinformática de Fundación para el Fomento de la Investigación 

Sanitaria y Biomédica de la Comunitat Valenciana (FISABIO). 

 

3. Secuenciación de nueva generación (NGS) 

3.1. Preparación de librería 

Para proceder a la secuenciación, se prepararon librerías de las regiones hipervariables 

V3 y V4 del gen que codifica para el 16S rRNA (Figura 11). Se obtuvieron fragmentos 

amplificados de un tamaño de aproximadamente 460 pb mediante el uso de cebadores con 

adaptador. Las secuencias correspondientes al adaptador- cebador directo (forward) para la 

región V3 y al reverso (reverse) que mapea en la región V4 son las siguientes: 

Forward: 5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3’ 

Reverse: 5’-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3’ 
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Figura 11. Esquema del protocolo usado para la secuenciación de las regiones V3 y V4 del 
gen 16S rRNA.  
Adaptado de 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation, Illumina.	

3.1.1. Amplificación de fragmentos V3 y V4 

El primer paso de la preparación de las librerías consiste en una amplificación de los 

segmentos a secuenciar, usando los adaptadores-primers listados en el apartado anterior. 

Para la reacción de amplificación se utilizaron placas de PCR de 96 pocillos y se preparó una 

mezcla conteniendo el DNA de cada muestra y los reactivos que se detallan en la Tabla 2. 

A continuación, se selló la placa y se realizó la PCR en un termociclador Veriti Thermal 

Cycler (Thermo Fisher Scientific) utilizando el programa descrito en la Tabla 3. 
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Tabla 2. Componentes de la reacción para amplificación V3 y V4. 

Reactivo Volumen 

DNA extraído de heces (5 ng/μl) 

Amplicon PCR Forward Primer 1 μM 

Amplicon PCR Reverse Primer 1 μM 

2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 

2,5 μl 

5 μl 

5 μl 

12,5 μl 

Total 25 μl 

 

Tabla 3. Programa de ciclado para la reacción de amplificación. 

Temperatura Tiempo 

95°C 3 minutos 

25 ciclos de: 

95°C 

55°C 

72°C 

 

30 segundos 

30 segundos 

30 segundos 

72°C  5 minutos 

4°C ∞ 

3.1.2. Limpieza de amplicones 

Para la limpieza de los amplicones y eliminación de restos de cebadores, nucleótidos y 

enzimas se utilizó el AgencourtTM AMPureTM XP Reagent (Beckman Coulter) que consta de 

unas partículas magnéticas (beads) capaces de unir DNA. Brevemente, se centrifugó la placa 

de PCR a 1000 g para recoger la condensación. Se homogenizaron las beads AMPure XP 

mediante una agitación durante 30 segundos y se añadieron 20 µl a cada pocillo, seguido de 

una incubación de 5 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se colocó la placa en un soporte magnético, y tras la precipitación 
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magnética se desechó el sobrenadante con una pipeta multicanal. Seguidamente, se 

realizaron dos lavados con etanol al 80%. Tras los lavados, se retiró la placa del soporte 

magnético y se le agregó 52,5 µl de Tris 10 mM pH 8,5 a cada pocillo, permitiendo la 

liberación de los fragmentos de DNA de las beads.  

A continuación, se volvió a colocar la placa en el soporte magnético y se recogieron 50 

µl del sobrenadante que se pasaron a una nueva placa para su uso posterior. 

3.1.3. Ligación de índices a amplicones 

Para la ligación de los índices necesarios para la identificación de cada muestra se 

realizó una nueva PCR. En este caso, se usaron los índices del kit Nextera XT Index Kit 

(Illumina), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, se transfirieron 5 µl 

del DNA amplificado de la reacción anterior a cada pocillo de una placa de 96 pocillos. 

Seguidamente se dispusieron los cebadores de índice 1 y 2 en la placa TruSeq Index Plate 

Fixture (Illumina), según la disposición que se muestra en la Figura 12, y se colocó la placa 

conteniendo los 5 µl de DNA del producto de PCR en el soporte TruSeq Index Plate Fixture. 

 

Figura 12. Accesorio de placa TruSeq Index. 
Adaptado de 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation, Illumina. 

Posteriormente, se añadieron los componentes de la mezcla de reacción como se indica 

en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Componentes de la reacción para la ligación. 

Reactivo Volumen 

DNA (proveniente de la reacción de 
amplificación previa) 

Nextera XT Index Primer 1 (N7xx) 

Nextera XT Index Primer 2 (S5xx) 

2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 

H2O 

 
5 μl 

5 μl 

5 μl 

25 μl 

10 μl 

Total 50 μl 

A continuación, la placa se selló y se centrifugó a 1000 g durante 1 minuto. 

Seguidamente, se realizó la PCR en un termociclador Veriti Thermal Cycler (Thermo Fisher 

Scientific) utilizando el programa descrito en la Tabla 5. 

Tabla 5. Programa de ciclado de amplificación de las reacciones de ligación. 

Temperatura Tiempo 

95°C 3 minutos 

8 ciclos de: 

95°C 

55°C 

72°C 

 

30 segundos 

30 segundos 

30 segundos 

72°C  5 minutos 

4°C ∞ 

3.1.4. Segunda limpieza de amplicones 

Se realizó una segunda limpieza de forma análoga a la del punto “3.1.2. Limpieza de 

amplicones”, con 56 µl de AgencourtTM AMPureTM XP Reagent (Beckman Coulter). Se 

obtuvieron 25 µl de DNA resuspendido en Tris 10 mM pH 8,5. 
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3.1.5. Validación de librerías 

Después de la segunda limpieza de amplicones, se tomó 1 μl de una dilución 1:50 de la 

librería preparada para analizar la calidad y el tamaño de los fragmentos de la misma en un 

bioanalizador (Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer), usando el dispositivo específico para 

DNA Bioanalyzer DNA 1000 (Agilent). De esta forma se puede conocer con mayor exactitud 

el tamaño de los fragmentos amplificados y la posible degradación de los mismos. El tamaño 

esperado es de ~ 550 bp. 

3.1.6. Cuantificación, normalización y combinación de librerías 

Para poder realizar una normalización de las librerías preparadas, se realizó una 

cuantificación de las librerías mediante métodos fluorométricos, usando el fluorómetro 

Qubit® 2,0. Se calculó la concentración de DNA in nM, teniendo en cuenta el tamaño de los 

amplicones, determinado previamente por el bioanalizador, mediante la siguiente fórmula: 

Concentración en ng/μl 
660 g mol⁄  x tamaño medio de la librería 

 x 106 =Concentración en nM 

Todas las muestras fueron llevadas a una concentración de 4 nM y se cogieron 5 μl de 

cada una para realizar una mezcla o combinación de librerías con índices únicos.  

3.1.7. Desnaturalización y carga de librerías para secuenciar 

Previamente a la secuenciación, la mezcla de librerías se desnaturalizó con una solución 

de NaOH 0,2 N en proporción 1:1. Posteriormente, las librerías desnaturalizadas se diluyeron 

1:100 en el tampón de hibridación. Seguidamente, se realizó otra dilución 1:5 para tener una 

concentración final de 4 pM. Paralelamente, se desnaturalizó el control PhiX de 4 nM con 

NaOH 0,2 N en proporción 1:1, y se realizaron los mismos pasos hechos para el resto de 

librerías. Finalmente, se mezclaron 570 μl de la dilución de librerías desnaturalizadas y 30 μl 

de la dilución del control PhiX desnaturalizada a la misma concentración y estos 600 μl son 
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los que se cargaron en la celda (flow cell) para realizar la secuenciación. 

3.2. Secuenciación 

Las librerías generadas fueron secuenciadas en el laboratorio del Servicio de 

Secuenciación y Bioinformática de FISABIO. Para la realización de la secuenciación, se utilizó 

el secuenciador MiSeq (Illumina). Brevemente, las cadenas moldes de DNA son fijadas en la 

superficie de unas celdillas, asegurando una alta estabilidad de los moldes ligados. Cada 

fragmento es amplificado y la amplificación en fase sólida crea hasta 1000 copias idénticas 

de cada molde. La amplificación se lleva a cabo mediante una PCR en puente (Figura 13A), es 

decir, los fragmentos se amplifican a partir de unos cebadores unidos a una superficie sólida. 

A las cadenas sencillas se añade un cebador para la secuenciación y, para el DNA de doble 

cadena, se elimina la cadena original, dejando la cadena complementaria como molde para 

la segunda secuenciación [183]. 

Las cadenas molde de DNA se secuencian por ciclos repetidos, donde cada uno de los 

cuatro terminadores reversibles utilizados está marcado con un fluoróforo diferente, para 

que se detecte cada base cuando es incorporada a las cadenas moldes de DNA (Figura 13B) . 

Una vez ligados los cuatro terminadores, se bloquea la polimerización, por lo que la enzima 

polimerasa sólo puede añadir una base a cada cadena sintetizada. Debido a que los 

nucleótidos se añaden simultáneamente, existe una competencia natural y se minimizan los 

errores de incorporación. Tras cada ciclo, se eliminan los terminadores no incorporados. 

Además, las secuencias de DNA producidas en el proceso de secuenciación son de longitud 

uniforme porque las bases individuales se añaden a todos los moldes en una forma 

equitativa. De esta forma, la secuenciación consigue alta sensibilidad, eliminando 

virtualmente los errores específicos de la secuencia, permitiendo asignaciones de regiones 

de secuencias repetidas y homopolímeros, y favoreciendo la secuenciación de los millones 

de clústeres de la superficie de la flow cell en la misma carrera. 
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Figura 13. Amplificación en puente y secuenciación por síntesis mediante terminadores 
reversibles según el método de Illumina®. 
(A). La amplificación de los fragmentos de DNA se realiza mediante el método de PCR en puente. Brevemente, el 

fragmento de DNA se ancla a en una superficie de celdillas por medio de la unión de sus adaptadores a los 

oligonucleótidos complementarios. La polimerasa genera una hebra reversa complementaria y la hebra original 

es retirada. A continuación, la hebra reversa se pliega y queda en forma de puente, donde la polimerasa genera 

una hebra complementaria idéntica a la original. El proceso se repite masivamente. Al finalizar la amplificación 

clonal, se retiran todas las hebras reversas, quedando únicamente las hebras idénticas a las originales. (B). 

Durante la secuenciación por síntesis, se introducen nucleótidos modificados con etiquetas fluorescentes 

específicas para cada tipo. Los nucleótidos utilizados presentan una modificación química (terminadores 

reversibles) que evita la unión de más de un nucleótido marcado en cada sitio de reacción, de tal manera que se 

puede ubicar el que corresponde a cada punto en la secuencia y se disminuye el riesgo de errores en la 

secuenciación. Cada vez que una base se adhiere emite una fluorescencia propia que permite su identificación. La 

etiqueta se elimina antes de la colocación del siguiente nucleótido para evitar que dos bases emitan señal a la 

vez. 

La determinación de la identidad de la base insertada se realiza por la excitación 

inducida por un láser de los fluoróforos con los que estaban marcadas cada una de las bases 

que se incorporan durante la reacción de síntesis. Al final, las bases se asignan de acuerdo al 

fluoróforo y a la intensidad de señal obtenida durante cada ciclo. 
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3.3. Procesamiento de las secuencias 

De cada muestra analizada mediante el equipo MiSeq, se obtuvo un archivo en formato 

FASTQ que contiene la secuencia de bases de cada fragmento amplificado de la región 

V3-V4.  

En primer lugar, la evaluación de la calidad de las secuencias se llevó a cabo mediante el 

programa FastQC. Para el análisis de la calidad de la secuencia por base se recogieron los 

siguientes parámetros: el contenido de cada nucleótido por secuencia (incluido el contenido 

de guanina y citosina y de nucleótidos sin base asignada), la longitud de las secuencias o el 

contenido de adaptadores se recogen. A continuación, se realizó la filtración por calidad y 

longitud de las secuencias obtenidas mediante el uso del programa prinseq-lite [184]. Para 

ello, se aplicaron los siguientes filtros: longitud mínima de 50 bases, la ausencia de bases sin 

asignar y los extremos de secuencias que no llegan a la calidad de Q20. El índice de calidad 

Phred (Q) se otorga de forma individual a cada nucleótido, reflejando la probabilidad de que 

ese determinado nucleótido sea erróneo (P), y se calcula como: 𝑄 = −10 log*+ 𝑃 . 

Posteriormente, se empalmaron las secuencias directa y reversa con un solapamiento de 20 

bases o más y un porcentaje de diferencias menor del 25% mediante el programa FLASH 

[185].  

El análisis de metataxonomía de las secuencias obtenidas se realizó usando la 

plataforma bioinformática Qiime 2, originalmente citada en el estudio de Caporaso y col 

[186]. La DADA2 se utilizó para la eliminación del ruido, unión de extremos y eliminación de 

quimeras [187]. Las secuencias que presentaron identidad iguales o superiores al 97% se 

asignaron en las afiliaciones taxonómicas mediante el programa Naive Bayesian classifier de 

la plataforma Qiime 2. La base de datos utilizada para esta asignación taxonómica fue SILVA 

release 132 [188]. La composición taxonómica de la microbiota intestinal se generó por 

niveles: reino, filo, clase, orden, familia, género y especie.  
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3.4. Análisis de resultados de secuenciación 

En el estudio de la composición de la comunidad microbiana basada en la taxonomía 

del gen 16S rRNA de cada reino, filo, clase, orden, familia, género o especie se informó el 

número de lecturas identificadas en el proceso de secuenciación. Además, se calculó la 

abundancia relativa en base al número de lecturas totales reportadas para cada muestra. 

Con la finalidad de estudiar las características globales de la microbiota intestinal, se 

analizó la biodiversidad de tipo alfa y beta. La alfa-diversidad consiste en la estructura de 

una comunidad ecológica con respecto a su riqueza (número de grupos taxonómicos 

distintos), uniformidad (distribución de las abundancias de los grupos), o ambos [189]; 

mientras que la beta-diversidad refiere al grado de diferencia de la composición microbiana 

entre distintos individuos o comunidades, también definida como el cambio biótico a través 

de gradientes ambientales [190], y utilizó el análisis de componentes principales (ACP) para 

describir la beta-diversidad en nuestro estudio. 

Los parámetros de alfa-diversidad más utilizados son: 

- Índice de Chao 1: estimador basado en abundancia de riqueza de microbiota, 

calculada como: 

𝐶ℎ𝑎𝑜	1=𝑆 +
𝑎4

2𝑏
 

Donde S indica cantidad de especies únicas en una muestra, a indica la cantidad de 

especies únicas, b indica la cantidad de especies representadas por exactamente dos 

individuos en la muestra. 

- Índice de Shannon: estimador basado de la riqueza de microbiota y distribución de 

uniformidad sobre microbiota, calculada como: 

H = −8p:

;

:<*

logp: 
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Donde S indica la cantidad de especies, pi indica la proporción de individuos de la 

especie respecto al total de individuos. 

- Índice de inverse Simpson: otro estimador basado de la riqueza de microbiota y 

distribución de uniformidad sobre microbiota, calculada como: 

𝑖𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑒	Simpson = 	
1

1 − ∑ p:4;
:<+

 

Donde S indica la cantidad de especies, pi indica la proporción de individuos de la 

especie respecto al total de individuos. En particular, el índice de Shannon se basa en la 

aleatoriedad presente en un sitio y considera tanto la riqueza de especies como la 

equidad en la distribución en una muestra; mientras que el índice de inverse Simpson se 

considera más como un índice de dominancia, ya que representa la proporción de 

especies en una muestra [191,192]. 

 

4. Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron con el software Statistical Package for the Social 

Sciences (SPSS) versión 24.0 (IBM Corp), GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software), Microsoft 

Office Excel 2007 (Microsoft) y el programa R v.4.0.3 (R Foundation for Statistical Computing). 

La estadística utilizada fue no-paramétrica, dado que algunas variables no seguían la 

distribución normal. Para las correlaciones entre variables continuas y categóricas se 

utilizaron las pruebas U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis, y para las correlaciones entre 

variables categóricas se usó el test de Chi-cuadrado. 

El ACP y el análisis de varianza permutacional multivariado (PERMANOVA) se realizaron 

en el programa R para representar gráficamente la similitud o diferencia entre las 

comunidades de muestras y correlaciones entre las variables. 

El análisis de tamaño del efecto del análisis discriminante lineal (LEfSe) se realizó a 
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través de la plataforma Galaxy/Hutlab [193]. LEfSe es una herramienta para definir las 

principales diferencias de la composición microbiana capaces de discriminar entre dos 

grupos de muestras [193]. Brevemente, LEfSe compara por pares la abundancia de todos los 

taxones entre grupos utilizando la prueba de Kruskal-Wallis, lo que requiere que todas esas 

pruebas sean estadísticamente significativas (p< 0,05). Los vectores resultantes de la 

comparación de abundancias entre grupos se utilizan como entrada para el análisis 

discriminante lineal (LDA), que calcula el tamaño del efecto.  

Las gráficas de diagramas de Venn y UpSet se utilizaron para ilustrar relaciones entre 

dos grupos de pacientes.  

Los análisis de supervivencia (SLP y SG) se llevaron a cabo mediante el método de 

regresión de Cox univariante. Las curvas de supervivencia (SLP y SG) se construyeron 

utilizando el método de Kaplan-Meier y el estadístico de contraste usado fue log-rango. Se 

realizó un análisis de regresión de Cox multivariante con todas las variables que resultaron 

significativas en el análisis univariante para identificar factores de pronóstico independientes 

asociados con SLP y SG.  

Se consideró un valor de p< 0,05 como estadísticamente significativo para todos los 

análisis. 
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1. Análisis descriptivo de las características 
clínico-patológicas de la población 

Los 69 pacientes incluidos del estudio tenían un diagnóstico confirmado de CPNM en 

estadios avanzados. La edad mediana de los pacientes fue de 66 años y, la mayoría eran 

hombres (71%). Un total de 45 pacientes (65,2%) eran fumadores activos, 33 (47,8%) 

presentaron un índice de masa corporal (IMC) <25, 16 pacientes (23,2%) recibieron 

antibioticoterapia en un período de entre 0 y 3 meses antes del inicio del 

tratamiento con inmunoterapia. La histología predominante fue adenocarcinoma (46,4%) 

y, 46 (66,6%) pacientes presentaron células tumorales con expresión de PD-L1 positiva [Score 

de proporción del tumor (TPS) ≥1%]. 

Los tratamientos de inmunoterapia administrados fueron de acuerdo al estándar de 

tratamiento en el momento de la recolección de las muestras, a saber, 37 pacientes 

recibieron pembrolizumab en monoterapia , 20 pacientes recibieron nivolumab en segunda 

o tercera línea y 12 pacientes recibieron atezolizumab en segunda o tercera línea. 

Un total de 33 pacientes (47,8%) de esta cohorte se catalogaron como BCD, mientras 

que el 52,2% restante presentaron progresión de la enfermedad en menos de seis meses de 

seguimiento, por lo que se clasificaron como no-BCD (Tabla 6). 
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Tabla 6. Características demográficas y clínico-patológicas de los pacientes. 
Características N % 

Sexo Hombre 
Mujer 

49 
20  

71,0 
29,0 

Edad ≤66 
>66 

34 
35 

49,3 
50,7 

Hábito tabáquico Fumador 
Exfumador 
Nunca fumador 

45 
17 
7 

65,2 
24,6 
10,1 

Índice masa corporal 
 

<25 
≥25 
NR 

33 
32 
4 

47,8 
46,4 
5,8 

Tratamiento antibiótico previo  Sí 
No 

16 
53 

23,2 
76,8 

Histología Adenocarcinoma 
Epidermoide 
Células grandes 
Pobremente diferenciado 

32 
27 
3 
7 

46,4 
39,1 
4,3 
10,1 

Estado funcional 0-1 
2 
NR 

59 
6 
4 

85,5 
8,7 
5,8 

Estadio III 
IV 

12 
57 

17,4 
82,6 

PD-L1 TPS <1% 
TPS =1-49% 
TPS ≥50% 
NR 

21 
6 
40 
2 

30,4 
8,7 
58,0 
2,9 

Tratamiento Pembrolizumab 
Nivolumab 
Atezolizumab 

37 
20 
12 

53,6 
29,0 
17,4 

Línea de tratamiento 1ra 
2da/3ra 

37 
32 

53,6 
46,4 

Tamaño tumoral ≤5 cm 
>5 cm 

20 
49 

29,0 
71,0 

Nº localizaciones metastásicas ≤2 
>2 

27 
42 

39,1 
60,9 

Respuesta al tratamiento BCD 
No-BCD 

33 
36 

47,8 
52,2 

El índice masa corporal (IMC) se calculó como el peso en kilogramos dividido por la altura (estatura) al cuadrado 

(kg/m2). TPS: score de proporción de tumor. BCD: beneficio clínico duradero, incluye los pacientes con respuesta 

completa o parcial y enfermedad estable durante más de seis meses. No-BCD: no beneficio clínico duradero, 

incluye los pacientes con progresión de enfermedad dentro de seis meses. NR: no reportado. 
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En nuestra cohorte, 26 pacientes (37,7%) tuvieron uno o más efectos secundarios, 

siendo los más frecuentes las endocrinopatías (18,8%) seguidas de las toxicidades hepáticas 

(14,5%), y dermatológicos (10,1%) (Tabla 7). 

Tabla 7. Eventos adversos órgano-específicos más frecuentes en la cohorte de estudio. 

Toxicidades órgano-específicas  N % 
Toxicidad relacionada con ICIs 
Sí  
No 

 
26 
43 

 
37,7 
62,3 

Toxicidad endocrina 
Sí  
No 

 
13 
56 

 
18,8 
81,2 

Toxicidad hepática 
Sí  
No 

 
10 
59 

 
14,5 
85,5 

Toxicidad dermatológica 
Sí  
No 

 
7 
62 

 
10,1 
89,9 

Toxicidad gastrointestinal 
Sí  
No 

 
7 
62 

 
10,1 
89,9 

Toxicidad renal 
Sí  
No 

 
7 
62 

 
10,1 
89,9 

Toxicidad pulmonar (Neumonitis) 
Sí  
No 

 
3 
66 

 
4,3 
95,7 

Las toxicidades relacionadas con ICIs son toxicidades discretas causadas por la 

activación no específica del sistema inmunológico y pueden afectar a casi cualquier sistema u 

órgano del cuerpo, siendo más comunes las afectaciones de la piel, el colon, los órganos 

endocrinos, el hígado y los pulmones [194]. En cuanto a los pacientes con CPNM tratados 

con los ICIs dirigidos a anti-PD-1/PD-L1, la toxicidad endocrina es la toxicidad 

órgano-específica más común, siendo de alrededor del 20% [195], que está en concordancia 

con nuestros resultados.  
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2. Análisis descriptivo de la microbiota intestinal 
de la población 

2.1. Análisis de los datos de secuenciación 

El DNA aislado a partir de un total de 69 muestras de heces de los pacientes incluidos 

del estudio se cuantificó, obteniéndose concentraciones entre 14,4 y 34,6 ng/μl, con una 

mediana de 25,1 ng/μl. Estos datos indican que las muestras de DNA fueron satisfactorias 

para su posterior secuenciación. 

Se obtuvo un total de 69 librerías 16S. En la Tabla 8 se detallan los datos obtenidos de la 

secuenciación, incluyendo la cantidad de lecturas, la longitud mediana de los fragmentos 

secuenciados y las desviaciones estándar de longitud de las lecturas directas (forward) R1 y 

reversas (reverse) R2, de todas las librerías analizadas. Los valores de la cantidad de lecturas 

R1 y R2 fueron iguales para cada librería, mientras que la longitud mediana y las desviaciones 

estándar de longitud fueron similares, indicando que las muestras analizadas presentaban la 

misma calidad en ambos sentidos de secuenciación. 

Tabla 8. Análisis de calidad de los datos de secuenciación. 

Métricas Mediana Rango 

Cantidad de lecturas (R1) 145.987 62.898-540.654 

Longitud mediana (R1) 298,42 297,30-299,57 

Desviaciones estándar de longitud (R1) 3,95 1,97-13,40 

Cantidad de lecturas (R2) 145.987 62.898-540.654 

Longitud mediana (R2) 298,95 298,19-299,12 

Desviaciones estándar de longitud (R2) 3,58 1,31-13,21 

R1: lecturas directas (forward); R2: lecturas reversas (reverse). 

Para las 69 muestras analizadas se obtuvieron 10.553.396 lecturas totales iniciales, que 

quedaron en 7.435.908 lecturas limpias finales tras aplicar los filtros para eliminar ruido, 
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unión de extremos y quimeras. Estas 7.435.908 lecturas, un 70,46% del total, fueron 

utilizadas para la posterior asignación de la taxonomía (Tabla 9). 

Tabla 9. Datos de secuencias iniciales y tras la aplicación de filtros. 

Lectura Mediana Rango Total (%) 

Secuencias totales 145.987 62.898-540.654 10.553.396 (100%) 

Eliminación del ruido 121.103 43.813-428.816 8.387.300 (79,47%) 

Unión de extremos  117.402 41.877-416.975 8.092.710 (76,68%) 

Eliminación de quimera 106.472 39.680-395.618 7.461.201 (70,70%) 

Secuencias para análisis 

taxonómico 
106.425 39.672-395.132 7.435.908 (70,46%) 

2.2. Análisis de la composición microbiana intestinal 

La asignación taxonómica se realizó a partir de las secuencias que pasaron los filtros, un 

total de 7.435.908, como se indicó en el apartado anterior. Los resultados del análisis 

taxonómico se agruparon en diferentes niveles. La categoría taxonómica fundamental es la 

especie, ya que ofrece el taxón discreto de tamaño más pequeño. Para la asignación de 

especies se espera una similitud mínima de 97% de identidad genética entre las secuencias, 

mientras que el género está integrado por un grupo de microorganismos que presentan una 

homología igual o mayor a 95% [196]. Un grupo de géneros estrechamente relacionados o 

parecidos constituyen una familia. Por lo tanto, según la homología, las categorías ordenadas 

en rango taxonómico descendente son las siguientes: reino, filo clase, orden, familia, género 

y especie. 

A la vista de nuestros resultados, dentro del reino de Bacteria se encontraron 16 filos, 

25 clases, 43 órdenes, 97 familias, 357 géneros y 851 especies. Los microorganismos más 

frecuentes de cada nivel se muestran en la Tabla 10. 
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Tabla 10. Microorganismos dominantes de las diferentes categorías taxonómicas. 

Nivel Microorganismos más frecuentes (%)  

Reino Bacteria (100,00%) 

Filo Bacteroidetes (53,40%) 

Firmicutes (32,16 %) 

Proteobacteria (10,53%) 

Clase Bacteroidia (52,68%) 

Clostridia (24,73%) 

Gammaproteobacteria (9,05%)  

Orden Bacteroidales (52,69%)  

Clostridiales (24,66%)  

Enterobacteriales (6,49%) 

Familia Bacteroidaceae(28,39%)  

Ruminococcaceae (14,36%) 

Lachnospiraceae (8,43%) 

Género Bacteroides (28,39%)  

Alistipes (7,25%)  

Parabacteroides (4,89%)  

Especie Bacteroides uniformis (5,44%) 

Bacteroides unclassified (4,93%)  

Bacteroides dorei (4,45%) 

En esta cohorte, se han detectado 357 géneros distintos, entre ellos, Bacteroides es el 

género más frecuente, representando de forma conjunta el 28%. Los siguientes géneros más 

abundantes corresponden a Alistipes y Parabacteroides, los cuales representan un 7 % y un 

5%, respectivamente, en los pacientes con CPNM (Figura 14). Calculando la abundancia 

relativa de cada género por paciente, se observan 7 con una mediana mayor al 1%: 

Bacteroides, Alistipes, Parabacteroides, Phascolarctobacterium, Ruminococcaceae UCG-002, 

Faecalibacterium, Barnesiella (Figura 15). 
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Figura 14. Gráfico circular de la composición filogenética de los taxones más comunes a 
nivel de género en el global de las muestras del estudio.  
En la figura se muestran los 10 géneros más frecuentes de un total de 357 géneros identificados. 

 
 

Figura 15. Gráfico de barras de la composición filogenética de los taxones más comunes a 
nivel de género en cada paciente del estudio.  
Un total de 357 géneros fueron identificados, de los cuales sólo 7 de ellos presentaron una abundancia relativa 

mayor al 1%. En el gráfico sólo se muestran los géneros con una abundancia mayor al 1%. 

Nuestros resultados están de acuerdo con un estudio previamente publicado, en el cual 

ha encontrado que Bacteroides es el género más abundante en muestras fecales de 

pacientes con cáncer de pulmón; además, la abundancia relativa de este género es 
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significativamente más alta en los pacientes que en los controles sanos [197]. Bacteroides es 

una bacteria Gram-negativa en forma de bacilo, la cual pertenece al filo Bacteroidetes. El 

colon humano alberga la población más grande y compleja de bacterias en el cuerpo, y 

alrededor del 25% pertenece al género Bacteroides [198], un porcentaje muy similar al que 

obtenemos en nuestro estudio (28%).  

Por otro lado, se analizó la alfa-diversidad basada en los índices Chao 1, Shannon e 

inverse Simpson. El índice de Chao 1 es el estimador para describir la riqueza microbiana 

intestinal, la mediana de Chao 1 fue 167 con un rango de 43-274. Los índices de Shannon e 

inverse Simpson son estimadores que permiten describir la diversidad, es decir, tanto la 

riqueza como la distribución. Las medianas de Shannon e inverse Simpson en los 69 

pacientes incluidos en este estudio fueron 3,40 y 14,25, respectivamente. Cada uno de los 

índices fue calculado en la muestra pretratamiento, y en base a estos resultados, es posible 

evaluar y correlacionar la diversidad microbiana intestinal con las características 

clínico-patológicas y la respuesta al tratamiento con ICIs. La mediana y el rango de los índices 

son recogidos en Tabla 11. 

Tabla 11. Índices de alfa-diversidad. 

Alfa diversidad Chao 1 Shannon Inverse Simpson 

Mediana 167 3,40 14,25 

Rango 43-274 1,78-4,30 3,32-42,93 
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3. Análisis de las características de microbiota 
intestinal en pacientes con CPNM avanzado 
tratados con ICIs 

3.1. Características clínico-patológicas 

3.1.1. Correlación con la evolución clínica 

En función de la respuesta a ICIs, 33 (47,8%) pacientes fueron clasificados en el grupo 

BCD, mientras que 36 (52,2%) pacientes presentaron no-BCD. Las diferentes características 

demográficas y clínico-patológicas fueron correlacionadas con la respuesta a ICIs. Para el 

análisis de correlación se realizó la prueba Chi-cuadrado y, como se muestra en la Tabla 12, el 

sexo, el índice de masa corporal y la expresión de PD-L1 correlacionaron de manera 

significativa con la respuesta a ICIs.  

Tabla 12. Correlación entre las características demográficas y clínico-patológicas con la 

respuesta a ICIs. 

Características BCD No-BCD P valor 

Edad 

≤66 años 

>66 años 

 

14 (42,4%) 

19 (57,6%) 

 

20 (55,6%) 

16 (44,4%) 

 

0,276 

Sexo 

Hombre 

Mujer 

 

28 (84,8%) 

5 (15,2%) 

 

21 (58,3%) 

15 (41,7%) 

 

0,015* 

Tabaquismo 

Fumador 

No fumador 

 

22 (66,7%) 

11 (33,3%) 

 

25 (69,4%) 

11 (30,6%) 

 

0,805 

Índice de masa corporal 

≥25 

<25 

Sin especificar 

 

20 (60,6%) 

12 (36,4%) 

1 (3,0%) 

 

12 (33,3%) 

21 (58,3%) 

3 (8,4%) 

 

0,035* 



Resultados y discusión 

 66 

Antibióticos previos 

Sí 

No 

 

7 (21,2%) 

26 (78,8%) 

 

9 (25,0%) 

27 (75,0%) 

 

0,710 

Estado funcional 

0-1 

≥2 

 

32 (97,0%) 

1 (3,0%) 

 

31 (86,1%) 

5 (13,9%) 

 

0,110 

Histología 

Adenocarcinoma 

No adenocarcinoma 

 

14 (42,4%) 

19 (57,6%) 

 

18 (50,0%) 

18 (50,0%) 

 

0,528 

Estadio 

III 

IV 

 

8 (24,2%) 

25 (75,8%) 

 

4 (11,1%) 

32 (88,9%) 

 

0,151 

PD-L1 

Positivo (TPS ≥1%) 

Negativo (TPS < 1%) 

Sin especificar 

 

26 (78,8%) 

6 (18,2%) 

1 (3,0%) 

 

20 (55,6%) 

15 (41,7%) 

1 (2,8%) 

 

0,034* 

Línea de tratamiento 

1ra 

2da/3ra  

 

20 (60,6%) 

13 (39,4%) 

 

17 (47,2%) 

19 (52,8%) 

 

0,265 

Tamaño tumoral 

≤5 cm 

>5 cm 

 

11 (33,3%) 

22 (66,7%) 

 

9 (25,0%) 

27 (75,0%) 

 

0,446 

Nº localizaciones metastásicas 

≤2 

>2 

 

16 (48,5%) 

17 (51,5%) 

 

11 (30,6%) 

25 (69,4%) 

 

0,127 

BCD: beneficio clínico duradero. No fumador: exfumador más de 1 año y nunca fumador. P valores se obtuvieron 

usando el test chi-cuadrado. *p < 0,05. 

En nuestro estudio, los 37 pacientes tratados con pembrolizumab en primera línea de 

tratamiento presentaron PD-L1 TPS >50%; mientras que los 32 pacientes tratados con 

nivolumab o atezolizumab en segunda o tercera línea de tratamiento recibieron 

quimioterapia previa. El valor predictivo de las características demográficas y 

clínico-patológicas también se evaluó en relación a la línea de tratamiento. En el subgrupo de 

pacientes tratados con pembrolizumab, el sexo y el índice de masa corporal fueron factores 

relacionados con la respuesta. En cuanto al subgrupo de pacientes tratados con nivolumab o 

atezolizumab en segunda o tercera línea de tratamiento, no se revelaron características 
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relacionadas estadísticamente con la respuesta (Tabla S2). 

En nuestro estudio, la mediana de seguimiento fue de 14,3 meses (rango: 0,6-32,3 

meses). Durante el período de seguimiento, un 79,7% de los pacientes progresaron y se 

registraron un 59,4% de exitus.  

El valor pronóstico de las principales características se evaluó mediante el método de 

regresión de Cox univariante para la SLP y la SG. Los resultados de estos análisis se muestran 

en la Tabla 13. El sexo, el estado funcional y la expresión de PD-L1 fueron factores 

pronósticos para la SLP, mientras que el IMC lo fue para la SG. En función de las diferentes 

líneas de tratamiento, solamente el IMC se asoció con SLP y SG en los pacientes tratados con 

pembrolizumab en primera línea de tratamiento (Tabla S3).  

Tabla 13. Resultados del análisis de regresión de Cox según las variables 

clínico-patológicas. 

Variables 
SLP SG 

HR IC 95% P valor HR IC 95% P valor 

Sexo 

Hombre vs. Mujer 

 

0,544 

 

0,307-0,962 

 

0,036* 

 

0,800 

 

0,414-1,547 

 

0,508 

Edad 

≤66 vs. >66 

 

1,081 

 

0,637-1,836 

 

0,772 

 

0,969 

 

0,525-1,788 

 

0,920 

Hábito tabáquico 

Fumador vs. No fumador 

 

1,174 

 

0,665-2,103 

 

0,590 

 

0,771 

 

0,403-1,477 

 

0,434 

IMC 

< 25 vs. ≥ 25 

 

1,439 

 

0,829-2,497 

 

0,196 

 

2,132 

 

1,083-4,197 

 

0,028* 

Estadio 

III vs. IV 

 

0,811 

 

0,408-1,611 

 

0,550 

 

0,654 

 

0,275-1,577 

 

0,338 

Antibióticos previos 

Sí vs. No 

 

0,813 

 

0,443-1,495 

 

0,506 

 

0,836 

 

0,410-1,708 

 

0,624 

Estado funcional 

0-1 vs. 2 

 

0,370 

 

0,153-0,891 

 

0,027* 

 

0,414 

 

0,159-1,075 

 

0,070 

Histología 

ADC vs. No-ADC 

 

1,085 

 

0,638-1,847 

 

0,763 

 

0,897 

 

0,483-1,666 

 

0,731 

PD-L1 

Positivo vs. Negativo 

 

0,534 

 

0,306-0,933 

 

0,028* 

 

0,590 

 

0,310-1,123 

 

0,108 
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Línea de tratamiento 

1ra vs. 2da/3ra 

 

0,635 

 

0,373-1,080 

 

0,094 

 

0,635 

 

0,343-1,176 

 

0,149 

Tamaño tumoral 

≤ 5cm vs. > 5cm 

 

0,729 

 

0,383-1,386 

 

0,335 

 

0,431 

 

0,180-1,030 

 

0,058 

Nº localizaciones  

metastásicas 

≤ 2 vs. >2 

 

 

0,780 

 

 

0,451-1,347 

 

 

0,373 

 

 

0,768 

 

 

0,406-1,451 

 

 

0,416 

No-fumador: incluye exfumadores de más de 1 año y nunca fumadores; IMC: Índice de masa corporal; ADC: 

Adenocarcinoma; PD-L1 positivo: TPS≥1%; PD-L1 negativo: TPS<1%. HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza. 

Los p valores se obtuvieron usando el método de regresión de Cox univariante. *p < 0,05. 

En función del sexo, los pacientes hombres presentaron una SLP más larga en 

comparación con las mujeres (SLP mediana: 8,4 vs. 2,8 meses, p= 0,033; Figura 16A). 

Generalmente las mujeres tienen un mejor pronóstico que los hombres [199]. Cabe señalar 

que más del doble de pacientes en nuestra cohorte son hombres (71% vs. 29%), por lo que 

nuestros resultados podrían estar sesgados en cierta manera. Como cabría esperar, los 

pacientes con mejor estado funcional (PS 0-1) presentaron una SLP más larga en 

comparación con los pacientes con PS 2 (SLP mediana: 6,6 vs. 2,5 meses, p= 0,020; Figura 

16B). En cuanto a la expresión de PD-L1, aunque su valor como factor pronóstico para la 

supervivencia sigue siendo controvertido, en nuestra cohorte los pacientes con expresión de 

PD-L1 positiva (TPS≥1%) presentaron una SLP más prolongada en comparación con 

pacientes con tumores PD-L1 negativos (TPS<1%) (SLP mediana: 8,4 vs. 3,6 meses, p= 0,025; 

Figura 16C), de acuerdo con reportes previos [49,50,200]. Curiosamente, nuestros resultados 

mostraron una SG significativamente mayor en los pacientes con IMC ≥25 en comparación 

con los pacientes con IMC <25 (SG mediana: no alcanzado vs. 11,4 meses, p= 0,025; Figura 

16D). El IMC es una fórmula matemática que asocia la masa y la talla de un individuo. Las 

personas con IMC ≥25 presentan sobrepeso, mientras que las personas con IMC <25 

presentan un peso normal o bajo. Generalmente, la obesidad se considera como un factor de 

riesgo para el cáncer y se ha observado que la tasa de muerte aumenta significativamente en 

los pacientes con un IMC ≥40 en comparación con aquellos con IMC <40, según datos de un 

estudio prospectivo realizado en más de 900.000 adultos en Estados Unidos [201]. En 

nuestra cohorte, la mediana de IMC fue de 25,8 (rango: 14,4-37,9), bastante menor que la 
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utilizada en el estudio anteriormente mencionado, lo que podría explicar la diferencia de la 

correlación de la SG en función al IMC. En concordancia con nuestros resultados, otros 

análisis en cáncer de pulmón también han encontrado que un IMC ≥25 está asociado con 

una mayor SG [202,203]. Debido a la inconsistencia de los resultados, se requieren estudios 

más precisos para investigar la relación entre IMC y pronóstico en pacientes con CPNM 

tratados con ICIs. 

Figura 16. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier de SLP y SG de acuerdo a variables 
demográficas y clínico-patológicas. 
(A). Sexo y SLP. La línea verde representa los pacientes hombres, la línea roja representa las pacientes mujeres. (B). 

Estado funcional y SLP. La línea verde representa los pacientes con estado funcional PS 0-1, la línea roja 

representa los pacientes con estado funcional de PS 2. (C). Expresión de PD-L1 y SLP. La línea verde representa los 

pacientes con expresión positiva de PD-L1, la línea roja representa los pacientes con expresión negativa de PD-L1. 

(D). Índice de masa corporal y SG. La línea verde representa los pacientes con índice de masa corporal ≥25, la 

línea roja representa los pacientes con índice de masa corporal <25. SLP: supervivencia libre de progresión; SG: 

supervivencia global. P valores se obtuvieron usando el test de log-rango. 
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3.1.2. Correlación con la microbiota intestinal  

A continuación, se indagó sobre las posibles relaciones entre la diversidad de la 

microbiota intestinal, estimada mediante los índices de alfa-diversidad Chao 1, Shannon e 

inverse Simpson, y las distintas características demográficas (Tabla 14) y clínico-patológicas 

(Tabla 15) en nuestra cohorte de estudio, utilizando la prueba U de Mann-Whitney. 

Tabla 14. Relación entre los índices de alfa-diversidad y las características demográficas. 

Índices Características demográficas 

Sexo 

 Hombre Mujer P valor 

Chao 1 167,0 (42,0-274,0) 158,0 (78,0-263,0) 0,175 

Shannon 3,46 (1,78-4,24) 3,27 (2,21-4,30) 0,315 

Inverse Simpson 16,37 (3,32-42,93) 13,70 (4,32-41,16) 0,412 

Edad 

 ≤66 >66 P valor 

Chao 1 164,5 (42,0-274,0) 170,0 (79,0-252,0) 0,183 

Shannon 3,39 (1,78-4,30) 3,40 (2,12-4,22) 0,334 

Inverse Simpson 14,2 (3,32-42,93) 14,34 (3,83-33,99) 0,683 

Hábito tabáquico 

 Fumador No fumador P valor 

Chao 1 169,0 (84,0-274,0) 165,5 (42,0-225,0) 0,075 

Shannon 3,43 (2,42-4,30) 3,26 (1,78-3,88) 0,074 

Inverse Simpson 14,51 (3,83-42,93) 14,04 (3,32-30,28) 0,127 

Índice de masa corporal 

 <25 ≥25 P valor 

Chao 1 166,0 (84,0-274,0) 170,0 (42,0-263,0) 0,890 

Shannon 3,44 (2,42-4,30) 3,31 (1,78-4,24) 0,499 

Inverse Simpson 14,25 (3,83-41,16) 13,92 (3,32-42,93) 0,573 
No-fumador: exfumador de más de 1 año y nunca fumador. Los valores corresponden a la mediana para cada 

índice, según las características demográficas, y los valores entre paréntesis corresponden al rango. P valores se 

obtuvieron usando la prueba U de Mann-Whitney. *p < 0,05. 
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Tabla 15. Relación entre los índices de alfa-diversidad y las características 

clínico-patológicas. 

Índices Características clínico-patológicas 

Histología 

 Adenocarcinoma No adenocarcinoma P valor 

Chao 1 164,5 (78,0-232,0) 170,0 (42,0-274,0) 0,166 

Shannon 3,32 (2,42-4,24) 3,44 (1,78-4,30) 0,290 

Inverse Simpson 14,03 (3,83-42,93) 14,34 (3,32-41,16) 0,086 

Estado funcional 

 0-1 ≥2 P valor 

Chao 1 167,0 (42,0-274,0) 162,5 (78,0-263,0) 0,692 

Shannon 3,40 (1,78-4,30) 3,55 (2,81-4,05) 0,511 

Inverse Simpson 14,19 (3,32-42,93) 19,11 (9,71-27,88) 0,213 

Línea de tratamiento 

 1ra  2da/3ra P valor 

Chao 1 165,0 (42,0-232,0) 167,0 (106,0-274,0) 0,156 

Shannon 3,30 (1,78-4,24) 3,46 (2,42-4,30) 0,234 

Inverse Simpson 14,19 (3,32-42,93) 15,60 (3,83-41,16) 0,330 

Antibiótico previo 

 Sí No P valor 

Chao 1 155,0 (78,0-188,0) 170,0 (42,0-274,0) 0,040* 

Shannon 3,22 (2,67-3,80) 3,44 (1,78-4,30) 0,074 

Inverse Simpson 13,12 (5,52-25,06) 14,51 (3,32-42,93) 0,143 

Estadio 

 III IV P valor 

Chao 1 164,5 (129,0-225,0) 167,0 (42,0-274,0) 0,982 

Shannon 3,50 (3,18-3,88) 3,38 (1,78-4,30) 0,519 

Inverse Simpson 17,32 (12,04-30,28) 14,19 (3,32-42,93) 0,416 

Tamaño tumoral 

 ≤5 cm >5 cm P valor 

Chao 1 157,5 (42,0-274,0) 167,0 (78,0-263,0) 0,227 

Shannon 3,27 (1,78-4,30) 3,46 (2,66-4,24) 0,113 

Inverse Simpson 12,84 (3,32-41,16) 16,37 (5,29-42,93) 0,071 
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Expresión de PD-L1 

 Positiva Negativa P valor 

Chao 1 166,0 (42,0-252,0) 170,0 (106,0-274,0) 0,262 

Shannon 3,36 (1,78-4,24) 3,43 (2,66-4,30) 0,503 

Inverse Simpson 14,23 (3,32-42,93) 13,87 (5,29-41,16) 0,525 

Número de localizaciones metastásicas 

 ≤2 >2 P valor 

Chao 1 165,5 (78,0-252,0) 171,0 (42,0-274,0) 0,143 

Shannon 3,37 (2,42-4,24) 3,50 (1,78-4,30) 0,363 

Inverse Simpson 14,08 (3,83-42,93) 17,05 (3,32-41,16) 0,307 

PD-L1 positiva: TPS≥1%; PD-L1 negativa: TPS<1%. Los valores corresponden a la mediana para cada índice según 

la característica clínico-patológicas, y entre paréntesis, el rango. P valores se obtuvieron usando la prueba U de 

Mann-Whitney. 

En nuestra cohorte de estudio, 16 pacientes recibieron tratamiento antibiótico en los 3 

meses previos al tratamiento con ICIs; como se esperaba, estos 16 pacientes presentaron un 

menor índice de riqueza (Chao 1, p= 0,040; Tabla 14 y Figura 17) en comparación con el resto 

de pacientes. Este hallazgo indica que el uso de antibióticos tiene un claro impacto en la 

riqueza de la composición de la microbiota intestinal.  

  

Figura 17. Relación entre el índice de Chao 1 y la antibioticoterapia.  
P valor obtenido en la prueba U de Mann-Whitney. La línea central representa la mediana, mientras que las líneas 

superior e inferior muestran el rango intercuartil. Cada punto representa a un sujeto. Sí: pacientes con 

antibioticoterapia en un período de 0 a 3 meses antes del tratamiento con ICIs, en rojo; No: pacientes sin 

antibioticoterapia en los 3 meses anteriores al inicio del tratamiento con ICIs, en verde. 
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A continuación, se utilizó el análisis ACP para visualizar la diferencia de la composición 

microbiana intestinal entre los pacientes con y sin tratamiento antibiótico previo. En este 

análisis no se encontraron diferencias significativas, posiblemente debido al bajo número de 

pacientes incluidos en el estudio que han llevado tratamiento antibiótico previo, por lo que 

estos resultados deberían confirmarse en cohortes con mayor número de pacientes, ya que 

los análisis de ACP requieren de cohortes más extensas de datos (Figura 18). 

 
Figura 18. Análisis de componentes principales basado en la composición microbiana 
intestinal entre pacientes sin y con antibioticoterapia. 
Cada punto representa a un sujeto; los puntos rojos representan a los pacientes con antibioticoterapia en un 

período de 0 a 3 meses antes de ICIs (Sí); y los puntos verdes representan a los pacientes sin antibioticoterapia 

(No). P valor fue obtenido mediante el análisis de PERMANOVA. 

Seguidamente, se realizó un análisis LEfSe para discriminar los microorganismos 

predominantes entre los dos grupos de pacientes (con y sin antibioticoterapia). Los 

resultados de este análisis mostraron un mayor número de microorganismos con un valor de 

LDA >3, es decir, estadísticamente significativos, en los pacientes sin tratamiento antibiótico. 

Entre los microorganismos encontrados, Alistipes fue el más predominante en los pacientes 

que no recibieron antibioticoterapia mientras que Veillonellaceae lo fue en los pacientes 

tratados con antibióticos previamente a la inmunoterapia (Figura 19). 
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Figura 19. Análisis de LEfSe basado en la composición microbiana intestinal de acuerdo al 
uso de antibióticos previos a ICIs. 
(A). Histograma del análisis LEfSe. (B). Cladograma taxonómico del análisis LEfSe. Todos los microorganismos 

presentes en la figura tienen el p valor < 0,05 mediante la prueba de Kruskal-Wallis, y una puntuación de LDA > 3. 

Sí (color rojo): pacientes con antibioticoterapia en un período de 0 a 3 meses antes de ICIs; No (color verde): 

pacientes sin antibioticoterapia; LEfSe: análisis del tamaño del efecto del análisis discriminante lineal; LDA: 

análisis discriminante lineal. 

Actualmente, existe evidencia sustancial que apoya la fluctuación de la composición 
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microbiana intestinal en respuesta a factores externos, especialmente los antibióticos. La 

antibioticoterapia impone cambios profundos en la diversidad taxonómica del ecosistema 

microbiano del huésped, que puede llegar a afectar la abundancia de hasta un 30% de los 

microorganismos intestinales [130], disminuyendo la riqueza microbiana. Además, un 

estudio previo ha confirmado que el uso de antibióticos (incluidos la enrofloxacina y la 

vancomicina), se relaciona con un menor índice de Chao 1, lo que concuerda con nuestros 

resultados [204]. Nuestros resultados refuerzan el hecho de que los antibióticos alteran la 

microbiota intestinal, produciendo especialmente una disminución de la riqueza de las 

especies presentes. 

En cuanto a la correlación entre el tratamiento antibiótico y la respuesta al tratamiento 

con ICIs, algunos informes publicados previamente señalan que el uso del antibiótico es un 

factor negativo en la efectividad de la inmunoterapia [163,171,205,206]. En el presente 

estudio, investigamos el uso del antibiótico dentro de los 3 meses antes de ICIs y no 

encontramos una relación significativa con los resultados clínicos (Tabla 12 y Tabla 13). 

Existen algunos datos que pueden explicar el porqué de estos resultados. Se ha reportado 

que el cambio de la composición microbiana intestinal ocurre a los pocos días de la primera 

dosis de antibiótico y dura varias semanas después de completar el tratamiento [207,208]. 

Debido a la notable capacidad de la microbiota para restaurar su estado compositivo y 

funcional [209], la microbiota intestinal podría haberse recuperado durante el curso de la 

inmunoterapia. Respaldando nuestros resultados, Huemer y sus colaboradores tampoco 

observaron la influencia del tratamiento antibiótico en la eficacia de los tratamientos con ICIs 

en un análisis bicéntrico de pacientes con CPNM [174]. Otro estudio de un grupo asiático 

basado en pacientes con CPNM avanzado también mostró que el uso de antibióticos en los 

dos meses previos al tratamiento con ICIs no influyó en los resultados clínicos [123]. 

Kaderbhai y colaboradores, en un estudio llevado a cabo en Francia y registrando datos de 

forma análoga a los recogidos en el presente estudio (centrado en el uso de antibiótico en 

los 3 meses anteriores a la terapia con ICIs) encontraron una tasa de respuesta y una SLP 

similares para los pacientes con CPNM con y sin tratamiento antibiótico [175]. Diversos 

factores relacionados con el uso de antibióticos, como la vía de administración, el tipo de 
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antibióticos, el intervalo de tiempo exposición antes del tratamiento con ICIs, también 

podrían impactar en la composición de la comunidad microbiana intestinal, y por lo tanto 

para sacar conclusiones sobre su relación con la inmunoterapia, deberán diseñarse estudios 

de grandes cohortes donde se analicen de forma específica estos parámetros. Sobre todo el 

impacto de los antibióticos en el resultado clínico con ICIs debe aclararse y explorarse de 

forma más exhaustiva teniendo en cuenta que su uso suele ser frecuente en pacientes con 

cáncer de pulmón. 

Por otra parte, también relacionamos la diversidad microbiana intestinal con el hábito 

alimentario en nuestra cohorte de estudio. Los pacientes fueron estratificados en 2 grupos 

según la mediana de la frecuencia del consumo de alimento. En este sentido, los pacientes 

del grupo “alto” fueron los pacientes con frecuencia mayor a la mediana, mientras, los 

pacientes del grupo denominado “bajo” fueron los pacientes con una frecuencia igual o 

menor a la mediana. Curiosamente, los 18 pacientes del grupo alto en consumo de carne 

procesada (≥2 veces/semana) presentaron significativamente una menor diversidad 

microbiana intestinal en comparación con los 23 pacientes del grupo bajo, 20 pacientes de 

alto consumo de moluscos y crustáceos (≥0,5 veces/semana) exhibieron baja diversidad en 

comparación con 23 pacientes de bajo consumo, además, 22 pacientes de alto consumo de 

berenjena (≥0,7 veces/semana) también presentaron curiosamente una baja diversidad 

microbiana intestinal (Tabla 16). 
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Tabla 16. Relación entre los índices de alfa-diversidad y la frecuencia del consumo de 

alimento. 

Índice Frecuencia del consumo  

Carne procesada 

 Alto Bajo P valor 

Chao 1 142,0 (78,0-231,0) 170,0 (87,0-263,0) 0,011* 

Shannon 3,14 (2,12-3,74) 3,53 (2,89-4,24) 0,001* 

Inverse Simpson 11,12 (3,83-22,42) 18,27 (9,56-42,93) 0,001* 

Moluscos y crustáceo 

 Alto Bajo P valor 

Chao 1 165,0 (78,0-231,0) 167,0 (79,0-263,0) 0,324 

Shannon 3,26 (2,67-3,80) 3,53 (2,12-4,24) 0,019* 

Inverse Simpson 13,21 (5,29-25,26) 17,75 (4,32-42,93) 0,019* 

Berenjena 

 Alto Bajo P valor 

Chao 1 151,0 (78,0-252,0) 168,5 (111,0-263,0) 0,092 

Shannon 3,22 (2,12-4,22) 3,56 (2,42-4,30) 0,022* 

Inverse Simpson 12,49 (4,32-33,99) 18,05 (3,83-42,93) 0,025* 
Los valores corresponden a la mediana para cada índice según el consumo de alimento, y entre paréntesis, el 

rango. P valores se obtuvieron usando la prueba U de Mann-Whitney. *p < 0,05.  

La composición microbiana está influida por distintos factores externos y uno de los más 

importantes es la dieta [125,126]. La carne procesada es un producto en cuya composición 

se incluyen diversos aditivos alimentarios tales como carboximetilcelulosa, monolaurato de 

glicerol, etc., compuestos que podrían influir en la composición microbiana intestinal [210]. 

La berenjena, una especie vegetal de la familia de las solanáceas, es una fuente natural de 

solanina. La solanina tiene propiedades pesticidas, es una de las defensas naturales de la 

planta y pertenece a la familia química de las saponinas. Varios estudios revelaron que la 

solanina exhibía la función de inducir el proceso de apoptosis en organismos multicelulares 

[211]. Así, la berenjena podría influir en la diversidad microbiana mediante la función de la 

solanina. Nuestro estudio tiene limitaciones principalmente relacionadas con el tamaño de 

muestra, pero incluye un grupo homogéneo de pacientes, todos los pacientes incluidos 
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residen en Valencia y no hay una gran diferencia en sus hábitos alimenticios. Aún con estas 

limitaciones , el presente estudio pone de manifiesto la relación entre algunos componentes 

de la dieta y posibles modificaciones en la composición de la microbiota intestinal, hallazgo 

que debería validarse en futuros estudios. 

3.2. Toxicidad relacionada con ICIs 

3.2.1. Correlación con el resultado clínico 

Como la toxicidad relacionada con ICIs es un evento importante en el curso de la 

inmunoterapia y 26 pacientes de nuestra cohorte presentaron uno o más tipos de toxicidad 

relacionada con los tratamientos inmunoterápicos, a continuación, analizamos la relación 

entre la presencia de toxicidades y el resultado clínico. Según el resultado de la prueba 

Chi-cuadrado, la presencia de toxicidades se relacionaba con mejor respuesta tanto en la 

cohorte global, como en el subgrupo de pacientes tratados con pembrolizumab en primera 

línea (Tabla 17). 

Tabla 17. Correlación entre la toxicidad relacionada con ICIs y la respuesta. 

Toxicidad BCD No-BCD P valor 

Cohorte global 

Toxicidad relacionada con ICIs 

Sí 

No 

 

18 (54,5%) 

15 (45,5%) 

 

8 (22,2%) 

28 (77,8%) 

 

 

0,006* 

Pacientes tratados con pembrolizumab en primera línea 

Toxicidad relacionada con ICIs 

Sí 

No 

 

13 (65,0%) 

7 (35,0%) 

 

2 (11,8%) 

15 (88,2%) 

 

 

0,001* 

Pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea 

Toxicidad relacionada con ICIs 

Sí 

No 

 

5 (38,5%) 

8 (61,5%) 

 

6 (31,6%) 

13 (68,4%) 

 

 

0,687 
P valores se obtuvieron usando el test chi-cuadrado. *p < 0,05. 

El valor pronóstico de la presencia de la toxicidad también se evaluó mediante el 
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método de regresión de Cox univariante para SLP y SG. Los resultados se muestran en la 

Tabla 18, donde se indica que la presencia de toxicidad relacionada con ICIs fue factor 

pronóstico para SLP y SG en la cohorte global y en el subgrupo de pacientes tratados con 

pembrolizumab en primera línea. 

Tabla 18. Resultados del análisis de regresión Cox basado en la toxicidad relacionada con 

ICIs. 

Toxicidad relacionada 

con ICIs  

SLP SG 

HR IC 95% P valor HR IC 95% P valor 

Cohorte global 

Sí vs. No 0,326 0,176-0,606 <0,001* 0,469 0,234-0,938 0,032* 

Pacientes tratados con pembrolizumab en primera línea 

Sí vs. No 0,202 0,079-0,518 0,001* 0,302 0,100-0,914 0,034* 

Pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea 

Sí vs. No 0,567 0,249-1,292 0,177 0,725 0,295-1,784 0,484 

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza. P valores se obtuvieron usando el método de regresión de Cox 

univariante. *p < 0,05. 

Seguidamente, se analizaron estos datos mediante el método de Kaplan-Meier 

(estadístico log-rango) para obtener las curvas de supervivencia, las cuales muestran que los 

pacientes que manifestaron algún tipo de toxicidad son los que presentan SLP y SG más 

prolongadas (Figura 20). 
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Figura 20. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier de SLP y SG de acuerdo a la toxicidad 
relacionada con ICIs.  
(A) SLP y (B) SG de acuerdo con la presencia de toxicidades en la cohorte global; (C) SLP y (D) SG de acuerdo a la 

presencia de toxicidades en el subgrupo de pacientes tratados con pembrolizumab en primera línea. La línea 

verde representa los pacientes con toxicidad relacionada con ICIs, la línea roja representa los pacientes sin 

toxicidad. SLP: supervivencia libre de progresión; SG: supervivencia global. P valores se obtuvieron usando el test 

de log-rango. 

En cuanto a la toxicidad relacionada con ICIs, estudios anteriores han demostrado que la 

aparición de toxicidades, sobre todo inmunorelacionadas, se asocia significativamente con 

un mejor resultado de los tratamientos bloqueantes del eje PD-1/PD-L1, incluido el CPNM 

[195,212], hallazgos consistentes con nuestros resultados. En cuanto al mecanismo de acción 

de los inhibidores dirigidos al eje PD-1/PD-L1, mientras que activan las células T para destruir 

a las células cancerosas, el sistema inmunológico está sobreactivado y las células T activadas 

también pueden ejercer su efecto citotóxico sobre algunas células de tejidos normales (en 

particular las glándulas del sistema endocrino o la piel suelen ser un blanco muy frecuente) y 

causar efectos adversos inmunomediados. Desde un punto de vista patogénico, las 



Resultados y discusión 

 81 

toxicidades surgen como consecuencia de una respuesta inmune exacerbada. En este sentido, 

cuando ocurre una reacción adversa, indica que el sistema inmunológico se ha activado 

efectivamente, lo que también confirma que el efecto del tratamiento es mejor cuando se 

objetiva algún tipo de reacción adversa [213,214]. 

 

3.2.2. Correlación con la microbiota intestinal 

A continuación, intentamos relacionar los diferentes índices de alfa-diversidad con la 

toxicidad inmunomediada para estudiar el efecto de la microbiota intestinal sobre la 

toxicidad inmunomediada. La Tabla 19 muestra los resultados obtenidos de la prueba U de 

Mann-Whitney. 

Tabla 19. Relación entre los índices de alfa-diversidad y las toxicidades relacionadas con 

ICIs. 

Índice Toxicidades relacionadas con ICIs 

Toxicidades relacionadas con ICIs 

 Sí No P valor 

Chao 1 151,5 (42,0-263,0) 167,0 (78,0-274,0) 0,093 

Shannon 3,33 (1,78-4,24) 3,46 (2,66-4,30) 0,211 

Inverse Simpson 13,64 (3,32-42,93) 16,37 (5,29-41,16) 0,328 

Toxicidad endocrina 

 Sí No P valor 

Chao 1 171,0 (87,0-263,0) 165,0 (42,0-274,0) 0,504 

Shannon 3,50 (2,75-4,05) 3,37 (1,78-4,30) 0,386 

Inverse Simpson 17,05 (7,64-30,28) 14,20 (3,32-42,93) 0,341 

Toxicidad dermatológica 

 Sí No P valor 

Chao 1 133,0 (42,0-192,0) 167,0 (78,0-274,0) 0,031* 

Shannon 2,89 (1,78-3,88) 3,44 (2,12-4,30) 0,027* 

Inverse Simpson 9,56 (3,32-30,28) 15,16 (4,32-42,93) 0,029* 
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Toxicidad gastrointestinal 

 Sí No P valor 

Chao 1 151,0 (42,0-220,0) 167,0 (78,0-274,0) 0,387 

Shannon 3,27 (1,78-4,24) 3,41 (2,12-4,30) 0,781 

Inverse Simpson 13,97 (3,32-42,93) 14,30 (3,83-41,16) 0,984 

Toxicidad pulmonar (Neumonitis) 

 Sí No P valor 

Chao 1 152,0 (151,0-176,0) 167,0 (42,0-274,0) 0,848 

Shannon 3,38 (3,27-3,59) 3,41 (1,78-4,30) 0,918 

Inverse Simpson 13,76 (1,36-18,86) 14,30 (3,32-42,93) 0,953 

Toxicidad renal 

 Sí No P valor 

Chao 1 174,5 (79,0-192,0) 166,0 (42,0-274,0) 0,632 

Shannon 3,49 (2,12-3,88) 3,38 (1,78-4,30) 0,741 

Inverse Simpson 17,80 (4,32-30,28) 14,21 (3,32-42,93) 0,509 

Toxicidad hepática 

 Sí No P valor 

Chao 1 42,0 (42,0-192,0) 167,0 (78,0-274,0) 0,062 

Shannon 3,13 (1,78-3,88) 3,43 (2,12-4,30) 0,160 

Inverse Simpson 12,75 (3,32-30,28) 14,34 (3,83-42,93) 0,315 
Los valores corresponden a la mediana para cada índice según la presencia de toxicidades, y entre paréntesis se 

muestra el rango de valores. P valores se obtuvieron usando la prueba U de Mann-Whitney. *p < 0,05. 

En nuestro estudio se objetiva que los pacientes con toxicidad dermatológica presentan 

una diversidad de la microbiota intestinal más baja, presentando menores valores de Chao 1, 

Shannon e inverse Simpson que los pacientes sin esta toxicidad (p= 0,031, p= 0,027, p= 0,029, 

respectivamente; Tabla 19 y Figura 21). 
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Figura 21. Relación entre los índices de alfa-diversidad y la toxicidad dermatológica 
relacionada con ICIs. 
(A). Índice de Chao 1. (B). Índice de Shannon. (C). Índice de inverse Simpson. P valores obtenidos en la prueba U 

de Mann-Whitney. La línea central representa la mediana, mientras que las líneas superior e inferior muestran el 

rango intercuartil. Cada punto representa a un sujeto. Sí: pacientes con toxicidad dermatológica, en rojo; No: 

pacientes sin toxicidad dermatológica, en verde. 

 Se utilizó el análisis de ACP para visualizar la diferencia de la composición microbiana 

intestinal entre los pacientes con toxicidad dermatológica y sin toxicidad dermatológica. Sin 

embargo, este análisis no reveló resultados significativos al realizar la comparación entre los 

dos grupos de pacientes (Figura 22). 

 

Figura 22. Análisis de componentes principales basado en la composición microbiana 
intestinal entre pacientes sin y con toxicidad dermatológica.  
Cada punto representa a un sujeto, los puntos verdes representan a los pacientes sin toxicidad dermatológica 

(No), los puntos rojos representan a los pacientes con toxicidad dermatológica (Sí). P valor obtenido en el análisis 

de PERMANOVA. 
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Por otro lado, utilizamos el análisis LEfSe a nivel de microorganismos para ver cuáles de 

ellos se encontraban enriquecidos en los pacientes con toxicidad dermatológica. Entre los 

microorganismos encontrados, Bacteroides dorei fue el más frecuente en los pacientes que 

presentaron toxicidad dermatológica, mientras que Firmicutes, Lactobacillales y 

Bifidobacterium estaban dentro de los microorganismos dominantes en pacientes que no 

presentaron este tipo de toxicidades (Figura 23). 

Las toxicidades dermatológicas son efectos adversos tempranos y frecuentes en los 

tratamientos con ICIs y varían desde la erupción cutánea o prurito hasta el vitíligo [215,216]. 

Nuestros resultados sugieren que la microbiota intestinal puede predecir la susceptibilidad a 

los eventos adversos dermatológicos asociados a la inmunoterapia debido, probablemente, a 

la existencia de un eje intestino-piel. El intestino y la piel son órganos densamente 

vascularizados y ricamente inervados con funciones inmunes y neuroendocrinas cruciales 

[217]. Se ha propuesto la existencia de un eje intestino-piel y se ha demostrado que la 

microbiota intestinal es un importante regulador del mismo [218]. La piel puede realizar sus 

funciones (protección, regulación de la temperatura, retención de agua y más) cuando se 

encuentra en un estado de homeostasis. Existe evidencia que indica que la microbiota 

intestinal puede afectar esta homeostasis de la piel, que parece estar relacionada con el 

efecto modulador de los comensales intestinales sobre la inmunidad sistémica, aunque los 

mecanismos aún no están explorados completamente [217]. Como se ha mencionado 

anteriormente, la microbiota intestinal tiene un papel muy importante en la inmunidad 

humana. Las bacterias y sus metabolitos pueden influir en la modulación de las funciones 

dermatológicas, relacionándose con las enfermedades inflamatorias de la piel [219,220]. Por 

otra parte, la microbiota intestinal presenta la capacidad de sintetizar moléculas que pueden 

acceder a la circulación y afectar localizaciones a distancia, por ejemplo, la piel [217]. 

Además, se ha informado que se puede encontrar DNA de origen intestinal bacteriano 

circulando en la sangre de pacientes con psoriasis, indicando que las bacterias intestinales 

pueden entrar en la circulación, posiblemente a través de una barrera intestinal alterada, y 

viajar a la piel [221]. 
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Figura 23. Análisis de LEfSe basado en la composición microbiana intestinal según la 
presencia de toxicidad dermatológica.  
(A). Histograma del análisis LEfSe. (B). Cladograma taxonómico del análisis LEfSe. Todos los microorganismos 

presentes en la figura tienen el p valor menor a 0,05 mediante la prueba de Kruskal-Wallis y una puntuación de 

LDA mayor a 3. Sí (color rojo): pacientes con toxicidad dermatológica; No (color verde): pacientes sin toxicidad 

dermatológica. LEfSe: tamaño del efecto de análisis discriminante lineal; LDA: análisis discriminante lineal. 
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En nuestro estudio, el análisis de LEfSe revela que Lactobacillales y Bifidobacterium son 

algunas de las bacterias enriquecidas en pacientes sin toxicidad dermatológica relacionada 

con ICIs. Curiosamente, Lactobacillus, un género dentro del orden Lactobacillales, y 

Bifidobacterium, del orden Bifidobacteriales, son probióticos que han demostrado eficacia en 

el tratamiento de la dermatitis o enfermedades inflamatorias crónicas, como la psoriasis 

[222]. En este sentido, la suplementación oral con Lactobacillus casei en modelos de ratón ha 

demostrado reducir la inflamación de la piel inhibiendo la señalización de IFN-γ y las células 

efectoras de hipersensibilidad T CD8+ [223], aumentando la secreción de IL-10 y activando el 

las células T reguladoras FoxP3+ en la piel [224]. Por otro lado, en humanos, se ha 

demostrado que la administración de especies de Bifidobacterium reduce los niveles de 

biomarcadores proinflamatorios sistémicos, incluida la proteína C reactiva y el TNF-α en 

pacientes con psoriasis [222], y la suplementación con una mezcla de las cepas de 

Bifidobacterium en mujeres embarazadas da como resultado una menor incidencia de 

eczemas en los lactantes [225]. En el presente estudio, destacamos la relación entre la 

microbiota intestinal y la toxicidad dermatológica relacionada con ICIs. Sin embargo, las 

bacterias y el mecanismo a través del cual la microbiota intestinal influye en la aparición de 

toxicidad dermatológica deben explorarse en profundidad, ya que podría proporcionar 

nuevos enfoques para el manejo de dicha toxicidad. 

3.3. Microbiota intestinal y el resultado clínico 

3.3.1. Diversidad microbiana intestinal 

Para conocer el impacto de la microbiota intestinal sobre la respuesta al tratamiento 

con ICIs, primero comparamos la alfa-diversidad entre los pacientes con BCD y no-BCD 

utilizando la prueba U de Mann-Whitney para los índices de Chao 1, Shannon, inverse 

Simpson, no observándose diferencias significativas entre ambos grupos de respuesta 

(Figura 24).  
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Figura 24. Relación entre los índices de alfa-diversidad y la respuesta a ICIs. 
(A). Índice de Chao 1. (B). Índice de Shannon. (C). Índice de inverse Simpson. P valores obtenidos en la prueba U 

de Mann-Whitney. La línea central representa la mediana, mientras que las líneas superior e inferior muestran el 

rango intercuartil. Cada punto representa a un sujeto. BCD: beneficio clínico duradero, en verde; No-BCD: no 

beneficio clínico duradero, en rojo. 

A continuación, se validó el efecto de microbiota intestinal sobre la respuesta a la 

inmunoterapia de acuerdo al tipo de inmunoterapia (pembrolizumab en primera línea; 

nivolumab o atezolizumab en segunda o tercera línea de tratamiento). Como en la cohorte 

global, no se detectaron diferencias significativas de acuerdo a diferentes respuestas en los 

dos subgrupos (Figura 25). 
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Figura 25. Relación entre los índices de alfa-diversidad y la respuesta según la línea de 
tratamiento con ICIs. 
(A)-(C). Índice de Chao 1, Shannon e inverse Simpson, respectivamente, para los pacientes tratados con 

pembrolizumab en primera línea. (D)-(F). Índice de Chao 1 , Shannon e inverse Simpson, respectivamente, para 

los pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea. P valores obtenidos en la prueba 

U de Mann-Whitney. La línea central representa la mediana, mientras que las líneas superior e inferior muestran 

el rango intercuartil. Cada punto representa a un sujeto. BCD: beneficio clínico duradero, en verde; No-BCD: no 

beneficio clínico duradero, en rojo. 

A continuación, se realizó el análisis de ACP para visualizar la similitud o diferencia de la 

composición microbiana para los pacientes con BCD y no-BCD al tratamiento con ICIs, no 

observándose diferencias estadísticamente significativas entre los grupos de pacientes 

(Figura 26).  
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Figura 26. Análisis de componentes principales basado en la composición microbiana 
intestinal entre pacientes con BCD y no-BCD.  
Cada punto representa a un sujeto, los puntos verdes representan a los pacientes con BCD (beneficio clínico 

duradero) al tratamiento con ICIs, los puntos rojos representan a los pacientes no-BCD. P valor obtenido en el 

análisis de PERMANOVA. 

También, se realizó el análisis de ACP para visualizar posibles diferencias en la 

composición microbiana para los pacientes con diferentes respuestas a ICIs según la línea de 

tratamiento. No se observaron diferencias significativas entre los pacientes con BCD y 

no-BCD al tratamiento con ICIs tanto para pacientes tratados con pembrolizumab como para 

pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab (p= 0,818, p= 0,621, respectivamente; 

Figura 27). 

	
Figura 27. Análisis de componentes principales basado en la composición microbiana 
intestinal entre pacientes con BCD y no-BCD según la línea de tratamiento con ICIs.	 	
(A). Subgrupo de pacientes tratados con pembrolizumab en primera línea. (B). Subgrupo de pacientes tratados 

con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea. Cada punto representa a un sujeto, los puntos verdes 

representan a los pacientes con BCD (beneficio clínico duradero) al tratamiento con ICIs, los puntos rojos 

representan a los pacientes no-BCD. P valores obtenidos en el análisis de PERMANOVA. 
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Para estudiar el valor pronóstico de los diferentes índices de alfa-diversidad, se realizó 

un análisis de regresión de Cox univariante para la SLP y la SG. Para ello, el primer paso fue 

dicotomizar las variables continuas para así poder clasificar los pacientes en dos grupos, de 

esta manera el grupo “alto” incluye los pacientes que tienen un índice igual o superior a la 

mediana y el grupo “bajo” es inferior a la mediana. En nuestra cohorte, la mediana del índice 

de Chao 1 fue 167, la mediana del índice Shannon fue 3,40 y la de inverse Simpson fue 14,25. 

En la Tabla 20 se recogen los resultados para los diferentes índices y análisis estudiados en 

nuestra cohorte. 

Tabla 20. Resultados del análisis de regresión de Cox basado en índices de alfa-diversidad. 

Índices 
SLP SG 

HR IC 95% P valor HR IC 95% P valor 

Chao 1 

Alto vs. Bajo 

 

1,147 

 

0,675-1,949 

 

0,613 

 

1,406 

 

0,759-2,605 

 

0,278 

Shannon 

Alto vs. Bajo 

 

1,066 

 

0,627-1,811 

 

0,814 

 

0,931 

 

0,504-1,719 

 

0,819 

Inverse Simpson 

Alto vs. Bajo 

 

1,080 

 

0,635-1,836 

 

0,776 

 

0,717 

 

0,386-1,330 

 

0,291 

El valor de corte es la mediana: 167 (Chao 1), 3,40 (Shannon), 14,25 (inverse Simpson). HR: hazard ratio; IC: 

intervalo de confianza. Los p valores se obtuvieron usando el método de regresión de Cox univariante. 

El valor pronóstico de los índices de alfa-diversidad sobre la SLP y la SG también se 

evaluó según la línea de tratamiento con ICIs. En la siguiente tabla se recogen los resultados 

para los diferentes índices y análisis realizados en las dos cohortes, no existiendo diferencias 

estadísticamente significativas con la supervivencia en los 2 subgrupos de pacientes (Tabla 

21). 
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Tabla 21. Resultados del análisis de regresión de Cox basado en índices de alfa-diversidad 

según la línea de tratamiento con ICIs. 

Índices 
SLP SG 

HR IC 95% P valor HR IC 95% P valor 

Pacientes tratados con pembrolizumab en primera línea 

Chao 1 

Alto vs. Bajo 

 

1,309 

 

0,605-2,832 

 

0,494 

 

2,047 

 

0,819-5,119 

 

0,125 

Shannon 

Alto vs. Bajo 

 

1,414 

 

0,650-3,073 

 

0,383 

 

1,331 

 

0,540-3,284 

 

0,534 

Inverse Simpson 

Alto vs. Bajo 

 

1,641 

 

0,755-3,567 

 

0,211 

 

1,040 

 

0,421-2,569 

 

0,932 

Pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea 

Chao 1 

Alto vs. Bajo 

 

0,956 

 

0,458-1,996 

 

0,905 

 

0,945 

 

0,408-2,186 

 

0,894 

Shannon 

Alto vs. Bajo 

 

0,628 

 

0,296-1,331 

 

0,225 

 

0,560 

 

0,241-1,302 

 

0,178 

Inverse Simpson 

Alto vs. Bajo 

 

0,614 

 

0,294-1,282 

 

0,194 

 

0,480 

 

0,205-1,128 

 

0,092 

El valor de corte es la mediana: 167 (Chao 1), 3,40 (Shannon), 14,25 (inverse Simpson). HR: hazard ratio; IC: 

intervalo de confianza. Los p valores se obtuvieron usando el método de regresión de Cox univariante. 

Hasta la fecha, existen estudios limitados que analizan el valor predictivo y pronóstico 

de la diversidad microbiana intestinal en el tratamiento con ICIs y, además, los resultados son 

inconsistentes y a veces contradictorios. Se ha visto que los pacientes con melanoma 

respondedores al tratamiento con ICIs presentan una alta mediana del índice de inverse 

Simpson en comparación con los pacientes no respondedores [166]. En CPNM, los pacientes 

respondedores a nivolumab presentan un alto de índice de Shannon e inverse Simpson en 

comparación con los pacientes no respondedores [123]. Sin embargo, un estudio en 

carcinoma de células renales metastásico y otro estudio en CPNM no mostraron diferencias 

significativas entre los pacientes respondedores y no respondedores a ICIs respecto a la 
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diversidad microbiana intestinal [226,227]. Además, en publicaciones recientes, la diversidad 

no se relaciona con la supervivencia global en los pacientes con CPNM tratados con ICIs 

[227,228]. Consistente con estos hallazgos, nuestro estudio no reveló relaciones significativas 

entre la diversidad y la respuesta a ICIs. Aunque el índice de alfa-diversidad es un indicador 

que refleja la composición de la microbiota, el ecosistema microbiano, la composición y el 

número de comunidades microbianas fluctúan en un equilibrio dinámico bajo la influencia 

de factores externos. La diferencia en las poblaciones de pacientes incluidos en los estudios, 

el uso de ICIs específicos y el tipo de cáncer pueden explicar porqué los resultados varían 

entre los distintos estudios realizados. Además, se debe tener en cuenta el limitado tamaño 

de muestra en nuestro estudio, ya que la relación entre la diversidad microbiana intestinal y 

el resultado clínico debería explorarse en una cohorte que incluya un mayor número de 

pacientes. 

3.3.2. Composición microbiana intestinal 

Para estudiar si la composición de la microbiota intestinal influenciaba el resultado 

clínico al tratamiento con ICIs, se analizó la composición de ésta en los pacientes BCD y 

no-BCD. Para ello, comparamos el número de taxones entre estos dos grupos mediante el 

diagrama de Venn, observando que de los 851 taxones obtenidos, 78 eran exclusivos para los 

pacientes con BCD y 155 eran exclusivos para los pacientes no-BCD (Figura 28). 

 
Figura 28. Diagrama de Venn basado en la composición microbiana intestinal según la 
respuesta a ICIs.  
Los números en cada parte del diagrama indican el número de microorganismos diferentes en cada sección. BCD: 

beneficio clínico duradero.  
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Sin embargo, mediante el uso de la versión avanzada del diagrama de Venn, gráfico 

UpSet, pudimos visualizar que estos taxones exclusivos de los grupos BCD y no-BCD no se 

distribuían homogéneamente en todos los pacientes BCD o no-BCD, sino que eran 

detectados en pocos pacientes de estos grupos, indicando variabilidad entre pacientes 

(Figura 29). Debido a esta variabilidad, el uso de los grupos de taxones exclusivos se evitó en 

los análisis posteriores. 
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Figura 29. Gráficos UpSet que ilustran la intersección cuantitativa de los microorganismos 
exclusivos para pacientes con BCD y no-BCD.  
(A). Gráfico Upset para pacientes con BCD. (B). Gráfico Upset para pacientes con no-BCD. El gráfico de barras de la 

parte superior muestra el número de taxones bacterianos exclusivos o colección de taxones exclusivos comunes 

en los pacientes. El gráfico de barras de la izquierda muestra el número total de taxones bacterianos exclusivos 

detectados en un paciente determinado. En la matriz de puntos, que se observa a la derecha del número de 

paciente, los puntos grises indican que el paciente no presenta ese taxón (n=1 en grafico de barras superior) o 

colección de taxones exclusivos (n>1), mientras que los puntos negros indican que el paciente los presenta. La 

barra intersección indica varios pacientes en los que se ha detectado un taxón de taxones exclusivos. 

A continuación, se realizó un análisis por LEfSe para discriminar los microorganismos 

predominantes en los pacientes con BCD y no-BCD. De este modo, se encontró que 

Phascolarctobacterium estaba enriquecido en pacientes con BCD, mientras que Dialister fue 

más predominante en pacientes no-BCD (Figura 30). 
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Figura 30. Análisis de LEfSe basado en la composición microbiana intestinal según la 
respuesta a ICIs.  
(A). Histograma del análisis LEfSe. (B). Cladograma taxonómico del análisis LEfSe. (C). Análisis de abundancia 

diferencial utilizando el análisis LEfSe para Phascolarctobacterium en pacientes con no-BCD y BCD; las líneas 

rectas continuas representan las medias de abundancia relativa; las líneas rectas punteadas representan las 

medianas de abundancia relativa. (D). Análisis de abundancia diferencial utilizando el análisis LEfSe para Dialister 

en pacientes con no-BCD y BCD; las líneas rectas continuas representan las medias de abundancia relativa; las 

líneas rectas punteadas representan las medianas de abundancia relativa. Todos los microorganismos presentes 

en la figura tienen el un p valor menor a 0,05 mediante la prueba de Kruskal-Wallis, y puntuación de LDA mayores 

a 3. BCD (color verde): beneficio clínico duradero; no-BCD (color rojo): no beneficio clínico duradero. LEfSe: 

tamaño del efecto de análisis discriminante lineal; LDA: análisis discriminante lineal. 

Por otro lado, como Phascolarctobacterium y Dialister fueron los microorganismos más 

relacionados con la respuesta y, además, estaban presentes en más del 50% del total de 

pacientes, a continuación, se analizó el resultado clínico al tratamiento con ICIs en función de 

la abundancia de estos microorganismos. En este sentido, los pacientes con “alta” 

abundancia fueron los pacientes con una abundancia relativa igual o mayor a la mediana 

(1,920% para Phascolarctobacterium y 0,009% para Dialister), mientras, que el resto fueron 



Resultados y discusión 

 96 

clasificados como “baja” abundancia. 

 Los pacientes con la alta abundancia de Phascolarctobacterium presentaron una tasa 

de BCD más alta en comparación con el resto de pacientes (63% vs. 32%, p= 0,011; Figura 31), 

contrariamente, los pacientes con alta abundancia de Dialister presentaron una tasa de BCD 

significativamente más baja en comparación con el grupo de baja abundancia (26% vs. 69%, 

p< 0,001; Figura 31). 

 

Figura 31. Relación entre la abundancia relativa de Phascolarctobacterium y Dialister con la 
respuesta a ICIs. 
Los valores de corte utilizados para la estratificación de los pacientes en alta y baja abundancia corresponden a 

las medianas de la abundancia relativa: 1,920% (Phascolarctobacterium) y 0,009% (Dialister). BCD: beneficio 

clínico duradero. P valores se obtuvieron usando el test chi-cuadrado. 

Nuestros resultados demuestran el valor predictivo en beneficio clínico al tratamiento 

con ICIs de Phascolarctobacterium y Dialister en la cohorte global de pacientes. A 

continuación, validamos el valor predictivo de estos microorganismos según la línea de 

tratamiento con ICIs (usando el mismo valor de corte previamente establecido). En el 

subgrupo de los pacientes tratados con pembrolizumab en primera línea, no se vieron 

resultados estadísticamente significativos (Figura 32A), mientras que en el subgrupo de los 

pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea, los pacientes 

con alta abundancia de Phascolarctobacterium presentaron alta tasa de respuesta en 

comparación con pacientes con baja abundancia (69% vs. 21%, p= 0,006; Figura 32B). Por 

otra parte, los pacientes con alta abundancia de Dialister presentaron, como esperábamos, 

baja tasa de respuesta con p valor significativo (13% vs.69%, p= 0,001; Figura 32B). 
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Figura 32. Relación entre la abundancia relativa de Phascolarctobacterium y Dialister con la 
respuesta, según la línea de tratamiento con ICIs.  
(A). Subgrupo de pacientes tratados con pembrolizumab en primera línea. (B). Subgrupo de pacientes tratados 

con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea. Los valores de corte utilizados para la estratificación de 

los pacientes en alta y baja abundancia corresponden a las medianas de la abundancia relativa: 1,920% 

(Phascolarctobacterium), 0,009% (Dialister). BCD: beneficio clínico duradero. P valores se obtuvieron usando el 

test chi-cuadrado. 

Seguidamente, se estudió el valor pronóstico de determinados microorganismos. Para 

ello, los pacientes se dicotomizaron según la abundancia relativa de la composición 

microbiana intestinal, y a continuación, se evaluó el pronóstico mediante el método de 

regresión de Cox univariante para la SLP y la SG. Los resultados de Cox univariante de SLP y 

SG se muestran en la Tabla 22. 
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Tabla 22. Resultados del análisis de regresión de Cox basado en abundancia relativa de 

Phascolarctobacterium y Dialister. 

Microbiota 
SLP SG 

HR IC 95% P valor HR IC 95% P valor 

Phascolarctobacterium 

Alta vs. Baja 

 

0,531 

 

0,311-0,907 

 

0,021* 

 

0,642 

 

0,346-1,190 

 

0,159 

Dialister 

Alta vs. Baja 

 

2,208 

 

1,286-3,791 

 

0,004* 

 

2,847 

 

1,485-5,459 

 

0,002* 

El valor de corte corresponde a la mediana de la abundancia relativa: 1,920% (Phascolarctobacterium), 0,009% 

(Dialister). HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza. Los p valores se obtuvieron usando el método de regresión 

de Cox univariante. *p <0,05. 

Los resultados del análisis de regresión de Cox univariante revelaron que la abundancia 

de Phascolarctobacterium y Dialister presentaban una relación significativa con la 

supervivencia. Además, el análisis de supervivencia por Kaplan-Meier mostró que los 

pacientes con alta abundancia de Phascolarctobacterium tenían una SLP estadísticamente 

superior (SLP mediana: 9,8 vs. 3,8 meses, p= 0,018; Figura 33A), y tendencia a una mayor SG 

en comparación con los pacientes con baja abundancia (SG mediana: 19,9 vs. 11,4 meses, p= 

0,155; Figura 33B). Por el contrario, el análisis de supervivencia para Dialister mostró un 

efecto opuesto al descrito para Phascolarctobacterium, los pacientes con alta abundancia 

presentaron menor SLP (SLP mediana: 3,6 vs. 11,5 meses, p= 0,003; Figura 33C) y SG (SG 

mediana: 9,3 vs. no alcanzado meses, p= 0,001; Figura 33D) en comparación con los 

pacientes con baja abundancia.  
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Figura 33. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier para SLP y SG de acuerdo a la abundancia 
relativa de Phascolarctobacterium y Dialister.  
(A) SLP y (B) SG de acuerdo a la abundancia de Phascolarctobacterium. (C) SLP y (D) SG de acuerdo a la 

abundancia de Dialister. Las líneas verdes representan los pacientes con alta abundancia de 

Phascolarctobacterium o Dialister, mientras que la líneas rojas representa los pacientes con baja abundancia para 

estas bacterias. Los valores de corte corresponden a las medianas de la abundancia relativa: 1,920% 

(Phascolarctobacterium), 0,009% (Dialister). P valores se obtuvieron usando el test de log-rango. 

Posteriormente, se procedió a evaluar el valor pronóstico de estos dos microorganismos 

estratificando los pacientes según la línea de tratamiento con ICIs. Los resultados mostraron 

que la alta abundancia de Dialister correlacionaba significativamente con la SLP en los 

pacientes tratados con pembrolizumab en primera línea. En cuanto a los pacientes tratados 

con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea, la abundancia de 

Phascolarctobacterium mostró una relación significativa con mejor SLP, mientras que la 

abundancia de Dialister se correspondía con supervivencias (SLP y SG) más cortas (Tabla 23). 
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Tabla 23. Resultados del análisis de regresión de Cox basado en la abundancia relativa de 

Phascolarctobacterium y Dialister según la línea de tratamiento con ICIs. 

Microbiota 
SLP SG 

HR IC 95% P valor HR IC 95% P valor 

Pacientes tratados con pembrolizumab en primera línea 

Phascolarctobacterium 

Alta vs. Baja 

 

0,644 

 

0,297-1,397 

 

0,266 

 

0,942 

 

0,378-2,351 

 

0,898 

Dialister 

Alta vs. Baja 

 

2,251 

 

1,022-4,958 

 

0,044* 

 

2,121 

 

0,831-5,413 

 

0,116 

Pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea 

Phascolarctobacterium 

Alta vs. Baja 

 

0,444 

 

0,206-0,960 

 

0,039* 

 

0,492 

 

0,199-1,215 

 

0,124 

Dialister 

Alta vs. Baja 

 

2,717 

 

1,248-5,915 

 

0,012* 

 

3,835 

 

1,438-10,224 

 

0,007* 

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza. El valor de corte es la mediana de la abundancia relativa: 1,920% 

(Phascolarctobacterium), 0,009% (Dialister). Los p valores se obtuvieron usando el método de regresión de Cox 

univariante. *p <0,05. 

A continuación, se realizó un análisis mediante el método de Kaplan-Meier (estadístico 

log-rango) para obtener las curvas de supervivencia. En la cohorte de los pacientes tratados 

con pembrolizumab en primera línea, los pacientes con alta abundancia de Dialister 

presentaron una SLP más de dos veces menor en comparación con el resto de pacientes (SLP 

mediana: 5,1 vs. 12,7 meses, p= 0,039; Figura 34A). Por otra parte, en la cohorte de los 

pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea, los pacientes 

con alta abundancia de Phascolarctobacterium presentaron una SLP más prolongada en 

comparación con el subgrupo de baja abundancia (SLP mediana: 9,8 vs. 3,6 meses, p= 0,034; 

Figura 34B). Respecto a Dialister, los pacientes con alta abundancia exhibieron, como cabía 

esperar, una SLP y una SG reducidas, en comparación con el grupo de pacientes con baja 

abundancia (SLP mediana: 2,3 vs. 9,1 meses, p= 0,009; Figura 34C; SG mediana: 7,5 vs. no 

alcanzado meses, p= 0,004; Figura 34D). 
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Figura 34. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier para SLP y SG de acuerdo a la abundancia 
relativa de Phascolarctobacterium y Dialister según la línea de tratamiento con ICIs.  
(A). Dialister y SLP para los pacientes tratados con pembrolizumab en primera línea. (B). Phascolarctobacterium y 

SLP para los pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea. (C). Dialister y SLP para 

los pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea. (D). Dialister y SG para los 

pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea. Las líneas verdes representan los 

pacientes con alta abundancia de Phascolarctobacterium o Dialister, mientras que las líneas rojas representan los 

pacientes con baja abundancia para estas bacterias. El valor de corte es la mediana de la abundancia relativa: 

1,920% (Phascolarctobacterium), 0,009% (Dialister). P valores se obtuvieron usando el test de log-rango. 

3.3.3. Análisis multivariante 

Para comprobar si realmente el valor pronóstico de la microbiota intestinal analizada en 

este estudio tenía valor pronóstico independiente, se realizó un análisis multivariante 

incluyendo todas las variables clínicas que habían sido relacionadas significativamente con el 

pronóstico (p< 0,05). El análisis multivariante se realizó según el método de regresión de Cox, 

con el fin de revelar cuáles de las variables analizadas eran de pronóstico independiente para 

nuestra cohorte de pacientes con CPNM.  

En el modelo multivariante para la SLP se incluyeron las variables: sexo, estado funcional, 
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expresión de PD-L1, la presencia de toxicidad, la abundancia de Phascolarctobacterium y 

Dialister, todas ellas fueron significativas para el análisis univariante previo, de igual forma, 

en el modelo multivariante para la SG se incluyeron las variables: índice de masa corporal, la 

presencia de toxicidad y la abundancia de Dialister (Tabla 13, Tabla 18 y Tabla 22).  

De acuerdo con el análisis de regresión de Cox, la presencia de toxicidad y la abundancia 

de Dialister fueron las variables con valor pronóstico independiente tanto para la SLP como 

para la SG (Figura 35). 

Figura 35. Resultado del modelo de regresión de Cox multivariante que incluye todas las 
variables significativas.  
HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza; SLP: supervivencia libre de progresión; SG: supervivencia global. Los 

p valores se obtuvieron usando el método de regresión de Cox multivariante. *p <0,05. 

A continuación, se analizó la prueba de regresión de Cox multivariante para revelar el 

factor de pronóstico independiente para los pacientes tratados con pembrolizumab en 

primera línea. En este sentido, se incluyeron las variables: el índice de masa corporal, la 

presencia de toxicidad y la abundancia de Dialister para la SLP, mientras, que el índice de 

masa corporal y la presencia de toxicidad se incluyeron para la SG (Tabla S3, Tabla 18 y Tabla 

23). Al igual que en la cohorte global, la presencia de toxicidad y la abundancia de Dialister 

fueron las variables con valor pronóstico independiente para SLP en esta cohorte de 

pacientes (Figura 36). 
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Figura 36. Resultado del modelo de regresión de Cox multivariante para los pacientes 
tratados con pembrolizumab en primera línea. 	
HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza; SLP: supervivencia libre de progresión; SG: supervivencia global. Los 

p valores se obtuvieron usando el método de regresión de Cox multivariante. *p <0,05. 

En cuanto a los pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera 

línea, al no identificar variables demográficas o clínico-patológicas relacionadas con 

supervivencia (Tabla S3), sólo se analizó la prueba de regresión de Cox multivariante con la 

abundancia de Phascolarctobacterium y Dialister (Tabla 23). Los resultados muestran que la 

abundancia de Dialister tiene valor pronóstico negativo independiente para la SLP en este 

grupo de pacientes con un HR de 2,726 (Figura 37). 

Figura 37. Resultado del modelo de regresión de Cox multivariante para los pacientes 
tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea. 	
HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza; SLP: supervivencia libre de progresión; SG: supervivencia global. Los 

p valores se obtuvieron usando el método de regresión de Cox multivariante. *p <0,05. 

A modo de resumen, en cuanto a la composición microbiana intestinal, los resultados 

indican que Phascolarctobacterium y Dialister son microorganismos intestinales con valor 

predictivo y/o pronóstico para los pacientes con CPNM en estadios avanzados.  

Los diferentes estudios publicados han demostrado que diferentes componentes de la 
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microbiota intestinal podrían modular la respuesta a la inmunoterapia [164,166,228]. Así por 

ejemplo, en un modelo murino, la administración oral de Bifidobacterium ha mostrado 

capacidad de mejorar el control tumoral en el mismo grado que anti-PD-L1; mientras que la 

combinación de Bifidobacterium oral y anti-PD-L1 inhibe completamente el crecimiento 

tumoral. En este sentido, Bifidobacterium podría mejorar la función de las células dendríticas, 

activar las células T CD8+, promover la acumulación de CD8+ T en el tumor y mejorar la 

respuesta inmune antitumoral [169]. Por otro lado, Zitvogel y colaboradores han revelado 

que el TMF de pacientes con CPNM respondedores a ICIs en ratones libres de gérmenes 

mejora los efectos antitumorales del bloqueo de PD-1, mientras que el TMF de pacientes no 

respondedores no se logra el mismo efecto; sin embargo, la suplementación oral con 

Akkermansia muciniphila tras TMF procedente de paciente no respondedor restablece la 

eficacia del bloqueo de PD-1 de una manera dependiente de IL-12 al aumentar el 

reclutamiento de linfocitos T CCR9+ CXCR3+ CD4+ [163]. El grupo americano de Wargo ha 

revelado que la alta abundancia de Faecalibacterium presenta relación con una mayor 

efectividad de la inmunoterapia en pacientes con melanoma mediante la regulación de las 

células T [166]. Un estudio chino ha reportado que Alistipes putredinis es uno de los 

microorganismos más frecuentes en pacientes de CPNM con respuestas favorables a ICIs, 

mientras Ruminococcus unclassified es más detectable en pacientes con respuestas no 

favorables [123]. Otras bacterias intestinales, como Ruminococcaceae UCG 13 y 

Agathobacter, han mostrado relación con el pronóstico en pacientes con CPNM tratados con 

ICIs en población japonesa [228]. 

En nuestro estudio, se ha detectado que Phascolarctobacterium es uno de los 

microorganismos más dominantes en pacientes con BCD, y la alta abundancia relativa de 

Phascolarctobacterium se asocia con SLP y SG más prolongadas. Por el contrario, Dialister es 

más frecuente en pacientes no-BCD, y la alta abundancia relativa de Dialister se asocia con 

SLP y SG reducidas. 

Phascolarctobacterium es un género de la familia Acidaminococcaceae, y se ha 

demostrado una abundancia relativa de bacterias de esta familia más alta en personas sanas 

en comparación con pacientes con cáncer colorrectal [229]. Asimismo, 
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Phascolarctobacterium fue una de las bacterias dominantes de 131 géneros detectados en 

un estudio que incluía individuos sanos en comparación con pacientes con cáncer de pulmón 

[230]. Además, datos previos demuestran que Phascolarctobacterium es una de las bacterias 

enriquecidas en pacientes con melanoma con mejor respuesta a ICIs [166]. En Japón, el 

grupo de Tanoue aisló una mezcla de 11 cepas de bacterias de la microbiota intestinal 

humana sana capaz de inducir células T IFN-γ + CD8+ y de mejorar la eficacia de ICIs en 

ratones portadores de tumores, y entre las cepas bacterianas incluidas se encontró una 

especie de Phascolarctobacterium [170]. Adicionalmente, Phascolarctobacterium se ha 

descrito como un buen productor de AGCCs especialmente de ácido acético y ácido 

propiónico [231,232]. Estos ácidos han demostrado ser “claves” para modular las respuestas 

inmunitarias al regular la concentración de LPS [233,234]. Además, la mayor concentración 

de AGCCs fecales, como el ácido propiónico, se asocia con mejor eficacia del tratamiento con 

ICIs en tumores sólidos [235], y predice el beneficio terapéutico en pacientes con CPNM 

[236]. Por lo tanto, en nuestro estudio Phascolarctobacterium podría modular los resultados 

clínicos del tratamiento con ICIs mediante la regulación de los niveles de AGCCs o 

modulando la respuesta inmune antitumoral. 

Dialister es un género dentro de la familia Veillonellaceae, y en relación con el cáncer de 

pulmón, se ha descrito que existe un enriquecimiento de esta familia de bacterias en tejido 

tumoral en comparación con tejido normal adyacente en este tipo de tumores [237]. 

Estudios previos han demostrado que Dialister presenta relación con periodontitis, 

enfermedad de Crohn y depresión [238–241]. Aún más, se ha confirmado que Dialister se 

correlaciona con carcinogénesis gástrica [240]. Un estudio que compara la composición 

microbiana entre 30 pacientes con cáncer de pulmón y 16 controles sanos ha revelado que 

Dialister se encuentra entre los géneros más frecuentes en pacientes con cáncer de pulmón 

[230]. Apoyando nuestros resultados, Vernocchi et al. han observado que entre los 11 

pacientes con CPNM tratados con nivolumab, los 7 respondedores presentan menor 

abundancia de Dialister en comparación con el resto de los pacientes [242]. Los resultados 

sobre la capacidad metabólica de Dialister han mostrado que, además de producir ácido 

propiónico, también puede producir ácido pentanoico (también conocido como ácido 
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valérico) [243]. Se ha demostrado que el ácido pentanoico podría tener un efecto 

inmunomodulador marcado, induciendo la producción de la citocina antiinflamatoria IL-10 y 

suprimiendo las células Th17, por lo tanto, muestra potencial inmunosupresor [244]. Aunque 

el mecanismo específico a través del cual Dialister influye en la eficacia de ICIs justifica una 

mayor investigación, su efecto antiinflamatorio podría ser una posible explicación. En base a 

los estudios previos y a los resultados presentados en este trabajo, el análisis de la 

abundancia de Dialister muestras fecales podría ser utilizado como biomarcador potencial 

para predecir la respuesta al tratamiento con ICIs y la supervivencia en pacientes con CPNM 

en estadios avanzados.  

 

4. Integración de los resultados 

En este trabajo de tesis doctoral, se abordó un análisis exhaustivo de la composición y 

diversidad de la microbiota intestinal en pacientes con CPNM en estadios avanzados tratados 

con ICIs (nivolumab, pembrolizumab o atezolizumab), con el fin de lograr una mayor 

comprensión del papel de la microbiota intestinal como biomarcador en inmunoterapia 

(Figura 38). 

El análisis de correlación de la diversidad microbiana intestinal con las características 

clínico-patológicas revela que el uso de antibióticos previos en un período de 0 a 3 meses 

antes de ICIs, la dieta y el desarrollo de toxicidad dermatológica inmunorelacionada están 

asociados con la diversidad microbiana. 

Por otra parte, el estudio entre la composición microbiana y el efecto terapéutico de ICIs 

demuestra que Phascolarctobacterium y Dialister representan potenciales biomarcadores 

predictivos y pronósticos. Particularmente, la mayor abundancia relativa de 

Phascolarctobacterium correlaciona con el beneficio clínico y una mayor SLP, mientras que la 

alta frecuencia de Dialister es asociada con una respuesta desfavorable y con una SLP y SG 

reducidas. Sin embargo, serán necesarios más estudios y ensayos clínicos que evalúen la 
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aplicabilidad de estos microorganismos como potenciales biomarcadores, y planteen la 

necesidad de estudios futuros para determinar la relevancia biológica de 

Phascolarctobacterium y Dialister en la modulación de las respuestas a ICIs. 

La novedad de nuestros resultados, que han sido publicados recientemente, ofrece 

nuevas posibilidades para la búsqueda de biomarcadores en la microbiota intestinal de 

pacientes con CPNM tratados con inmunoterapia. 

 
Figura 38. Características de la microbiota intestinal en los pacientes con cáncer de pulmón 
no microcítico tratados con los inhibidores de los puntos de control inmunitario (ICIs). 
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1. La secuenciación por NGS sobre la región V3-V4 del gen 16S rRNA a partir de muestras 

de heces de pacientes con CPNM avanzado tratados con ICIs permite una buena 

identificación de la composición microbiana intestinal. 

2. El análisis de correlación entre la microbiota intestinal y las características demográficas 

y clínico-patológicas revela que el uso de antibióticos previos se relaciona con menor 

riqueza microbiana intestinal, sin embargo no influye en la eficacia terapéutica de los 

ICIs. Además, los antibióticos, ciertos hábitos alimentarios, concretamente, un mayor 

consumo de carne procesada, moluscos y crustáceos y berenjena también se 

correlaciona con una menor diversidad de la microbiota intestinal en nuestra cohorte de 

pacientes.   

3. El análisis de correlación entre la microbiota intestinal y la respuesta al tratamiento y 

efectos adversos inmunorelacionados con ICIs revela que una alta abundancia relativa 

del género Phascolarctobacterium, así como una baja abundancia del género Dialister se 

relacionan con una mejor respuesta, mientras que la aparición de toxicidad 

dermatológica se relaciona con una menor riqueza y diversidad microbiana intestinal y, 

a su vez, la presencia de toxicidades relacionadas con ICIs correlacionan con el mejor 

resultado clínico. 

4. El análisis del valor pronóstico sobre la microbiota intestinal demuestra que la alta 

abundancia del género Phascolarctobacterium y la baja abundancia del género Dialister 

se relacionan con una mejor supervivencia de los pacientes incluidos en el estudio. El 

análisis multivariante revela que la presencia de la toxicidad relacionada con ICIs y la 

abundancia de Dialister son factores pronósticos independientes para el tratamiento 

con ICIs en pacientes con CPNM avanzado. 

5. La visión integral de los resultados obtenidos permite posicionar al análisis de la 

microbiota intestinal como un posible nuevo biomarcador con valor predictivo y 

pronóstico en pacientes con CPNM avanzado tratados con ICIs. 
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1. Tablas suplementarias 

Tabla S1. Descriptores T, N, M en la octava edición del sistema de clasificación TNM [17]. 

T, N, M del sistema de clasificación TNM (octava edición) 

T (Tumor primario) 

T0 No hay evidencia del tumor primario. 

Tis  Carcinoma in situ. 

T1 

 

-T1a (mi) 

- T1a 

- T1b 

- T1c 

La mayor dimensión del tumor no pasa 3 cm, sin evidencia broncoscópica de 

invasión más proximal que el bronquio lobar. 

Adenocarcinoma mínimamente invasivo. 

El diámetro mayor del tumor no pasa 1 cm. 

El diámetro mayor del tumor más de 1 cm y no pasa 2 cm. 

El diámetro mayor del tumor más de 2 cm y no pasa 3 cm. 

T2 

 

- T2a  

- T2b   

El diámetro mayor entre 3 cm y 5 cm, o tumor que involucra: pleura visceral, o 

bronquio principal (no carina), atelectasia al ilion. 

El diámetro mayor más de 3 cm y no pasa 4 cm. 

El diámetro mayor más de 4 cm y no pasa 5 cm. 

T3    El diámetro mayor más de 5 cm y no pasa 7 cm, o uno que invade 

directamente cualquiera de los siguientes: pared torácica, pericardio, nervio 

frénico, o nódulo(s) tumoral(es) separado(s) en el mismo lóbulo. 

T4    El diámetro mayor más de 7 cm, o invasión tumoral: mediastino, diafragma, 

corazón, grandes vasos, nervio laríngeo recurrente, carina, tráquea, esófago, 

columna vertebral; o nódulo(s) tumoral(es) en un lóbulo ipsilateral diferente. 

N (Nódulo linfático regional) 

N0 Ninguna metástasis regional de ganglios linfáticos. 

N1 Metástasis en nódulos hiliares o pulmonares ipsilaterales. 

N2 Metástasis en los ganglios mediastínicos / subcarinales ipsilaterales. 

N3 Metástasis en los ganglios mediastínicos / hiliares contralaterales o 

supraclaviculares. 

M (Metástasis a distancia) 

M0 No presenta metástasis a distancia. 

M1 

- M1a 

 

- M1b 

Presenta metástasis a distancia. 

Derrame pleural / pericárdico maligno o nódulos pleurales / pericárdicos;  

o nódulo(s) tumoral(es) separado(s) en un lóbulo contralateral. 

Presenta metástasis a distancia única. 

M1c Presenta metástasis a distancia múltiples. 
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Tabla S2. Correlación entre las principales características clínico-patológicas y la respuesta 

según la línea de tratamiento con ICIs. 

Características BCD No-BCD p valor 

Pacientes tratados con pembrolizumab en primera línea 

Edad 

≤66 años 

>66 años 

 

8 (40,0%) 

12 (60,0%) 

 

9 (52,9%) 

8 (47,1%) 

 

 

0,431 

Sexo 

Hombre 

Mujer 

 

16 (80,0%) 

4 (20,0%) 

 

8 (47,1%) 

9 (52,9%) 

 

 

0,036* 

Tabaquismo 

Fumador 

No fumador 

 

13 (65,0%) 

7 (35,0%) 

 

13 (76,5%) 

4 (23,5%) 

 

 

0,447 

Índice de masa corporal 

≥25 

<25 

Sin especificar 

 

14 (70,0%) 

5 (25,0%) 

1 (5,0%) 

 

4 (23,5%) 

11 (64,7%) 

2 (11,8%) 

 

 

 

0,006* 

Antibióticos previos 

Sí 

No 

 

8 (40,0%) 

12 (60,0%) 

 

6 (35,3%) 

11 (64,7%) 

 

 

0,769 

Estado funcional 

0-1 

≥2 

 

19 (95,0%) 

1 (5,0%) 

 

15 (88,2%) 

2 (11,8%) 

 

 

0,452 

Histología 

Adenocarcinoma 

No adenocarcinoma 

 

11 (55,0%) 

9 (45,0%) 

 

10 (58,8%) 

7 (41,2%) 

 

 

0,815 

Estadio 

III 

IV 

 

5 (25,0%) 

15 (75,0%) 

 

2 (11,8%) 

15 (88,2%) 

 

 

0,306 

Tamaño tumoral 

≤5 cm 

>5 cm 

 

4 (20,03%) 

16 (80,0%) 

 

4 (23,5%) 

13 (76,5%) 

 

 

0,795 

Nº localizaciones metastásicas 

≤2 

>2 

 

8 (40,0%) 

12 (60,0%) 

 

2 (11,8%) 

15 (88,2%) 

 

 

0,054 
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Pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea 

Edad 

≤66 años 

>66 años 

 

6 (46,2%) 

7 (53,8%) 

 

11 (57,9%) 

8 (42,1%) 

 

 

0,513 

Sexo 

Hombre 

Mujer 

 

12 (92,3%) 

1 (7,7%) 

 

13 (68,4%) 

6 (31,6%) 

 

 

0,108 

Tabaquismo 

Fumador 

No fumador 

 

9 (69,2%) 

4 (30,8%) 

 

12 (63,2%) 

7 (36,8%) 

 

 

0,722 

Índice de masa corporal 

≥ 25 

<25 

Sin especificar 

 

7 (53,8%) 

6 (46,2%) 

0 (0,0%) 

 

10 (52,6%) 

8 (42,1%) 

1 (5,3%) 

 

 

 

0,925 

Antibióticos previos 

Sí 

No 

 

2 (15,4%) 

11 (84,6%) 

 

4 (21,1%) 

15 (78,9%) 

 

 

0,687 

Estado funcional 

0-1 

≥2 

 

13 (100,0%) 

0 (0,0%) 

 

16 (84,2%) 

3 (15,8%) 

 

 

0,132 

Histología 

Adenocarcinoma 

No adenocarcinoma 

 

3 (23,1%) 

10 (76,9%) 

 

8 (42,1%) 

11 (57,9%) 

 

 

0,266 

Estadio 

III 

IV 

 

3 (23,1%) 

10 (76,9%) 

 

2 (10,5%) 

17 (89,5%) 

 

 

0,337 

Tamaño tumoral 

≤5 cm 

>5 cm 

 

6 (46,2%) 

7 (53,8%) 

 

5 (26,3%) 

14 (73,7%) 

 

 

0,114 

Nº localizaciones metastásicas 

≤2 

>2 

 

8 (61,5%) 

5 (38,5%) 

 

9 (47,4%) 

10 (52,6%) 

 

 

0,430 

P valores se obtuvieron usando el test chi-cuadrado. *p < 0,05. 
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Tabla S3. Resultados del análisis de regresión de Cox basado en variables 

clínico-patológicas según la línea de tratamiento con ICIs. 

Variables 
SLP SG 

HR IC 95% P valor HR IC 95% P valor 

Pacientes tratados con pembrolizumab en primera línea 

Sexo 

Hombre vs. Mujer 

 

0,455 

 

0,207-1,010 

 

0,051 

 

0,937 

 

0,368-2,383 

 

0,891 

Edad 

≤66 vs. >66 

 

0,905 

 

0,415-1,973 

 

0,803 

 

0,769 

 

0,309-1,915 

 

0,572 

Hábito tabáquico 

Fumador vs. No fumador 

 

1,256 

 

0,526-2,996 

 

0,608 

 

1,081 

 

0,386-3,027 

 

0,883 

IMC 

<25 vs. ≥25   

 

2,575 

 

1,123-5,907 

 

0,026* 

 

4,256 

 

1,362-13,304 

 

0,013* 

Estadio 

III vs. IV 

 

1,137 

 

0,456-2,835 

 

0,783 

 

0,834 

 

0,242-2,870 

 

0,773 

Antibióticos previos 

Sí vs. No 

 

0,851 

 

0,379-1,913 

 

0,697 

 

0,823 

 

0,312-2,170 

 

0,694 

Estado funcional 

0-1 vs. 2 

 

0,335 

 

0,095-1,180 

 

0,089 

 

0,486 

 

0,108-2,297 

 

0,349 

Histología 

ADC vs. No-ADC 

 

1,015 

 

0,466-2,214 

 

0,970 

 

0,783 

 

0,317-1,930 

 

0,594 

Tamaño tumoral 

≤5cm vs. >5cm 

 

0,622 

 

0,213-1,814 

 

0,385 

 

0,361 

 

0,083-1,572 

 

0,175 

Nº localizaciones  

metastásicas 

≤2 vs. >2 

 

 

0,579 

 

 

0,231-1,447 

 

 

0,242 

 

 

0,723 

 

 

0,238-2,196 

 

 

0,568 

Pacientes tratados con nivolumab y atezolizumab en segunda o tercera línea 

Sexo 

Hombre vs. Mujer 

 

1,803 

 

0,748-4,342 

 

0,189 

 

1,870 

 

0,715-4,891 

 

0,202 



Anexos 

 143 

Edad 

≤66 vs. >66 

 

0,815 

 

0,390-1,701 

 

0,585 

 

0,890 

 

0,384-2,063 

 

0,786 

Hábito tabáquico 

Fumador vs. No fumador 

 

0,851 

 

0,404-1,794 

 

0,672 

 

1,483 

 

0,641-3,429 

 

0,357 

IMC 

<25 vs. ≥25   

 

1,350 

 

0,637-2,858 

 

0,434 

 

0,919 

 

0,385-2,196 

 

0,849 

Estadio 

III vs. IV 

 

1,987 

 

0,685-5,761 

 

0,206 

 

1,884 

 

0,554-6,404 

 

0,310 

Antibióticos previos 

Sí vs. No 

 

1,111 

 

0,420-2,935 

 

0,832 

 

0,840 

 

0,283-2,489 

 

0,753 

Estado funcional 

0-1 vs. 2 

 

2,295 

 

0,647-8,137 

 

0,198 

 

3,284 

 

0,916-11,768 

 

0,068 

Histología 

ADC vs. No-ADC 

 

0,616 

 

0,284-1,337 

 

0,220 

 

0,733 

 

0,304-1,763 

 

0,487 

Tamaño tumoral 

≤ 5cm vs. > 5cm 

 

1,289 

 

0,571-2,951 

 

0,533 

 

2,376 

 

0,795-7,104 

 

0,121 

Nº localizaciones  

metastásicas 

≤ 2 vs. >2 

 

 

1,915 

 

 

0,838-4,379 

 

 

0,123 

 

 

1,810 

 

 

0,734-4,468 

 

 

0,198 

IMC: Índice de masa corporal; ADC: Adenocarcinoma; PD-L1 positivo: TPS≥1%; PD-L1 negativo: TPS<1%. HR: 

hazard ratio; IC: intervalo de confianza. Los p valores se obtuvieron usando el método de regresión de Cox 

univariante. *p < 0,05. 
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2. Aprobación CEIm 
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3. Documento de información al paciente y 

consentimiento informado  
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4. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos 
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